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DECISAO DA COMISSAO
de 21 de Fevereiro de 2002

que altera o anexo D da Directiva 90/426/CEE do Conselho no respeitante aos ensaios para
diagnéstico da peste equina

[notificada com o nimero C(2002) 556]

(Texto relevante para efeitos do EEE)

(2002/160/CE)

A COMISSAO DAS COMUNIDADES EUROPEIAS,
Tendo em conta o Tratado que institui a Comunidade Europeia,

Tendo em conta a Directiva 90/426/CEE do Conselho, de 26
de Junho de 1990, relativa as condi¢des de policia sanitdria que
regem a circulagdo de equideos e as importa¢des de equideos
provenientes de paises terceiros ('), com a tltima redacgio que
lhe foi dada pela Decisio 2001/298/CE (%), e, nomeadamente, o
seu artigo 23.°,

Considerando o seguinte:

(1) O anexo D da Directiva 90/426/CEE descreve o ensaio
de fixacdo do complemento a utilizar para o diagnéstico
da peste equina.

(20  Em Novembro de 2000, o laboratério comunitirio de
referéncia de Algete, em Espanha, acolheu a reunido
anual dos laboratérios nacionais de referéncia dos
Estados-Membros da UE para a peste equina. Na reunido
em causa, foram apresentadas provas cientificas de que o
ensaio de fixagdo do complemento actualmente descrito
no anexo D da Directiva 90/426|CEE apresenta grandes
limitagdes, nomeadamente pelo facto de apenas ser
adequado a detec¢do de anticorpos na sequéncia de uma
infeccdo ou vacinacdo recentes. Além disso, na prética, a
maioria dos laboratérios da Comunidade, bem como dos
principais paises exportadores, utilizam testes ELISA,
mais modernos, em vez do referido ensaio.

(3) Os ensaios laboratoriais internacionalmente aceites para
a deteccdo de anticorpos do virus da peste equina sio
descritos no Manual das normas para técnicas de diag-

() JO L 224 de 18.8.1990, p. 42.
() JO L 102 de 12.4.2001, p. 63.

ndstico e vacinas (*) do Gabinete Internacional de
Epizootias (OIE). Todavia, a actual edi¢do apenas refere
um dos testes ELISA disponiveis.

(4)  Afigura-se, pois, adequado alterar o anexo D da Direc-
tiva 90/426/CEE de forma a atender aos progressos
técnicos e as normas internacionais aprovadas.

(5)  As medidas previstas na presente decisio estdo em
conformidade com o parecer do Comité Veterindrio
Permanente,

ADOPTOU A PRESENTE DECISAO:

Artigo 1.°

O anexo D da Directiva 90/426|CEE ¢ substituido pelo anexo
da presente decisdo.

Artigo 2.°
Os Estados-Membros sdo os destinatdrios da presente decisdo.
Feito em Bruxelas, em 21 de Fevereiro de 2002.

Pela Comissdo
David BYRNE

Membro da Comissdo

() Seccdo 2.1.11, 4. edigdo, 2000.
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ANEXO

«ANEXO D

PESTE EQUINA

DIAGNOSTICO

Os reagentes a utilizar no ensaio imunoenzimdtico (ELISA) seguidamente descrito podem ser solicitados ao laboratério de
referéncia da Comunidade Europeia ou aos laboratdrios de referéncia do OIE para a peste equina.

1. ENSAIO ELISA COMPETITIVO PARA A DETECCAO DE ANTICORPOS CONTRA O VIRUS DA PESTE EQUINA

(AHSV) (ENSAIO RECOMENDADO)

O ensaio ELISA competitivo é utilizado para a deteccdo de anticorpos especificos de AHSV no soro de quaisquer
espécies de equideos. O imunossoro de cobaia anti-AHSV (adiante referenciado por “antissoro de cobaia”), de espectro
largo e policlonal, é especifico do serogrupo, sendo adequado a detec¢do de todos os serdtipos do virus AHS.
O principio do ensaio consiste na competi¢do entre um antissoro de cobaia e a amostra do soro em andlise para o
antigénio AHSV. Os anticorpos anti-AHSV da amostra de soro em andlise competem com os anticorpos do antissoro
de cobaia, resultando numa reducdo da coloracio esperada por adigdo de anticorpo anti-cobaia marcado com enzima e
de substrato. Podem utilizar-se soros com uma dilui¢do tnica de 1: 5 (método de ensaio pontual) ou, em alternativa,
diluir-se sucessivamente a amostra para determinar o titulo final (método de titulagio do soro). Sdo considerados
positivos os valores de inibicdo superiores a 50 %.

