MINISTERIO DA AGRICULTURA, DO ABASTECIMENTO E DA REFORMA AGRARIA.
SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA.
PORTARIA N° 182, DE 08 DE NOVEMBRO DE 1994.

Aprova as Normas de Credenciamento e Monitoramento de L aboratorios de Diagnostico da Doenca de
Newcastle

O SECRETARIO DE DEFESA AGROPECUARIA, no uso da atribuicdo que Ihe confere o artigo 78,
inciso VII do Regimento Interno da Secretaria, aprovado pela Portaria Ministerial n® 212, de 21 de agosto
de 1992, resolve:

Art. 1° Aprovar as Normas de Credenciamento e Monitoramento de L aboratérios de Diagnéstico da
Doenca de Newcastle, em anexo.

Art. 2° Esta Portaria entra em vigor na data de sua publicacéo, revogando-se as disposi¢coes em contrario.
TANIA MARIA DE PAULA LYRA
ANEXO

NORMAS PARA CREDENCIAMENTO E MONITORAMENTO DE LABORATORIOS DE
DIAGNOSTICO DA DOENCA DE NEWCASTLE E DIFERENCIAL

1. DO CREDENCIAMENTO

Para efeito de credenciamento e monitoramento seréo obedecidas as determinagdes constantes das
Portarias da Secretaria Nacional de Defesa Agropecuaria/lSNAD n° 53 de 20 de maio de 1991 e da
Divisdo de Laboratério Animal/DLA n° 01 de 14 de agosto de 1991 e demais normas e instrugdes
substitutivas e/ou complementares que vieram a ser baixadas por este Ministério.

2. MATERIAL

2.1. Sistema hospedeiro

2.1.1. Ovos: Devem ser utilizados ovos embrionados com 8 (oito) a 11(onze) dias de incubacdo, do tipo
SPF ou, naimpossibilidade, oriundos de granjas com sorologia negativa para os virus da doenca de
Newcadlte e da gripe aviaria.

2.1.2. Pintos. Devem ser utilizados pintos com 1 (um) dia de idade, nascidos de ovos SPF.

2.1.3. Frangos: Dever ser utilizados frangos com 6 (seis) semanas, nascidos de ovos SPF.

2.2. Antigenos padroes

2.2.1. Doenca de Newcastle: Os antigenos devem ser preparados em ovos embrionados SPFcom 8 all
dias de incubacéo, inoculados pela via alantdica, a partir de amostras de referéncia (cepa LaSota ou Ulster

2C), autorizada pela Coordenacédo Geral de Laboratério Animal (CGLA) e inativados.

2.2.2. Gripe Aviaria: Os antigenos devem ser preparados em ovos embrionados SPF com 8 a1l dias de
incubacdo, inoculados pela via alantbica, a partir de amostras de referéncia, autorizada pela CGLA.

Para a prova de imunodifuséo deve ser utilizado virus concentrado ou extrato de membrana
corio-alantéide dos ovos infectados.



2.3. Soros padroes
2.3.1. Doenca de Newcastle

2.3.1.1. Positivos: Os soros padrdes positivos devem ser obtidos de aves do tipo SPF, vacinadas com a
cepa padrdo avirulenta.

2.3.1.2. Negativos. Os soros padrfes negativos dever ser obtidos de aves do tipo SPF.
2.3.2. Gripe aviaria

2.3.2.1. Positivos: Para os laboratérios de referéncia os soros padrdes devem ser preparados em cabras,
frente aos antigenos H e N.

Como alternativa para os laboratorios de diagnostico podem ser empregados soros policlonais.
2.3.2.2. Negativos. Os soros padrfes negativos devem ser obtidos de aves do tipo SPF.

2.4. Hemécias a 1%: As heméacias para arealizagdo dos testes devem ser obtidas em aves sem organismos
patogénicos especificos (SPF) ou naimpossibilidade, de aves controladas regularmente e que tenham se
apresentadas isentas de anticorpos do virus da doenca de Newcastle.

2.5. Amostras a serem testadas: As amostras para isolamento e identificacdo do virus devem ser obtidas
de aves vivas ou ap06s necropsia de animais sacrificados ou dagqueles que morreram com sintomas clinicos
sugestivos da doenca de Newcastle.

