INSTRUCAO NORMATIVA N*41 DE 24 DE NOVEMBRO DE 2006.

O MINISTRO DE ESTADO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO, no uso da atribuigdo que lhe confere o art. 2°, do Decreto n® 5.741, de 30 de
marco de 2006, e o que consta do Processo n® 21000.004434/2006-52, resolve:

Art. 1° Aprovar os "Critérios Especificos para o Credenciamento ¢ Monitoramento de
Laboratorios de Diagnostico da Brucelose Bovina e Bubalina", na forma dos Anexos I a X a
presente Instru¢do Normativa:

Art. 2° Esta Instru¢do Normativa entra em vigor na data de sua publicacdo.

LUIS CARLOS GUEDES PINTO

Publicada no D. O. U. N° 227, de 28 de novembro de 2006, pag. 86, secao 1

Esta copia ndo substitui a publicada no D.O.U.



ANEXO I

CRITERIOS ESPECIFICOS PARA O CREDENCIAMENTO E MONITORAMENTO DE
LABORATORIOS DE DIAGNOSTICO DE BRUCELOSE BOVINA E BUBALINA

Para efeito de credenciamento e monitoramento de laboratérios de diagnostico da
brucelose bovina e bubalina, deverdo ser obedecidas as determinagdes constantes desta Instrucdo
Normativa, da Instru¢do Normativa SDA n° 51, de 27 de junho de 2003 e da Instru¢do Normativa
SDA n® 6, de 8 de janeiro de 2004, ou dos atos que vierem a substitui-las.

1. OBJETIVOS:

1.1. Padronizar os procedimentos adotados por laboratdrios de diagnostico da brucelose bovina e
bubalina; e

1.2. Credenciar laboratorios com sistema de garantia da qualidade implantado, em apoio as ac¢des de
defesa sanitaria animal, instituidas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento -
MAPA.

2. APLICACAO

2.1. A presente Instrucdo Normativa aplica-se aos laboratérios publicos e privados interessados em
integrar a Rede Nacional de Laboratorios Agropecudrios do Sistema Unificado de Atengdo a
Sanidade Agropecudria no diagnostico da brucelose bovina e bubalina, que disponham de médico
veterinario para responsabilidade técnica e tenham sistema de garantia da qualidade implantado.

3. DEFINICOES:

3.1. Para efeitos desta Instrugao Normativa, considera-se:

3.1.1. Servico de defesa oficial: é o servico de promog¢ao da satde animal, prevengdo, controle e
erradicagdo de doengas que possam causar danos a produtividade animal, & economia e a sanidade
agropecuaria, nas Instancias Central e Superior, Intermediérias e Locais.

3.1.2. Médico veterinario oficial: médico veterinario do servigo de defesa oficial.

3.1.3. Médico veterinario habilitado: profissional do setor privado que recebe habilitacdo de uma
das trés Instancias integrantes do Sistema Unificado de Aten¢do a Sanidade Agropecudria, para
exercer atividades especificas de defesa sanitdria animal, na forma definida pelo MAPA como
Instancia Central de Superior.

3.1.4. Proprietario: qualquer pessoa, fisica ou juridica, que seja proprietdrio de um ou mais bovino
ou bubalino.

3.1.5. Rebanho: conjunto de animais criados sob condi¢des comuns de manejo, em um mesmo
estabelecimento de criagao.

3.1.6. Brucelose: zoonose causada pela Brucella spp, caracterizada por causar infertilidade e aborto
no final da gestagdo, afetando principalmente as espécies bovina e bubalina.

3.1.7. Laboratério credenciado: laboratorio publico ou privado que se submeteu ao processo de
credenciamento pela autoridade competente de uma das instancias do Sistema Unificado de
Atengdo a Sanidade Agropecudria e obteve o reconhecimento formal de sua competéncia para
executar andlises oficiais, de acordo com o escopo do credenciamento e respectivo sistema da
qualidade.

3.1.8. Responsavel técnico: médico veterinario responsavel por laboratorio credenciado que foi
submetido a processo de avaliagdo, aprovado pela autoridade competente de uma das instancias do
Sistema Unificado de Atencdo a Sanidade Agropecudria e que responde tecnicamente pelas
atividades do laboratorio.