O protocolo a seguir descrito é utilizado pelo laboratdrio regional de referéncia para a peste equina, em Pirbright, no
Reino Unido.

1.1. Procedimento
1.1.1.  Preparagdo das placas

1.1.1.1. Revestir placas ELISA com antigénio AHSV extraido de culturas de células infectadas diluido em tampao
carbonato-bicarbonato a pH 9,6. Incubar as placas ELISA de um dia para o outro a 4 °C.

1.1.1.2. Lavar as placas trés vezes, enchendo e esvaziando os alvéolos com tampéo fosfato (PBS) a pH 7,2-7,4 e
secar invertendo a placa sobre papel absorvente.

1.1.2.  Alvéolos-testemunha

1.1.2.1. Distribuir ao longo da coluna 1 dilui¢des sucessivas de 1: 2 a partir da dilui¢do inicial, de 1: 5 até 1: 640,
dos soros-testemunha positivos em tampao de bloqueio [PBS com 0,05 % (v/v) de Tween-20, 50 % (m/v)
de leite em p6 desnatado (Cadbury's Marvel™) e 1 % (v/v) de soro de bovino adulto], de forma a obter

um volume final de 50 pl/alvéolo.

1.1.2.2. Adicionar 50 pl de soro-testemunha negativo diluido a 1:5 (10 pl de soro + 40 ul de tampdo de
bloqueio) aos alvéolos A e B da coluna 2.

1.1.2.3. Adicionar, por alvéolo, 100 pl de tampdo de bloqueio nos alvéolos C e D da coluna 2 (branco).
1.1.2.4. Distribuir 50 pl de tampdo de bloqueio nos alvéolos E, F, G e H da coluna 2 (testemunha de cobaia).
1.1.3.  Meétodo de ensaio pontual (diluicdo tinica da amostra)

1.1.3.1. Distribuir em duas séries de alvéolos das colunas 3 a 12 dilui¢des a 1: 5 de cada soro em tampdo de
bloqueio (10 pl soro em andlise + 40 pl tampdo de bloqueio).

ou
1.1.4.  Método de titulagio do soro (diluigdo seriada)

1.1.4.1. Distribuir, em oito alvéolos de cada uma das colunas 3 a 12, dilui¢des sucessivas para metade (de 1: 5 a
1: 640) de cada amostra em tampdo de bloqueio.

seguidamente

1.1.5. Adicionar 50 pl de anti-soro de cobaia, previamente diluido com tampdo de bloqueio, a todos os
alvéolos da placa ELISA, com excepgdo dos alvéolos correspondentes ao ensaio em branco (desta forma,
todos os alvéolos deverdo conter um volume final de 100 pl).

1.1.5.1. Incubar a 37 °C durante uma hora, utilizando um agitador orbital.

1.1.5.2. Lavar as placas trés vezes e secar do modo descrito anteriormente.
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1.1.5.3.

1.1.5.4.
1.1.5.5.

1.1.6.

Adicionar a cada alvéolo 50 pl de anticorpo de coelho anti-cobaia conjugado com peroxidase de rdbano
(HRP), previamente diluido em tampio de bloqueio.

Incubar a 37 °C durante uma hora, utilizando um agitador orbital.

Lavar as placas trés vezes e secar do modo descrito anteriormente.

Cromogénio

Preparar a solu¢do de cromogénio (OPD = orto-fenildiamina) de acordo com as instruc¢des dos fabricantes
(0,4 mg/ml em 4gua destilada estéril), imediatamente antes da utilizagdo. Adicionar substrato (peréxido
de hidrogénio = H,0,) de forma a obter uma concentragdo final de 0,05 % (v/v) (1: 2000 numa solugio
de H,0, a 30 %), no caso de uma solugdo a 30 %. Adicionar 50 ul de solu¢do de OPD a cada alvéolo e

deixar as placas durante 10 minutos a temperatura ambiente. Suspender a reac¢do por adicdo a cada
alvéolo de 50 pl de acido sulfirico (H,SO,) 1M.