2.5.1. Doenca de Newcastle

2.5.1.1. Avesvivas
- Swab de cloaca

- Swab de traguéia
- Fezes frescas

2.5.2. Aves Necropsiadas
Coletar assepticamente, isolado ou em pool:
- Bago

- Cérebro

- Coragéo

- Fezes

- Figado

- Humor aquoso

- Intestino

- Proventriculo

- Pulméo

- Sacos aéreos

- Swab oro-nasa

- Tonsilas cecais

3. RECEBIMENTO DAS AMOSTRAS

3.1. Asamostras devem ser coletadas em PBS, pH 7.2, contendo antibi6ticos nas concentragdes de:

ANTIBIOTICOS |[AMOSTRAS

(p/ml de PBS) SUABES P
NASAL ICLOACA FEZES ORGAQOS

Penicilina 2000U |10000U {10000U 2000U




Estreptomicina  |2mg 10mg 10mg 2mg
Gentamicina 50ug  [250pg  [250ug 50ug
Fungizona 1000U |5000U  |5000U 1000U

3.2. As amostras deverdo estar devidamente identificadas, refrigeradas e acondicionadas em caixas
isotérmica.

3.3. As amostras deverdo estar acompanhadas de um formulério de coleta devidamente preenchido,
conforme model o estabel ecido pela Coordenagdo de Programa Sanitario - CPS, do Departamento de
Defesa Animal - DDA.

3.4. As amostras serdo registradas em livro proprio conforme model o indicado pela Coordenacdo Geral de
Laboratorio Animal - CGLA.

3.5. As amostras destinadas a sorologia deverdo estar resfriadas ou preferencialmente congeladas. Nao
serdo aceitas amostras de sangue total ou com presenca de coégulo.

3.6. As amostras recebidas deverdo ser obrigatoriamente divididas em 2 (duas) aliquotas e identificadas,
uma como prova e outra como contra-prova.

3.7. A targeta de identificagdo da contra-prova, conforme modelo indicado pela CGLA, sera preenchida e
lacrada juntamente com as amostras para contraprova;o lacre serd pléstico, numerado e inviolavel.

4. CONSERVACAO E ESTOCAGEM

4.1. As amostras destinadas a exames virol 4gicos, deverdo ser mantidas sob refrigeracéo, até seu
processamento.

4.2. As amostras destinadas a sorologia deverdo ser mantidas congeladas a - 20°C, até o seu
processamento.

4.3. Apbs a emissao do resultado as amostras deverdo ser mantidas congeladas a -20°C, por um periodo
de 30 (trinta) dias.

5. IDENTIFICAGAO CONFIRMATORIA

Os virus hemaglutinantes isolados, acompanhado do respectivo relatorio de isolamento, deverdo ser
remetidos ao laboratorio de referénciaindicado pela CGLA com vistas a suaidentificagdo e
caracterizacdo completas e arealizacdo do diagndstico diferencial.

6. SEGURANCA BIOLOGICA

Decorrido o prazo de 30 (trinta) dias da emissédo de resultado as amostras seréo destruidas com a
observancia dos critérios e normas de seguranca biol 6gica.

7. METODOS
7.1. Isolamento viral

7.1.1. Inoculacéo em ovo embrionado do tipo SPF, de 8 a 11 dias ou, aternativamente ovos embrionados
oriundos de granjas com sorologia negativa para os virus da doenca de Newcastle e da peste avidria

7.2. Titulagdo antigénica
7.2.1. Teste de Hemoaglutinacdo (HA)

7.3. ldentificacéo antigénica



7.3.1. Inibicdo da Hemoagl utinagéo (HI)

7.4. Indices de patogenicidade

7.4.1. Tempo médio de morte de embrides (TME)

7.4.2. indice de patogenicidade intracerebral (IPIC)

7.4.3. indice de patogenicidade intravenosa (IPI1V)

7.5. Sorologia

7.5.1. Inibicdo da Hemoaglutinacdo (HI)

7.5.2. Ensaio Imuno Enzimatico (ELISA)

7.6. Somente poderdo ser utilizadas metodol ogias previamente aprovadas pela CGLA.
8. DOSRESULTADOS E RELATORIOS

Toda a documentacéo referente alivro de registro, laudo de resultado e relatérios devera ser arquivado
por um periodo de cinco anos.

8.1. Os resultados dos exames deverdo ser emitidos em formulario préprio, segundo model o estabelecido
pelo CGLA, e de acorodo com o fluxograma determinado.

8.1.1. RESULTADO NEGATIVO: Enviar FAX ou outro topo de comunicacdo imediata, parao Médico
Veterinério requisitante:

8.1.2. RESULTADO POSITIVO: Enviar FAX ou outro tipo de comunicacdo imediata, para:
- O Médico Veterinério requisitante;

- Ao Comité Estadual de Sanidade Avicola (CESA)

- Ao Departamento de Defesa Animal (DDA), em Brasilia.

- Ao laboratorio de referéncia, indicado pela CGLA.

8.2. Todo laboratério credenciado devera encaminhar até o quito dia Util do més subsequente, relatério
das atividades mensais, em formulério préprio, segundo model o estabelecido pela CGLA, ao CESA ea
CGLA.