3.1.9. Laboratério de referéncia: laboratorio oficial da Rede Nacional de Laboratorios
Agropecuarios designado como referéncia para o diagnostico da brucelose pelo MAPA, em razao
da abrangéncia do Programa.



3.1.10. Reteste: teste realizado a partir de nova amostra colhida, do(s) mesmo(s) animal(is), nas
condi¢des estabelecidas no PNCEBT.

3.1.11. Monitoramento: procedimentos adotados pelo orgdo credenciador, para verificar se o
laboratorio continua atendendo aos requisitos do credenciamento.

4. MATERIAL:

4.1. Antigeno:

4.1.1. S6 poderao ser utilizados antigenos (Ag) registrados no 6rgao competente do MAPA e cujas
partidas tenham sido testadas e aprovadas para uso, observado o prazo de validade.

4.1.2. Os Ag devem ser transportados e conservados a temperatura entre +2°C (dois graus Celsius
positivos) e +8°C (oito graus Celsius positivos) e ao abrigo da luz solar direta.

4.1.3. Os laboratdrios credenciados deverdo adquirir os Ag no servigo de defesa oficial da Unidade
Federativa de sua localizagdo.

5. AMOSTRAS:

5.1. Amostras a serem testadas:

5.1.1.1. Soro sangiiineo, no minimo 2 mL, congelado ou resfriado até¢ +8°C (oito graus Celsius
positivos); e

5.1.1.2. Leite resfriado entre +2°C (dois graus Celsius positivos) e +8°C (oito graus Celsius
positivos).

6. RECEPCAO

6.1. As amostras deverao estar devidamente identificadas, conservadas em temperatura de até +8°C
(oito graus Celsius positivos) e acompanhadas do formulario de encaminhamento de amostras
(Anexo V), devidamente preenchido e assinado pelo médico veterinario habilitado, com sua
identificagdo profissional, ou pelo servigo oficial de defesa sanitéria; e

6.1.1. No caso do médico veterindrio requisitante nao ser portador do material colhido, o0 mesmo
deve nomear um portador conforme modelo do Anexo VL

6.2. Soros com aspecto de excessiva hemolise, sujidade ou indicios de contaminagdo bacteriana
devem ser desprezados.

6.3. As amostras serdo registradas em livro proprio aberto oficialmente, devidamente preenchido,
conforme modelo estabelecido no Anexo IX.

6.4. No caso de recebimento de sangue, o mesmo devera ser centrifugado, € o soro receberd o
tratamento dos itens anteriores.

6.5. A amostra a ser testada deverd ser mantida sob refrigeracdo até a realizacdo da analise ou
congelada se a mesma for realizada 48 (quarenta e oito ) horas ap6s o recebimento.

7. METODOS:

7.1. Os testes indicados para o diagndstico da brucelose bovina e bubalina sdo:

7.1.1. Antigeno Acidificado Tamponado (AAT), descrito no ANEXO II;

7.1.2. 2-Mercaptoetanol (2-ME), descrito no ANEXO III;

7.1.3. Anel em Leite (TAL), descrito no ANEXO IV; e

7.2. Qualquer alteracao ou inclusdo de método analitico devera ser previamente aprovada pelo
orgdo competente do MAPA.

8. LABORATORIO:

8.1. O laboratorio deve possuir instalagdes, equipamentos e fluxo operacional adequados para
realizagdo dos testes de diagnostico da brucelose e responsdvel(is) técnico(s) devidamente
aprovado(s) pelo MAPA.

9. INSTALACOES
9.1. As instalagdes do laboratério devem fazer parte da mesma base fisica.



9.1.1. Protocolo: area destinada ao recebimento das amostras, registros, expedi¢ao dos resultados e
arquivamento.

9.1.2. Sala de exame: area destinada ao processamento das amostras. Deve estar provida de pontos
de energia e agua suficientes e adequados aos testes executados, possuir bancada, paredes e piso
impermeaveis que facilitem a lavagem e desinfec¢ao e condicionador de ar.

9.1.3. Lavagem e Esterilizacdo: 4rea destinada a lavagem do material utilizado na realizacdo dos
testes de diagnostico e autoclavagem das amostras e seus residuos de descarte. Deve estar provida
de pontos de energia e agua suficientes e adequados, tanques ou pias. As bancadas, paredes e piso
devem ser impermeaveis e resistentes a lavagem e desinfecgao.

10. EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

10.1. O Laboratério deverd ter, no minimo, os seguintes equipamentos € materiais:
10.1.1. Protocolo:

- arquivo com chave; e

- maquina de escrever ou microcomputador.

10.1.2. Sala de exame:

- agitador de placas (opcional);

- cuba com solugao desinfetante;

- caixa com luz indireta para leitura;

- pipetador automatico, preferencialmente, ou péra;

- placas de vidro quadriculadas, com quadriculos de 4,0 X 4,0cm;
- micropipeta de volume variavel de 10 (dez) a 100 (cem) uL;

- ponteiras para volumes de 10 (dez) a 100 (cem) pL;

- vidraria de laboratorio;

- refrigerador e freezer a - 20°C (vinte graus Celsius negativos) ou refrigerador duplex;
- centrifuga com capacidade minima para 1.500 RPM (um mil e quinhentas rota¢des por minuto);
- medidor de pH;

- estufa ou banho-maria para 37° C (trinta e sete graus Celsius);

- capela de exaustdo de gases;

- timer ou relogio despertador de minuto;

- misturadores simples ou multiplos de 5 (cinco) pontas; e

- grades para tubos.

10.1.3. Lavagem e Esterilizacao:

- autoclave;

- cuba com soluc¢ao desinfetante; e

- destilador ou deionizador de agua.

10.1.4. Reagentes:

- antigenos especificos para cada teste;

- soro ¢ leite controles positivo e negativo;

- solucao Salina 0,85% fenicada 0,5%;

- solugdo Salina 0,85%;

- 2-mercaptoetanol; e

- agua destilada.

11. SEGURANCA BIOLOGICA:

11.1. O laboratério devera seguir as normas e procedimentos de biosseguranca recomendadas para a
realizacdo dos testes de diagndstico soroldgico da brucelose;

11.2. As amostras e seus residuos deverdo ser autoclavados a +121°C (cento e vinte e um graus
Celsius positivos), por pelo menos 30 (trinta) minutos, com uma libra de pressdo, antes do descarte.
11.3. Deverdo ser obedecidas também as Normas de Seguranga Ambiental, Sanitaria e do Trabalho
pertinentes ao funcionamento do laboratorio.



12. RETESTE

12.1. A amostra destinada a reteste devera estar acompanhada de requerimento, assinado por
médico veterinario oficial ou habilitado conforme modelo do Anexo VII;

12.2. Para o reteste somente sera realizada a prova de 2-ME.

13. RESULTADOS E RELATORIOS:

13.1. Os resultados serdo expedidos em 03 (trés) vias, sendo uma via emitida ao médico veterinario
habilitado, requisitante do exame, uma ao o6rgdo estadual de defesa sanitdria animal e outra
arquivada no laboratorio.

13.2. Os resultados dos exames deverdo ser emitidos em formularios proprios, segundo modelo do
Anexo X e de acordo com o fluxograma determinado:

13.2.1. Resultado POSITIVO ou INCONCLUSIVO: devera ser comunicado imediata e
obrigatoriamente ao Servico de Defesa Sanitaria Agropecudria (SEDESA) da SFA e ao médico
veterinario habilitado, requisitante do exame.

13.2.2. Resultado NEGATIVO: serd comunicado ao médico veterinario, requisitante do exame.
13.3. Os relatorios de atividades operacionais serdo expedidos em 03 (trés) vias, sendo uma via
emitida & unidade laboratorial do MAPA, responsavel pelas atividades de credenciamento de
laboratorios de brucelose, uma ao servigo de defesa oficial fornecedor do antigeno e outra arquivada
no laboratorio.

13.4. Os relatdrios deverao ser emitidos mensalmente, segundo modelo do Anexo VIII, e de acordo
com os prazos determinados:

13.4.1. Até o 5° (quinto) dia 1til do més subseqiiente para a unidade laboratorial do MAPA,
responsavel pelas atividades de credenciamento de laboratorios de brucelose, e para o local do
servico de defesa oficial onde os antigenos foram adquiridos.