Determinagdes espectrofotométricas

Efectuar as determinacdes espectrofotométricas da densidade dptica (DO) a 492 nm.

1.2. Expressio dos resultados

1.2.1.

Com recurso a um programa informatico, obter os valores de DO e as percentagens de inibigdo (PI)
correspondentes aos soros em andlise e aos soros-testemunha, com base nos valores médios referentes
aos quatro alvéolos com soro-testemunha de cobaia. Os valores de DO e PI sdo utilizados para
determinar se os resultados dos ensaios se situam num intervalo aceitdvel. Os valores extremos (superior
e inferior) de DO dos soros-testemunha de cobaia situam-se entre 1,4 e 0,4, respectivamente. Para uma PI
de 50 %, o titulo final da testemunha positiva deverd ser de 1: 240 (variagio de 1: 120 a 1: 480). As
placas que ndo sejam conformes aos referidos critérios deverdo ser rejeitadas. Todavia, se o titulo do
soro-testemunha positivo exceder 1: 480 e as amostras em andlise permanecerem negativas, sdo aceitd-
veis as amostras em andlise negativas.

Ambos os alvéolos com soro-testemunha negativo e ambos os alvéolos correspondentes ao ensaio em
branco deverdo apresentar valores de PI compreendidos entre + 25 % e — 25 %, e entre + 95 e + 105 %,
respectivamente. Se tal ndo suceder, ndo deverd rejeitar-se a placa, havendo contudo que ter em conta a
possibilidade de estar a desenvolver-se uma colora¢do de fundo.

O limite positivo (cut-off) para os soros em andlise ¢ de 50 % (PI = 50 %). As amostras que apresentem
valores de PI superiores a 50 % sdo consideradas positivas; as amostras que apresentem valores de PI
inferiores a 50 % sdo consideradas negativas.

As amostras que apresentem, nos alvéolos repetidos, valores de PI superiores e inferiores ao limiar sdo
consideradas duvidosas, podendo ser objecto de nova andlise pelo método de ensaio pontual e por
titulagdo. Poderdo também titular-se as amostras positivas, de forma a obter indicagdes quanto ao grau
de positividade.

Representagdo esquemdtica do ensaio pontual

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
+ ve. Cont. Soros em andlise

A 1:5 —ve. Cont. 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
B 1:10 —ve. Cont. 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
C 1:20 Branco
D | 1:40 Branco
E 1:80 GP Cont.
F | 1:160 GP Cont.
G| 1:320 GP Cont. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
H | 1:640 GP Cont. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

—ve. Cont. = testemunha negativa
+ve. Cont. = testemuna positiva
GP Cont. = testemunha de cobaia
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Representagdo esquemdtica do método de titulagdo sérica

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
+ve. Cont. Soros em anilise

A 1:5 —ve. Cont. 1:5 1:5
B 1:10 —ve. Cont. 1:10 1:10
C 1:20 Branco 1:20 1:20
D | 1:40 Branco 1:40 1:40
E 1:80 GP Cont. 1:80 1:80
F | 1:160 GP Cont. 1:160 1:160
G| 1:320 GP Cont. 1:320 1:320
H| 1:640 GP Cont. 1:640 1:640

—ve. Cont. = testemunha negativa
+ve. Cont. = testemunha positiva
GP Cont. = testemunha de cobaia

2. ENSAIO ELISA INDIRECTO PARA A DETECCAO DE ANTICORPOS CONTRA O VIRUS DA PESTE EQUINA (AHSV)
(METODO RECOMENDADO)

O ensaio seguidamente descrito é conforme a descricio apresentada no ponto 2.1.11 do Manual de normas para
ensaios de diagndstico e vacinas do OIE (quarta edi¢do, 2000).

A proteina recombinante VP7 tem sido utilizada como antigénio para a determinagdo de anticorpos contra o virus

AHS com um elevado grau de sensibilidade e especificidade. O facto de a proteina em causa ser estdvel e ndo ser
infecciosa constitui outra vantagem.