9. REALIZAC}AO DOS EXAMES NA CONTRA-PROVA

9.1. A redlizac&o de contra-prova somente sera efetuada no laboratorio que realizou o exame.

9.2. A solicitagdo devera obedecer ao prazo maximo de 8 dias a contar da data do recebimento do
resultado.

9.3. A contra-prova sera solicitada ao CESA, e este 0 encaminharé ao laboratorio que realizou o exame.
9.4. O Médico Veterindrio requisitante do exame obriga-se a pessoalmente, ou por seu representante, a
acompanhar, assistido ou ndo por técnicos de sua confianca, aos exames que serdo realizados na

contra-prova

9.5. Cabe ao técnico indicado pelo Médico Veterinario requisitante do exame apenas assistir, fiscalizar e
observar a exatidao do resultado dos exames.

9.6. E obrigatdria a comunicagéo ao CESA, da data e horério da realizacdo do exame da contra-prova,



podendo o técnico daguele Servico assistir, fiscalizar e observar a exatiddo do resultado.

9.7. A auséncia do representante do CESA, ndo constitui 6bice para arealizacdo do mesmo, desde que
tenha sido observado o disposto no item 10.6.

9.8. Apos aredlizacdo do exame, seré lavrada uma ata assinada pel os interessados presentes, onde
constara o resultado desse exame e a descricdo de todo método analitico nele utilizado.

9.9. A desisténcia do Médico Veterinario requisitante do exame, ou seu representante, mediante
declaragdo escrita, ou a sua auséncia narealizagdo do exame da contra-prova, importara no
prevalecimento do resultado obtido no primeiro exame.

9.10. Os custos decorrentes da solicitagao e realizaco da contra-prova correrdo por conta do solicitante.
10. DO LABORATORIO

10.1. O laborat6rio deve possuir instal agdes e equipamentos adequados para a realizacdo do Diagnostico
da Doenca de Newcastle e responsavel técnico e substituto deste, devidamente habilitado pela CGLA para
aredlizacdo do Diagnostico.

10.2. Asinstalactes devem fazer parte da mesma base fisica do laboratério e atender as normas de
seguranca biol dgica.

10.3. Somente poderé assinar o formulério de resultado do exame e o relatério mensal o responsavel
técnico ou seu substituto.

11. INSTALACOES, EQUIPAMENTOS E MATERIAIS.

Para efeito de credenciamento e monitoramento, o laboratério sera vistoriado, devendo atender as
exigéncias quanto a

11.1. Instalagbes

11.1.1. Protocolo

O protocolo devera ser constituido de dois ambientes distintos:

11.1.1.1. Recepcao: Onde serdo recebidos, registrados E identificados os materiais a serem examinados.
Deverater pessoa proprio que procedera a conferéncia do material, observando a exatiddo dos dados de

remessa e o estado de conservagéo

11.1.1.2. Escritério: Estrutura responsavel pela emissdo dos laudos de resultado devendo ser
obrigatoriamente independente da sala de recepcéo

11.1.2. Virologia

Neste local as amostras serdo processadas, incluindo-se sua divisdo em amostras de exame e contra-prova
e areadlizagcdo dos exames de isolamento vira, titulagdo Ag, identificagdo Ag e sorologia.

11.1.3. Apoio Técnico
11.1.3.1. Meios e Solucdes: Este setor estara encarregado do preparo de meios e solugoes.

11.1.3.2. Biotério: Este setor estara encarregado da criacdo de animais de laboratorio a serem utilizados
nas provas diagndsticas e da coleta de sangue para a realizacdo dos exames.

11.1.3.3. Infectdrio: Este setor estara encarregado do abrigo e manutencdo dos animais que estdo sendo



utilizados nas provas diagnosticas e na obtencdo de soro imune.

11.1.3.4. Lavagem e Esterilizac8o: Este setor atendera o laboratorio procedendo a desinfeccéo, lavagem,
montagem, esterilizacdo e estocagem do material procedente dos setores de exame, infectério, meios e
solugdes.