13.4.2. Até o 10° (décimo) dia do més subseqiiente nas Unidades Federativas onde a distribui¢do
dos antigenos estiver a cargo do servico estadual de defesa sanitaria animal, que encaminhara o
relatorio ao SEDESA da SFA de sua UF.

13.5. Somente o responsavel técnico podera assinar o formulario de resultado do exame e os
relatorios mensais.

14. RESPONSAVEL TECNICO

14.1. Para efeito de credenciamento do laboratério, o responsavel técnico serd submetido a
avaliacdo de capacitagdo em um laboratorio oficial ou por meio do acompanhamento do ensaio no
proprio laboratdrio, realizados por auditores designados pela autoridade competente de uma das
instancias do Sistema Unificado de Aten¢do a Sanidade Agropecuaria.

14.2. Para efeito de monitoramento poderdo ser realizados exames a distancia e a resposta devera
ser encaminhada ao laboratério responsavel pelo envio do material, em um prazo maximo de 5
(cinco) dias tteis ap6s o recebimento do teste, em envelope lacrado com AVISO DE POSTAGEM
E RECEBIMENTO (AR).

14.3. O responsavel técnico so6 podera responder por uma unidade laboratorial.

15. DISPOSICOES GERAIS
15.1.Casos omissos na presente Instrucdo Normativa serdo dirimidos pelo MAPA.



ANEXO II
TESTE DO ANTIGENO ACIDIFICADO TAMPONADO (AAT)

MATERIAL NECESSARIO:

antigeno para o AAT;

pipeta de Bang ou Pipetador de 30 pL ou de volume ajustavel,
ponteiras;

placas com quadrados de 15 mm (quinze milimetros) delimitados;
misturadores de pléstico, vidro ou metal;

caixa com luz indireta para leitura;

soro controle positivo;

soro controle negativo;

agitador de placas (opcional); e

timer ou relogio despertador de minuto.

PRECAUCOES NA EXECUCAO DO TESTE:

1. A suspensdo estoque do antigeno deve permanecer sempre entre 4 ¢ 8°C (quatro e oito graus
Celsius), quando nao estiver em uso.

2. Em caso de utilizacdo do antigeno para a realizagdo de pequeno nimero de testes, dividir o
antigeno em aliquotas e retirar da geladeira apenas a quantidade a ser utilizada a cada dia para evitar
perda de sensibilidade devido ao resfriamento-aquecimento constantes.

3. A temperatura de execucao desejavel do teste deve ser em torno de 22°C + 4°C, devendo evitar-se
temperaturas muito abaixo ou acima deste valor.

4. As placas, misturadores e pipetas devem ser limpos com agua corrente logo apds o uso. Imergi-
los em uma solucdo de detergente neutro por duas horas ou, de preferéncia, durante a noite. Em
seguida lava-los em agua corrente e na seqliéncia em agua destilada. Secar em estufa ou a
temperatura ambiente.

5. Soros hemolisados devem ser desprezados por poderem apresentar resultados falsos-positivos.

6. Em todas as provas devem ser realizados em paralelo testes dos soros controle positivo e
negativo.

TECNICA:

1. Equilibrar os soros e o antigeno a temperatura de 22°C + 4°C, por pelo menos 30 (trinta) minutos.
Caso os soros estejam congelados este periodo de equilibrio a temperatura ambiente deve ser maior.
Homogeneizar os soros antes de realizar a prova;

2. Preencher os protocolos de prova identificando a localizagdo de cada soro;

3. Ao utilizar o micropipetador de 30 uL ou a pipeta de Bang dotada de uma péra de borracha, ou
outro dispositivo de pipetagem que evite o uso da boca, dispensar 30 pL (ou da marca de 0,04 até
0,01 na pipeta de Bang) de soro por area da placa; depositar essa quantidade sobre a placa de vidro,
encostando nela a ponta da pipeta em angulo de 45° (quarenta e cinco graus);

4. Agitar suavemente o antigeno e colocar 30 pL ao lado do soro, sem ser nele misturado;

5. Misturar, por meio de misturador simples ou multiplo e com movimentos circulares, o soro e o
antigeno de modo a obter um circulo de aproximadamente 2 cm (dois centimetros);

6. Agitar a placa com movimentos oscilatorios, numa freqliéncia de aproximadamente 30 (trinta)
movimentos por minuto, de modo a permitir que a mistura soroantigeno flua lentamente dentro de
cada circulo. A placa deve ser agitada continuamente por 4 min (quatro minutos);

7. Colocar a placa na caixa de leitura com luz indireta e proceder a leitura;

8. Anotar os resultados; e

9. Desconsiderar as reagdes de aglutinacdo que vierem a ocorrer ap6s os 4 (quatro) minutos.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS:
Presenca de grumos - REAGENTE;
Auséncia de grumos - NAO-REAGENTE.