2.1. Procedimento
2.1.1. Fase sélida

2.1.1.1. Revestir as placas ELISA com proteina recombinante VP7 de AHSV-4 diluida em tampdo de carbonato/
[bicarbonato a pH 9,6. Incubar as placas de um dia para o outro a 4 °C.

2.1.1.2. Lavar as placas cinco vezes com 4gua destilada contendo 0,01 % (v/v) de Tween 20 (solucdo de lavagem).
Inverter e bater levemente com as placas num material absorvente, para a remocio de residuos da

solucdo de lavagem.

2.1.1.3. Bloquear as placas mediante a adi¢do a cada alvéolo de 200 pl de PBS com 5 % (m/v) de leite desnatado
(leite em p6 desnatado NestléTM, incubando a 37 °C durante uma hora.

2.1.1.4. Remover a solu¢do de bloqueio; inverter e bater levemente com as placas num material absorvente.

2.1.2.  Amostras em andlise

2.1.2.1. Diluir as amostras de soro em andlise, bem como os soros das testemunhas positiva e negativa, na
proporgdo 1: 25, em PBS + 5 % (m/v) leite desnatado + 0,05 % (v/v) Tween 20, adicionando 100 pl a
cada alvéolo. Incubar a 37 °C durante uma hora.
Preparar nos alvéolos de cada coluna (100 pl/alvéolo) diluicdes sucessivas para metade de cada soro
(diluigdo inicial 1: 25), procedendo da mesma forma com as testemunhas positiva e negativa. Incubar a
37 °C durante uma hora.

2.1.2.2. Lavar as placas do modo descrito em 2.1.1.2.

2.1.3.  Conjugado

2.1.3.1. Distribuir por cada alvéolo 100 pl de anti-gama globulina de cavalo conjugada com peroxidase de
rabano (HRP) diluida em PBS + 5 % de leite + 0,05 % Tween 20 a pH 7,2. Incubar a 37 °C durante uma

hora.

2.1.3.2. Lavar as placas do modo descrito em 2.1.1.2.
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2.1.4.  Cromogénio/Substrato

2.1.4.1. Distribuir por cada alvéolo 200 pl de solugdo cromogéniofsubstrato [10 ml DMAB (dimetilaminoben-
zaldeido) + 10 ml MBTH (cloridrato de 3-metil-2-benzotiazolino-hidrazona) + 5 ul H,0,).

O desenvolvimento da coloragdo é suspenso pela adi¢do de 50 pl de H,SO, 3N decorridos 5-10 minutos
(antes do inicio da coloragdo da testemunha negativa).

Podem utilizar-se outros cromogénios, tais como ABTS (acido 2,2-
-azino-bis[3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico]), TMB (tetrametil-benzidina) ou OPD (orto-fenildiamina).

2.1.4.2. Efectuar as leituras espectrofotométricas da densidade dptica (DO) a 600 nm (ou 620 nm).

2.2. Interpretagio dos resultados

2.2.1. Calcular o valor-limite (cut-off) adicionando 0,6 ao valor obtido para a testemunha negativa (0,6 é o
desvio-padrdo obtido com um grupo de 30 soros negativos).

2.2.2.  As amostras que apresentarem valores de absorvancia inferiores ao valor-limite sdo consideradas nega-
tivas.

2.2.3.  As amostras que apresentarem valores de absorvéncia superiores ao valor-limite acrescido de 0,15 sdo
consideradas positivas.

2.2.4.  As amostras que apresentem valores de absorvancia intermédios sdo duvidosas, devendo utilizar-se outra
técnica para confirmar o resultado.

3. ENSAIO ELISA DE BLOQUEIO PARA A DETECCAO DE ANTICORPOS CONTRA O VIRUS DA PESTE EQUINA

(AHSV) (ENSAIO RECOMENDADO)

O ensaio ELISA de bloqueio é concebido para a detecgdo de anticorpos especificos anti-AHSV em soros de quaisquer
espécies sensiveis. A VP7 constitui a principal proteina antigénica virica do AHSV, sendo conservada nos nove
serdtipos. Uma vez que o anticorpo monoclonal (Mab) também é dirigido contra o VP7, o ensaio apresenta um
elevado nivel de sensibilidade e especificidade. Além disso, o antigénio recombinante VP7 ¢é totalmente indcuo,
proporcionando, assim, um elevado grau de seguranca.