11.2. Equipamentos
11.2.1. Protocolo

11.2.1.1. Recepcéo
- Mesa com superficie resistente a desinfetantes
- Refrigerador

11.2.1.2. Escritorio

- Arquivo com chave

- Mé&guina de escrever

- Sistema informatizado

11.2.2. Virologia

- Agitador de tubos

- Balanca semi-analitica

- Balanga paratarar tubos

- Banho-mariaregulével

- Carrinho de laboratério (opcional)

- Centrifuga refrigerada

- Congelador a-20°C

- Cuba com &gua sanitéria

- Dispensador de pipetas

- Estufa bacterioldgica

- Fluxo laminar vertical ou cmara asséptica de 25 e 50 ml
- Pipetas autométicas de 25 e 50ml

- Refrigerador (+4 a +8°C)

- Botij&o de nitrogénio (opcional)

- Microplacas com fundo em U com 96 pocos

11.2.3. Apoio Técnico

11.2.3.1. Meios e Solucdes

- Agitador magnético com e sem placa aguecedora
- Balanca analitica (opcional)

- Balanca semi-analitica

- Carrinho de laboratério (opcional)
- Congelador a-20°C

- Deionizador (opcional)

- Destilador

- Dispensador de pipetas

- Refrigerador (+4 a +8°C)

- Potenciémetro

- Espectrofotébmetro

11.2.3.2. Biotério
- Incubadora/nascedouro (opcional)
- Gaiolas

11.2.3.3. Infectorio
- Autoclave



- Sistema de incubagdo com temperatura regul avel
11.2.3.4. Lavagem e Esterilizacéo

11.2.3.4.1. Desinfeccéo
- Autotoclave
- Carrinho de laboratério (opcional)

11.2.3.4.2. Lavagem

- Depdsito para dgua destilada e/ou dgua deionizada
- Cuba para 4gua sanitéria

- Destilador

- Deionizador (opcional)

- Sistema para enxagie de material

- Sistema para ferver material (vidraria, etc.)

- Lavador de pipetas

11.2.3.4.3. Montagem
- Estante para secagem do material
- Mesa para montagem do material

11.2.3.4.4. Esterilizagdo

- Autoclave

- Carrinho de laboratério (opcional)
- Forno de esterilizacéo

11.2.3.4.5. Estocagem

- Refrigerador

- Congelador

- Estantes e/ou armarios

12. DO RESPONSAVEL TECNICO E SEU SUBSTITUTO

Para efeito de credenciamento e monitoramento, o responsavel técnico e seu substituto serdo submetidos a
avaliacdo técnico-cientifica, pela CGLA.

13. DO CREDENCIAMENTO E MONITORAMENTO

13.1. Apos aprovacdo dos responsavei s técnicos na avaliacdo técnico-cientifica, e atendimento as
exigéncias de instal agles, equipamentos e materiais na vistoria, o laboratorio sera credenciado.

13.2. O monitoramento se fara, utilizando os procedimentos de envio de material para check-test e
realizac&o de vistorias técnico-administrativas.

13.3. Poder&o ser enviados para check-test materiais como amostra de swabs de traquéia e cloaca, de
fezes, de 6rgéos de eleicdo, e de soros sanguineos.

13.4. O monitoramento também podera ser realizado por técnicos do CGLA apartir do processamento das
amostras retidas para contra-prova.

14. DISPOSICOES GERAIS

14.1. Somente devera ser liberado resultado definitivo e conclusivo para o Diagnéstico da Doenca de
Newcastle ou Gripe Aviaria.

14.2. Astécnicas e as solugdes a serem utilizadas para o Diagnostico da Doenca de Newcastle e
diferencial paraa Gripe Aviaria estdo descritas nos Anexos | e ll, respectivamente. Outras metodol ogias



poderdo ser utilizadas desde que previamente aprovadas pela CGLA.
14.3. Onde ndo existir CESA suas atribuic¢des serdo de responsabilidade da DFAARA.

14.4. Os laborat6rios credenciados deverdo, em prazo a ser estabelecido pela CGLA, implantar o sistema
de informatizagdo utilizando programas definidos pela CGLA.

14.5. O laboratorio credenciado que ndo cumprir esses procedimentos terd o credenciamento, para o
Diagnostico Oficial da Doenca de Newcastle, suspenso por tempo determinado ou cancelado, por ato
desta Secretaria.

ANEXO |

DESCRICAO DAS TECNICAS

DIAGNOSTICO DA DOENCA DE NEWCASTLE E DIFERENCIAL PARA GRIPE AVIARIA -
INFLUENZA AVIARIA

1. Metodologia
1.1. Doenca de Newcastle
1.1.1. Isolamento

1.1.1.1. Preparo do in6culo: As amostras devem ser preparadas a partir de uma suspensao 10 a 20%
(peso/volume), em PBS (Solugdo Salina Tamponada), pH

7.2, adicionada de uma solucao de antibiéticos.

As amostras de tecidos devem ser trituradas em gral estéril, previamente refrigerado e deixadas em
repouso durante 1 a 2 horas, a4°C e centrifugadas a 1.000 x g, durante 10 minutos a 4°C, sendo recolhido
0 sobrenadante, que devera ser mantido sob refrigeracéo até o momento do uso.

As amostras de fezes devem ser homogeneizadas e deixadas em repouso de 1 a2 horas, a4°C e
centrifugadas a 1.000 x g, durante 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante deve ser mantido a 4°C, até o
momento do uso.