ANEXO III
TESTE DO 2 - MERCAPTOETANOL (2-ME)

MATERIAL:

antigeno para a soroaglutinacao lenta em tubo (SAL);
2 Mercaptoetanol;

solucdo salina 0,85%;

solucao salina fenicada 0,5%;

amostras de soro a testar;

soro controle positivo com titulo alto;

soro controle positivo com titulo médio;

soro controle positivo com titulo baixo;

soro controle negativo;

tubos de 10 x 75 mm ou 10 x 100 mm;

grade para tubos;

pipetas de Bang ou micropipetadores de volume ajustavel;
dispensador automatico de 1 mL;

dispensador automatico de 2 mL;

pipetas de 10 mL;

caixa com luz indireta para a leitura;

estufa a 37°C (trinta e sete graus Celsius); e

vidraria para dilui¢do dos reagentes.

Precaugdes na execugao do teste:

1. A diluicdo do antigeno para a série de tubos com 2-ME deve ser realizada em solugdo salina a
0,85%, sem adicao de fenol;

2. Recomenda-se fazer as dilui¢des do antigeno 12 (doze) horas antes do uso;

3. Os antigenos diluidos devem ser conservados sob refrigeracdo (+4°C a +8°C), podendo ser
utilizados por um periodo de até uma semana;

4., O 2-ME deve ser mantido em frascos de cor ambar, hermeticamente fechados e sob
refrigeracdo;

5. O 2-ME ¢ toxico para o ser humano e deve ser manuseado em capela de exaustao;

6. Em cada jornada de trabalho, deve ser incluido pelo menos um soro selecionado,
especialmente, com alto contetido de anticorpos IgM anti-Brucella e que ndo contenha IgG
detectavel pelo teste do 2-ME, bem como outro soro reagente na SAL e 2-ME;

7. Em cada teste serdo incluidos também tubos de controle de antigeno, usando-se soros testados
positivos de titulo conhecido e soro negativo; e

8. O Teste do 2-ME ¢ incubado e lido junto com o SAL. Ocasionalmente, o tubo da diluigao
1:25 pode estar um pouco opaco na prova do 2-ME, ainda que os tubos subseqiientes estejam
claros. Isto ndo deve ser considerado como resultado negativo do teste.

Técnica:

1. Diluir o antigeno para SAL em tubos 100 (cem) vezes em solucdo salina a 0,85% contendo

0,5% de fenol. Concentracao final 0,045%;

2. Diluir o antigeno para a prova de 2-ME em tubos 50 (cinqiienta) vezes em solu¢do salina 0,85%

sem adicao de fenol. Concentragao final 0,090%;

3. Preparar solucao de 2-ME a 0,IM misturando-se 7,8 mL de 2-ME a 992,20 mL de solugao

salina a 0,85% sem fenol, ou volumes menores, proporcionalmente;
4. Para cada amostra de soro a testar, colocar em uma estante, duas fileiras de quatro tubos;
Identificar o primeiro tubo de cada fileira com o niimero correspondente ao soro a testar;

e



6.

7.

10.
1.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

18

21.

A primeira fileira corresponde as quatro dilui¢des do soro do SAL e deve ser marcada com a
letra T. A outra fileira, em que se fara o teste do 2-ME, deve ser marcada com a letra M;

Com uma pipeta de Bang, dotada de pera de borracha, ou outro dispositivo de pipetagem que
evite o uso da boca, carrega-se o soro até passar um pouco da graduacao superior. Com um
papel absorvente, limpa-se o extremo da pipeta; mantendo-se esta em posicao vertical sobre a
parede do tubo que contém a amostra, deixa-se escorrer o soro até que o fundo do menisco no
interior da pipeta esteja nivelado com a sua graduagio superior;