O principio do ensaio consiste no bloqueio por anticorpos da amostra da reac¢io entre o antigénio recombinante VP7,
ligado a placa ELISA, e o Mab conjugado especifico da proteina recombinante VP7. Os anticorpos do soro da amostra
em andlise bloqueiam a reac¢do entre o antigénio e o Mab, resultando numa reducdo da coloracio.

O ensaio seguidamente descrito é utilizado no laboratério de referéncia da Comunidade Europeia para a peste equina,
em Algete (Espanha).

3.1. Procedimento
3.1.1. Placas ELISA

3.1.1.1. Revestir as placas ELISA com proteina recombinante AHSV-4 VP7 diluida em tampdo de carbonato-
-bicarbonato a pH 9,6. Incubar a 4 °C de um dia para o outro.

3.1.1.2. Lavar as placas cinco vezes com PBS contendo 0,05 % (v/v) de Tween 20 (PBST).

3.1.1.3. Estabilizar as placas revestidas com o antigénio por tratamento com uma solugdo adequada (de forma a
permitir a armazenagem a seco, a 4 °C, por periodos longos, sem perda de actividade) e secar invertendo
a placa sobre um material absorvente.

3.1.2. Amostras em andlise e testemunhas

3.1.2.1. Para rastreio: Diluir em PBST, directamente na placa, os soros em andlise e soros-testemunha na
propor¢do 1: 10, de modo a obter um volume final de 100 plfalvéolo. Incubar a
37 °C durante uma hora.

3.1.2.2. Para titulagdo: Distribuir por oito alvéolos (100 pl/alvéolo) diluicdes sucessivas para metade (de
1:10 a 1:1 280) dos soros em andlise e soros-testemunha positivos. As testemu-
nhas negativas sio analisadas numa dilui¢do de 1:10.
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3.1.4.
3.1.5.

Conjugado

Adicionar a cada alvéolo 50 pl de Mab (anticorpo monoclonal especifico de VP7) anti-VP7) conjugado
com HRP, previamente diluido, e misturar suavemente de forma a garantir a homogeneidade. Incubar a
37 °C durante 30 minutos.

Lavar as placas cinco vezes com PBST e secar do modo atrds descrito.
Cromogénio/Substrato

Adicionar a cada alvéolo 100 pl de solugdo cromogénio[substrato constituida por 1 ml de ABTS (4cido
2,2'-azino-bis[3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico]) na concentracio de 5 mg/ml e 9 ml de tampdo-
-substrato (0,1M tampdo de fosfato-citrato de pH 4 com 0,03 % H,0,) e incubar & temperatura ambiente
durante 10 minutos. O desenvolvimento da coloracdo ¢é suspenso mediante a adi¢do, a cada alvéolo, de
100 pl de SDS (dodecilsulfato de sédio) a 2 % (m/v).

Determinacdes

Efectuar a leitura da DO a 405 nm com recurso a um leitor para placas ELISA.

3.2. Interpretagio dos resultados

3.2.1.

3.2.2.

Validagdo do ensaio

O ensaio ¢ vélido se a densidade éptica (DO) da testemunha negativa (TN) for superior a 1,0 e a DO da
testemunha positiva (TP) for inferior a 0,2.

Cdlculo dos valores-limite

Valor-limite positivo TN — [(TN-TP) x 0.3]

Valor-limite negativo TN — [(TN-TP) x 0.2]

Em que TN representa a DO da testemunha negativa e TP a DO da testemunha positiva.
Interpretagdo dos resultados

As amostras com DO inferior ao valor-limite positivo devem ser consideradas positivas em relagio aos
anticorpos anti-AHSV.

As amostras com DO superior ao valor-limite negativo devem ser consideradas negativas em relagdo aos
anticorpos anti-AHSV.

As amostras com DO compreendida entre os dois valores referidos deverdo ser consideradas duvidosas,
devendo recolher-se novas amostras decorridas duas a trés semanas.»