1.1.1.2. Inoculacdo: A suspensdo de fezes ou de tecido deve ser inoculada na cavidade alant6ica em, no
minimo, 5 ovos embrionados, preferentemente SPF ou, alternativamente de ovos embrionados de granjas
com sorologia negativa para a doenca de Newcastle, com 8 a 11 dias e incubados a 37°C, durante 7 dias.

Os ovos contendo embriBes mortos, agoni zantes e aquel es remanescentes, ao cabo do periodo, devem ser
coletados e colocados a 4°C, para evitar hemorragias por ocasido da coleta do liquido alantéico.

O liquido alantdico é testado no tocante asua atividade hemaglutinante (HA).

Devem ser redlizadas mais 2 passagens daquel es liquidos alantdicos que se revelarem negativos ao teste
de HA.

1.1.1.3. Titulagdo do antigeno
1.1.1.3.1. Hemaglutinacdo (HA)

1.1.1.3.2. Liquido aantdico: O liquido alantbico devera ser clarificado por centrifugacdo a 1.000 x g a
4°C, durante 10 minutos e a sua capacidade hemagl utinante avaliada frente a hemécias.

1.1.1.4. Teste:



Colocar 25 ml de PBS, pH 7.2, em 2 fileiras de cavidades de uma placa de 96 cavidades, do tipo em U.
Colocar 25 ml do antigeno (liquido alantéico) nas duas primeiras cavidades das fileiras testes.

Diluir, com auxilio de microdiluidores, a partir das primeiras cavidades das fileiras testes (1:2 até 1:4096).
Colocar, em todas as cavidades, 25 ml de uma suspensdo de hemécias a 1% (v/v) em PBS, pH 7.2.

Agitar e deixar a placa 4°C, durante 30-45 minutos.

Fazer aleitura

NEGATIVO - Onde houve aformagcéo de bot&o.
N&o ocorreu a hemaglutinagéo.

POSIVITO - Onde ndo houve aformagéo de botéo.
Ocorreu a hemagl utinacéo.

1.1.1.5. Unidade hemoagl utinante: Uma unidade hemaglutinante (1 UHA) corresponde a maior diluicdo
do liquido alantéico onde ocorreu a hemaglutinacéo total.

Para a provade HI devem ser usadas 4 UHA.

Exemplo: 1 UHA - Diluicdo 1,512
4 UHA =512/4=1128

1.1.1.6. Controles

1.1.1.6.1. Hemécias a 1%: Realizar controles de hemécias colocando 25 ml do diluente (PBSpH 7.2) e 25
ml da suspensdo de hemécia a 1% em duas cavidades da placa.

OBS - A leitura da prova somente devera ser realizada se for observada a formacgao de botdo (ausénciade
hemagl utinag&o).

1.1.2. Identificacdo antigénica

1.1.2.1. Inibic&o da hemaglutinacéo:

Colocar 25 ml de PBS, pH 7.2, em 2 fileiras de cavidades de uma placa de 96 cavidades, do tipo em U.
Colocar 25 ml de soro teste nas duas primeiras cavidades das fileiras testes.

Diluir, com auxilio de microdiluidores, a partir das primeiras cavidades das fileiras testes, até a diluicéo
desgjada.

Adicionar 25 ml do antigeno, contendo 4 UHA atodas as cavidades dasfileiras testes.

Hemogeneizar e deixar em repouso por 30 minutos, a 4°C.

Colocar, em todas as cavidades, 25 ml de uma suspensdo de heméacias de aves a 1% (v/v) em PBS, pH
7.2.

Agitar e deixar a placaa4°C, durante 30-45 minutos. Fazer aleitura.

NEGATIVO - Onde ndo houve aformagéo de bot&o.
Ocorreu a hemagl utinagéo.

POSITIVO - Onde houve a formacéo de botéo. Nao
ocorreu a hemaglutinacéo.

1.1.2.1.1. Controles

1.1.2.1.1.1. Soro: Redlizar controle duplo, usando:
25 ml de soro teste na menor diluicéo.

25 ml de PBS, pH 7.2.

25 ml de hemécia a 1%.



OBS - N&o devera ocorrer hemaglutinagéo.

Caso ocorra o soro devera ser adsorvido com uma suspensédo de hemécia a 50% (v/v).

1.1.2.1.2. Antigeno: Realizar controle duplo, usando:

25 ml do antigeno com 4 UHA.

25 ml de PBS, pH 7.2.

25 ml de hemécia a 1%.

OBS - Devera ocorrer hemaglutinacéo

1.1.2.1.3. Hemé&cias. Redlizar controle duplo, usando:

50 ml de PBS, pH 7.2.

25 ml de heméciaa 1%

OBS - Né&o devera ocorrer hemaglutinagao

1.1.3. indices de patogenicidade

1.1.3.1. Tempo Médio de Morte de Embrides (TME)

Apos redlizar diluicOes decimais, nafaixa de 10-6 a 10-9 do liquido alantdico infectivo, em solucdo
saling, inocular 0,1 ml, de cada diluicéo, de, no minimo 5 ovos embrionados SPF, de 8-11 dias de idade,
pelaviaalantoica e incubar os ovos a 37°C.

Deixar uma amostra do mesmo liquido alantéico na geladeira, por 8 horas e depoisinocular 0,1 ml, de
cada diluicdo em, no minimo, 5 ovos da mesmaidade e incubar a 37°C.

Observar os ovos durante sete dias, duas vezes por dia.
Registrar o tempo de morte dos embrides.

A dose letal minima é amaior diluicdo que mata todos os embrides.

TME € um tempo médio, em horas, para adose letal minima matar os embrides e se classificaem:
VELOGENICA - Menos de 60 horas para matar.

MESOGENICA - Entre 60 e 90 horas para matar.

LENTOGENICA - Mais de 90 horas para matar.

1.1.3.2. indice de Patogenicidade Intracerebral (1PIC)

A partir do liquido aantoico infectivo, com titulo HA maior que 24, diluido a 1:10 em salinaisotonica
estéril, inocular 0,05 ml, pelaviaintracerebral, em 10 pintos SPF, de um dia de idade.

Examinar os pintos, diariamente, por 8 dias, anotandose o resultado:
- pintos saudaveis=0

- pintos doentes = 1

- pintos mortos = 2

Decorridos aquel e tempo calcular o indice médio do periodo.

Amostras do virus da enfermidade de Newcastle mais virulenta (vel ogénicas) este indice se aproximade
2.0 enquanto nas cepas lentogénicas este indice se aproxima de 0.0.

1.1.3.3. indice de patogenicidade I ntravenosa (1PIV) Este indice é calculado a partir de indcul os
intravenosos em frangos SPF, com seis semanas de idade.



S3o inoculados 10 frangos, pela viaintravenosa, com 0,1 ml do liquido alant6ico, com titulo HA maior
gue 24, diluido a 1:10 em salinaisotonica estéril.

Observam-se os frangos durante 10 dias consecutivos e anota-se o resultado:
- frangos normais = 0

- frangos doentes = 1

- frangos paraliticos = 2

- frangos mortos = 3

O IPIV é o resultado da média das anotagdes sendo consideradas
- lentogénicas e algumas mesogénicas quando o IPIV se aproxima do zero,
- velogénicas quando o IPIV se aproximade 3,0.

Os indices encontrados devem ser avaliados de acordo com os dados epidemiol 6gicos e o tipo de
vacinagao regional considerando que naquelas regides onde sd0 aplicadas vacinas oriundas de virus
lentogénico, os indices de valores acimade 0,7 significam processos infecciosos, 0 que sugere doenga no
campo.

EXEMPLO:
S, e e e
Normal 10200000000%”0
Doete |0 | 2o Jo |00 oo o 6x1le
Pardliico [0 12 12 |2 [0 o [0 Jo [0 [0 l6x2 12
Moto |0 |2 |6 |8 |10 |10}10 |10}10]10 ;BX 228

indice = Resultado médio por ave e por observagio = 246 dividido por 100
=2,46

1.1.4. Sorologia: A realizacao de testes sorol 6gicos se destina, principal mente, ab monitoramento do
estado imunitario de plantéis vacinados.

Em areas sem programas de vacinagdo pode ser usado como diagnéstico, visto que, dificilmente, as
reacOes positivas serdo inespecificas.

Ostestes mais aplicados sdo o HI e 0 ELISA. No Hl, titulos de inibicdo de 4 UHA com soros diluidos a
1:8 ou mais podem ser observados, no diagndstico positivo.

Soros de aves que ndo sejam galinhas podem aglutinar hemécias, o que torna necessario a adsorcéo desses
soros com as hemécias a serem utilizadas no teste.

Controles com soros de referéncia, positivos e negativos, devem, obrigatoriamente, serem, incluidos na
prova.

1.2. Gripe aviaria
1.2.1. Isolamento

1.2.1.1. Preparo do indculo: As amostras devem ser preparadas a partir de uma suspenséo 10 a 20%
(peso/volume), em PBS (Solugdo Salina Tamponada), pH

7.2, adicionada de uma solucgdo de antibidticos, conforme descrito no item 3.1 do anexo, Normas para
credenciamento e monitoramento de laboratérios de diagndstico da doenga de Newcastle e diferencial.



As amostras de tecidos devem ser trituradas em gral estéril, previamente refrigerado e deixadas em
repouso de 1 a2 horas, a4°C e centrifugadas a 1.000 x g, durante 10 minutos a 4°C, sendo recolhido o
sobrenadante, que devera ser mantido sob refrigeracéo até o momento do uso.

As amostras de fezes devem ser homogeneizadas e deixadas em repouso de 1 a2 horas, a4°C e
centrifugadas a 1.000 x g, durante 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante deve ser mantido a 4°C, até o
momento do uso.

1.2.1.2. Inoculagdo: A suspensdo de fezes ou de tecido deve ser inoculada na cavidade alant6ica em, no
minimo, 5 ovos embrionados SPF ou, naimpossibilidade, ovos de granjas com sorologia negativa paraa
gripe avidria, com 8 a 11 dias e incubados a 37°C, durante 7 dias.

Os ovos contendo embrifes mortos, agonizantes e aguel es remanescentes, ao cabo do periodo, devem ser
coletados e colocados a 4°C, para evitar hemorragias por ocasido da coleta do liquido aantdico. O liquido
alantdico é testado no tocante a sua atividade hemaglutinante (HA).

Devem ser realizadas mais duas passagens daquel es liguidos alantdi cos que se revelarem negativos ao
teste de HA.

1.2.1.3. Titulagdo do antigeno
1.2.1.3.1. Hemaglutinacéo

1.2.1.3.2. Liquido alantoico: O liquido alantdico devera ser clarificado por centrifugacdo a1.000 x g a
4°C, durante 10 minutos e a sua capacidade hemagl utinante avaliada frente a hemécias.

1.2.1.4. Teste: Colocar 25 ml de PBS, pH 7.2, em 2 fileiras de cavidades de uma placa de 96 cavidades,
do tipo em U.

Colocar 25 ml do antigeno (liquido alantéico) nas duas primeiras cavidades das fileiras testes.

Diluir, com auxilio de microdiluidores, a partir das primeiras cavidades das fileiras testes (1:2 até 1:4096).
Colocar, em todas as cavidades, 25 ml de uma suspensdo de hemacias a 1% (v/v) em PBS, pH 7.2.

Agitar e deixar a placa em temperatura ambiente (+ 22°C) por 45 minutos ou a 4°C, durante a noite (+ 18
horas).

Fazer aleitura

NEGATIVO - Onde houve aformacéo de botéo.
N&o ocorreu a hemaglutinacgéo.

POSITIVO - Onde n&o houve formagéo de botéo.
Ocorreu a hemagl utinacéo.

1.2.1.5 Unidade Hemagl utinante Uma unidade hemaglutinante (1UHA) corresponde a maior diluic¢éo do
liquido alantdico onde ocorreu a hemaglutinacdo total.

Para a provade HI devem ser usadas 4 UHA.
Exemplo: 1 UHA = Diluicéo 1/512
4 UHA =512 4=1/128

1.2.1.5. Controles
1.2.1.5.1. Hemé&cias: Realizar controles de hemécias
colocando 25 ml do diluente (PBS pH 7.2) e 25 ml da suspensdo de hemacia a 1% em duas cavidades da

placa.

OBS - A leitura da prova somente devera ser realizada se for observada a formagao de botdo (ausénciade
hemagl utinag&o).



1.2.2. Inibi¢&o da hemaglutinagéo: Colocar 25 ml de PBS, pH 7.2, em 2 fileiras de cavidades de uma
placa de 96 cavidades, do tipo em U.

Colocar 25 ml do soro teste nas duas primeiras cavidades das fileiras testes.

Diluir, com auxilio de microdiluidores, a partir das primeiras cavidades das fileiras testes, até a diluicdo
desgjada.

Adicionar 25 ml do antigeno, contendo 4 UHA atodas as cavidades das fileiras testes.

Homogenei zar e deixar em repouso por 30 minutos, em temperatura ambiente (+ 22°C).

Colocar, em todas as cavidades, 25 ml de uma suspenséo de heméacias a 1% em PBS, pH 7.2.

Agitar e deixar a placa em temperatura ambiente (+ 22°C) por 45 minutos ou a 4°C, durante a noite (+ 18
horas).

Fazer aleitura

NEGATIVO: Onde n&o houve aformacéo de bot&o.
Ocorreu a hemaglutinagéo.

POSITIVO: Onde houve formagao de botéo.
N&o ocorreu a hemaglutinacao.

1.2.2.1. Controles

1.2.2.1.1. Soro

Realizar controle duplo, usando:

25 ml do soro teste na menor diluicao.
25ml de PBS, pH 7.2.

25 ml de heméciaa 1%.

OBS: N&o devera ocorrer hemaglutinagdo. Caso ocorra, 0 soro devera ser adsorvido com uma suspensao
de heméciaa 50% (V/v).

1.2.2.1.2. Antigeno

Realizar controle duplo, usando:
25 ml de antigeno com 4 UHA.
25 ml de PBS, pH 7.2.

25 ml de hemécia a 1%.

OBS: Deveraocorrer hemaglutinacéo

1.2.2.1.3. Hemé&cias

Realizar controle duplo, usando:
50 ml de PBS, pH 7.2.

25 ml de hemécia a 1%.

OBS: N&o devera ocorrer hemaglutinacéo

1.2.3. Imonudifusdo: O teste de imunodifusdo é empregado para deteccdo do virus influenza pela
demonstracéo da presenca de nucleocapsideo comum atodos os membros do género A. O antigeno,
empregado na prova, € o virus concentrado, a partir do liquido alant6ico, ou o extrato de membrana
corioalantoide de ovos embrionados infectados.

1.2.3.1. Preparo do antigeno

1.2.3.1.1. Liquido aantdico: O liquido alantdico € concentrado pela precipitacdo da particula viral pelo
acido cloridrico.

Adicionar ao liquido alantdico solugéo de &cido cloridrico 0,1 N até o pH atingir 4.0.

Colocar a mistura em banho de gelo durante 60 minutos.



Clarificar por centrifugagéo a 1.000 x g, durante 20 minutos, a 4°C.
Desprezar 0 sobrenadante e ressuspender o precipitado em tampéo glicinasarcosil.

1.2.3.1.2. Membrana corioalantéide: Retirar a membrana corioal ant6ide dos ovos infectados e lavar em
PBS,pH 7.2.

Triturar amembrana (3 membranas fornecem cerca de 1 ml de antigeno).

Congelar e descongelar 3 vezes.

Centrifugar a 700 x g, durante 20 minutos a 4°C.

Recolher 0 sobrenadante e inativar.

O antigeno pode ser usado imediatamente ou apds a incubagéo a 37°C, durante 36 horas, paratotal
inativacéo.

Estocar a-10°C.

1.2.3.1.3. Teste: Preparar 0 agar Noble, agarose ou &gar purificado a 0,9%.

Distribuir em [&minas de microscdpio ou placas de Petri.

Usar furador com 4 mm de diémetro e com 4 mm de distancia.

Distribuir o antigeno suspeito na cavidade central e 0s soros controles positivo e negativo nas cavidades
externas.

Incubar em cdmara Umida, em temperatura ambiente.

Ler ap0s 24 e 48 horas,

ANEXO I

FORMULAGAO E PROCEDIMENTOS TECNICOS PARA A PREPARAGAO DE REAGENTES E
SOLUCOES

1. A.C.D. (Acido citrico-Citrato de sodio-Dextrose)
Citrato de sodio (Na3C6H507 2H20) 11,26 g
Acido citrico (C6H807 2H20). 4,00 g

Dextrose (C6H1206) 11,00 g

Agua destilada g.s.p. 1.000 mi

Diluir naordem. Autoclavar a 115°C por 10 minutos.

2. Acido cloridrico 0,1 N
Acido cloridrico (HC1) 3,646 mi
Aguadestilada g.s.p. 1.000 ml

3. Alsever

Dextrose (C6H1206). 20,50 g

Cloreto de sddio (NaCl) 4,20 g

Acido citrico (C6H807 2H20) 0,55 g

Citrato de sodio (Na3C6H507 2H20) 8,00 g

Agua destilada g.s.p. 1.000 mi

Diluir na ordem. Autoclavar a 115°C por 10 minutos.

4. P.B.S. (Solugéo Salina Tamponada) pH 7,2
Fosfato monopotéassico (KH2PO4) 2,587 g

Fosfato dissodico (Na2HPO4 2H20) 8,494 g
Cloreto de sddio (NaCl) 8,59

Agua destilada g.s.p. 1.000 mi

Diluir na ordem. Autoclavar a 115°C por 10 minutos.

5. Salina 0,85%

Cloreto de sddio (NaCl) 8,59
Agua destilada g.s.p. 1.000 mi
Autoclavar a115°C por 10 minutos.



6. Tampéo Glicina-Sarcosi
Lauril Sarcosinato de Sédio a 1% tamponado a pH 9,0 com glicina 0,5 M.

7. Gel a0,9%

Agar Noble ou Agarose 0,9 g

Tampé&o Borato 100 mi

Aquecer em banho-Maria ou vapor fluente até a completa fusdo do agar.

8. Tampéo Borato

Cloreto de sédio (NaCl) 2 g

Agua destilada 1000 mi

H3PO39g

Diluir na ordem. Autoclavar a 115°C por 10 minutos.
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