Com a pipeta no fundo do primeiro tubo da primeira fileira, deixa-se fluir 0,08 mL de soro. No
segundo tubo, deposita-se 0,04 mL, no terceiro, 0,02 mL, no quarto 0,01 mL;

Repete-se o procedimento descrito para depositar as mesmas quantidades de soro na segunda
fileira de tubos (série do 2-ME);

Para todas as amostras de soro, repete-se o procedimento de forma similar, pipetando os soros
para cada duas fileiras de tubos adequadamente identificados;

Incluir os soros controle positivos com atividade aglutinante conhecida;

Incluir o soro controle negativo na prova do 2-ME;

Com o dispensador automatico de 2 mL ou pipeta de 10mL, agrega-se a cada um dos quatro
tubos das fileiras T, 2 mL do antigeno diluido 1:100 (0,045% de células) em solugdo salina
fenicada;

Com o dispensador automatico de 2 mL (regulado para 1 mL), ou pipeta de 10 mL, agrega-se 1
mL de solugdo de 2-ME 0,1M (diluido em solu¢do salina sem fenol) a cada um dos tubos das
fileiras M;

Mistura-se bem, agitando a estante;

Deixar as estantes com as amostras em repouso durante 30 (trinta) minutos a temperatura
ambiente;

Ap6s os 30 (trinta) min, empregando-se outro dispensador automatico, ou outra pipeta de 10mL,
agrega-se a cada tubo da fileira M, 1 mL do antigeno diluido 1:50 (0,09 % de células) em
solugdo salina (sem fenol);

. Mistura-se bem, agitando-se a estante;
19.
20.

Incubar a 37°C (trinta e sete graus Celsius) por 48h = 3 h;

A leitura da prova ¢ feita por meio de uma fonte de luz indireta contra um fundo escuro e opaco,
com uma forte luz que atravesse os tubos. As fontes de luz estranhas devem ser reduzidas. As
interpretagdes baseiam-se no grau de turvacao dos tubos e na firmeza dos grumos, apds agitacao
suave dos tubos (aglutinacdo do antigeno);

Anotar os resultados. Se houver interesse na determinagdo do titulo final de um soro, podera ser
empregado o método de dilui¢des seriadas.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

O grau de aglutinacdo em cada uma das distintas diluigdes deve ser classificado como: completo
(+), incompleto (I) ou negativo (-):

Reagdo completa - ¢ aquela em que o liquido da mistura soroantigeno aparece translicido, e a
agitacdo suave nao rompe 0s grumos;

Reacdo incompleta - ¢ aquela em que a mistura soroantigeno aparece parcialmente translucida, e
uma suave agitagdo nao rompe 0s grumos;

Reacdo negativa - ¢ aquela em que a mistura soroantigeno aparece opaca ou turva, € uma agitacao
suave nao revela grumos; e

A interpretagdo dos resultados da prova ¢ realizada segundo os quadros 1 (um) e 2 (dois).



QUADRO 1: interpretagdo da prova do 2-ME para fémeas com idade igual ou superior a 24 (vinte e
quatro) meses e vacinadas entre 3 (trés) e 8 (oito) meses de idade

2-ME
NR| 251 | 25 [ 501 | 50 (1001 | 100 [2001 | 200
SAL
NR -
251 - -
25 - - +
501 - - + +
50 - - + + +
1001 | - - + + + +
100 |Inc| Inc + + + + +
2001 |Inc| Inc + + + + + +
200 |Inc| Inc + + + + + + +
+ : positivo
- : negativo

SAL= Teste de soroaglutinagdo lenta
2-ME = Teste do 2-mercaptoetanol

NR - ndo-reagente

I - reagdo incompleta

Inc - reagdo inconclusiva

[] - combinagdo que ndo pode ocorrer

QUADRO 2: interpretagao da prova do 2-ME para fémeas nao vacinadas e machos com idade
superior a 8 (0ito) meses

2-ME
NR| 251 | 25 501 | 50 (100X | 100 |2001 | 200
SAL
NR -
251 - -
25 - - +
501 - - + +
50 Inc| Inc + + +
1001 |Inc| Inc + + + +
100 |Inc| Inc + + + + +
2001 |Inc| Inc + + + + + +
200 |Inc| Inc + + + + + + +
+ : positivo
- : negativo

SAL= Teste de soroaglutinacdo lenta
2-ME = Teste do 2-mercaptoetanol

NR - ndo-reagente

I - reagdo incompleta

Inc - reagdo inconclusiva

[J - combinacio que ndo pode ocorrer



ANEXO IV
TESTE DO ANEL EM LEITE (TAL)

MATERIAL:

antigeno para o TAL;

amostras de leite a testar;

tubos de 10 x 75 mm ou 10 x 100 mm;

grade para tubos;

pipetas de 1 mL;

micropipetador para 30 uL; e

estufa ou banho-maria a 37°C (trinta e sete graus Celsius) .

PRECAUCOES NA EXECUCAO DO TESTE:

1. As amostras de leite devem ser mantidas entre +2°C e +8°C por pelo menos 24 (vinte e quatro)
horas antes da realiza¢ao do TAL.

2. A agitagdo excessiva da amostra de leite quebra os globulos de gordura interferindo na formagao
da camada de creme na superficie do leite.

3. Aquecimento do leite acima de 45°C (quarenta e cinco graus Celsius) diminui a quantidade de
anticorpos anti-Brucella sp presentes na amostra.

4. Congelamento ou pasteurizagdo da amostra podem ocasionar resultados falsos-negativos,
portanto estas amostras ndo devem ser utilizadas no TAL.

5. Leite acido, leite recentemente coletado, leite contendo colostro, leite de vacas no periodo de
secagem e leite de vacas com mamite podem apresentar resultados falsos-positivos.

6. O tamanho do rebanho pode influenciar no resultado do teste quando o leite ¢ coletado de latdes.
Para isto deve-se aumentar a quantidade de leite a ser utilizada no teste em fun¢do do tamanho do
rebanho, conforme tabela abaixo:

N® de animais Volume de leite (em mL)
Até 150 1
151 a 450 2
451 a 700 3
Acima de 700 Dividir em lotes menores

7. Em todas as provas devem ser realizados testes em paralelo de amostras de leite controle positivo
e negativo.

TECNICA:

1. Deixar as amostras de leite e o antigeno a temperatura de 22°C(vinte e dois graus Celsius) + 4°C
(quatro graus Celsius) por, no minimo, 60 (sessenta) minutos;

2. Misturar bem as amostras de leite;

3. Colocar 1 mL de leite em tubos 10 x 100 mm. A coluna de leite deve ter, no minimo, 2 (dois)
cm;

Obs.: Em fungdo do tamanho do rebanho, a quantidade de leite a ser utilizada no teste,

(empregando-se a mesma quantidade de antigeno, 30 uL), deve ser aumentada para 2 (dois) ou 3

(trés) mL, conforme as recomendagdes do item 6 das Precaucdes na Execucao do Teste.



4. Adicionar ao leite 30 pL de antigeno;

5. Tampar o tubo e misturar por inversao varias vezes;

6. Deixar em repouso por 1 (um) minuto e verificar se a mistura estd homogénea. Nao deve sobrar
antigeno nas paredes do tubo;

7. Incubar por 1 (uma) hora a 37°C (trinta e sete graus Celsius);

8. Proceder a leitura; e

9. Anotar os resultados.

Interpretacao dos Resultados:
Anel de creme azul e coluna de leite branca ou azulada: REAGENTE; e
Anel de creme branco e coluna de leite azul: NAO-REAGENTE.



ANEXO V

MODELO DE FORMULARIO DE ENCAMINHAMENTO DE AMOSTRAS PARA
DIAGNOSTICO DE BRUCELOSE

Espaco reservado para uso do Laboratorio:

Cond. na recepgdo: ( ) Congelada ( ) Resfriada

Data receb.: /]

() Satisf. () Insatisf. Recebida. por:
I- DADOS DO REQUISITANTE
1. Nome:
2. Registro no CRMV: Documento de Habilitacdo:
3. Endereco:
Complemento: Bairro
Municipio: UF: CEP:
4. Telefone: - Fax: -

5. Correio eletronico:

6. Portador: ( )Sim ( )Nao

11 - DADOS DO PORTADOR (CASO NAO SEJA O REQUISITANTE)

1. Nome:

2. CPF:

3. Endereco:

Complemento:

Bairro

Municipio:

UF: CEP:

4. Telefone: -
5. Correio eletronico:

Fax: -

III- DADOS DA AMOSTRA
1. Data da coleta: / /
Motivo do teste:

N? de animais coletados*

e

Origem do animal
Propriedade:
Proprietéario:
Municipio:
Localizagao:

Espécie:

Sexo:

Animal vacinado:

W

3

() Sim
( )Nao

() Nao sabe

*

Abortos na Propriedade: () Sim
Provas sorologicas:
( )Nao
() Nao sabe
10. Resultado da sorologia:

( )Sim Quando: /

Raga:
Idade:
Data:  / /

( ) Nao () Nao sabe

/_ Qualis:

11. Histérico

* No caso de amostras destinadas ao TAL




ANEXO VI

MODELO DE NOMEACAO DE PORTADOR

NOMEACAO DE PORTADOR

Eu, , Médico Veterinario CRMV - n°

(nome completo) (UF)
habilitado sob n® , nomeio
(habilitacao) (nome completo)
portador da C.I n° como portador de amostra(s) de sangue/leite,
(nimero)
coletada(s) e identificada(s) por mim conforme a(s) requisigdes nimero(s)

Local/Data :

Médico Veterinario
Assinatura e carimbo




ANEXO VII

MODELO DE REQUERIMENTO DE RETESTE DE EXAME

REQUERIMENTO DE RETESTE DE EXAME

Ao: Chefe da SFA/Unidade Federativa

(especificar)

Eu, , Médico Veterinario CRMV-_

(nome completo) (UF)
n® , habilitado sob n® , venho requerer a abertura de

(habilitagao)
processo com vista ao reteste da amostra registrada com o n® , n° de série , no livro do
(identificagdo da amostra)
laboratoério , localizado na
(nome do laboratorio)

cidade
JUSTIFICATIVA:

Data: / /

Assinatura do veterinario/interessado




ANEXO VIII
RELATORIO DE ATIVIDADES OPERACIONAIS DE DIAGNOSTICO DE BRUCELOSE

MES/ANO
Laboratorio: Veterinario Responsavel:
Portaria de Credenciamento: Registro no CRMV:
Antigeno Brucelose | Lab: Partida(s): Validade: |Doses adquiridas: Utilizadas: Perdas: Estoque:
EXAMES REALIZADOS
Proprietario/ Propriedade Municipio/UF Tipo de | N° animais testados | N°de negativos N® de positivos
teste™

*1-AAT
2-2-ME
3-TAL




MODELO PARA LIVRO DE REGISTRO DE AMOSTRAS PARA O DIAGNOSTICO DE BRUCELOSE

ANEXO IX

DATA

N¢REGISTRO

N° DE SERIE DA
REQUISICAO

NOME OU
NUMERO DO
ANIMAL

MUNICIPIO

PROPRIETARIO

PROPRIEDADE

TIPO DE
EXAME

RESULTADO

DATA

OBS




ANEXO X

MODELO DE ATESTADO DE REALIZACAO DE TESTE DE BRUCELOSE

Portaria de Credenciamento Identificagao

do laboratorio

Proprietério: Propriedade:

Municipio: Estado:

N° de testes para brucelose | Espécie

Data da colheita:

/ / |Datadoteste: / /

Antigeno | Laboratério Partida: /

| Data da fabricagdo: /

Colhido por: Med. Vet. CRMV

| Habilitagio N°

Motivo do teste:

N® de | Identificagdo | Sexo | Idade | Raga

Teste diagndstico

Vacinacdo | Datada | Interpretacio

ordem | do animal

AAT | SAL

(B19) vacinagao

2-ME

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

AAT = Teste do antigeno acidificado tamponado
SAL = Teste de soroaglutinagdo lenta

2-ME = Teste do 2-mercaptoetanol

1 = Aglutinacdo incompleta

(-) = Auséncia de titulo

Na coluna vacinagao: sim ou nao
Na coluna interpretagdo: positivo, negativo ou inconclusivo
Resultado do Teste do Anel em Leite

N? do registro Interpretagdo

Na coluna interpretagdo: reagente ou ndo-reagente

/I

Exame valido até

Assinatura do responsavel técnico:

Local e Data:




