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DECISAO DE EXECUCAO (UE) 2016/1840 DA COMISSAO
de 14 de outubro de 2016

que altera o anexo IV da Diretiva 2009/156/CE do Conselho no que diz respeito aos métodos de
diagnéstico da peste equina

[notificada com o nimero C(2016) 6509]

(Texto relevante para efeitos do EEE)

A COMISSAO EUROPEIA,
Tendo em conta o Tratado sobre o Funcionamento da Unido Europeia,

Tendo em conta a Diretiva 2009/156/CE do Conselho, de 30 de novembro de 2009, relativa as condi¢des de policia
sanitdria que regem a circulagio de equideos e as importacdes de equideos provenientes de paises terceiros ('),
nomeadamente o artigo 20.°,

Considerando o seguinte:

(I) O anexo IV da Diretiva 2009/156/CE estabelece os métodos de diagnéstico da peste equina a utilizar, quando
necessdrio, para testar os equideos antes da sua circulagio no interior da Unido ou da sua importagdo a partir de
paises terceiros.

(2)  Desde a adocdo da Diretiva 2009/156/CE, observou-se uma evolucdo das capacidades laboratoriais de realizacio
de testes de diagndstico da peste equina avancados, altamente sensiveis e eficientes. Paralelamente, o capitulo
relativo ao diagndstico da peste equina do Manual de Testes de Diagndstico e Vacinas para Animais Terrestres da
Organizacdo Mundial da Saide Animal (OIE) (3 foi alterado de modo a refletir essa evolugio.

(3)  No ambito do seu programa de trabalho de 2014, o Laboratério de Referéncia da Unido Europeia para a Peste
Equina (*) elaborou um relatdrio sobre a avaliagio técnica dos métodos de diagndstico descritos no anexo IV da
Diretiva 2009/156/CE. A avaliagdo, que foi apresentada a Comissdo em maio de 2015, concluiu que o ensaio de
imunoabsor¢do enzimdtica competitiva (ELISA) jid ndo estd disponivel, o ensaio ELISA indireto ndo é pratica
corrente, mas pode ser fornecido num prazo de quatro a seis meses a contar da apresentacio do pedido, e
o ensaio ELISA de bloqueio estd disponivel comercialmente e é utilizado correntemente para a andlise das
amostras durante os testes de proficiéncia organizados pelo Laboratério de Referéncia da Unido Europeia para

a Peste Equina.

(4) O relatério salienta, por outro lado, que os métodos de identificagdo dos dcidos nucleicos por transcriptase
reversa associada a reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) tém vantagens em relacio aos métodos de
diagnéstico seroldgicos, dado que permitem detetar a doenga numa fase precoce da infecdo. Além disso, a
maioria dos laboratérios nacionais de referéncia dos Estados-Membros da Unido Europeia utiliza métodos RT-PCR
em tempo real, incluindo para o diagnéstico da peste equina, métodos esses que provaram ser adequados a sua
finalidade nos testes anuais de proficiéncia realizados de 2009 a 2014. O relatério indica igualmente que, fora do
territério da Unido, vérios laboratdrios de referéncia da OIE e outros laboratérios especializados na peste equina
implementaram pelo menos um dos métodos RT-PCR em tempo real para a dete¢do do genoma da peste equina.

(5) Em 24 e 25 de novembro de 2015, o semindrio conjunto dos laboratérios de referéncia da Unido Europeia para
a peste equina/febre catarral ovina e dos laboratérios nacionais de referéncia, realizado em Ascot, Reino Unido,
recomendou a inclusido no anexo IV da Diretiva 2009/156/CE de métodos em tempo real de transcriptase reversa
(RRT) associada a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para a detegdo do virus da peste equina.

() JOL 192 de 23.7.2010,p. 1.

?) http://www.oie.int/fileadmin/Homi/eng/Health_standards/tahm/2.05.01_AHS.pdf

() Diretiva 92/35/CEE do Conselho, de 29 de abril de 1992, que define as regras de controlo e as medidas de luta contra a peste equina
(JOL157de10.6.1992,p. 19).


http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.05.01_AHS.pdf
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Embora todos os métodos de RT-PCR em tempo real disponiveis para a detecio do genoma da peste equina
sejam suficientemente sensiveis, o procedimento descrito por Agiiero et al. (2008) () é o mais comummente
utilizado pelos laboratérios. O método descrito por Guthrie et al. (2013) (°) foi concebido especificamente para
garantir que os cavalos provenientes de zonas onde exista um risco de infecio por peste equina possam ser
transportados em seguranga apds o periodo de quarentena minimo exigido em conformidade com o Cédigo
Sanitdrio para os Animais Terrestres (°) da OIE.

E, por conseguinte, adequado incluir no anexo IV da Diretiva 2009/156/CE métodos de identificagio do agente e
métodos de detegdo de anticorpos como métodos complementares para um diagndstico rapido da peste equina.

O anexo IV da Diretiva 2009/156/CE deve, pois, ser alterado mediante a supressdo do ensaio ELISA competitivo
e a atualizagdo dos procedimentos para os ensaios ELISA de bloqueio e indiretos, em conformidade com
o capitulo 2.5.1 do Manual de Testes de Diagndstico e Vacinas para Animais Terrestres da OIE, edi¢do de 2016,
baseado na versdo adotada pela Assembleia Mundial dos Delegados da OIE em maio de 2012 (). Ao mesmo
tempo, devem ser incluidos nesse anexo procedimentos de RT-PCR em tempo real, como descritos por Agiiero
et al. (2008) e por Guthrie et al. (2013), para que esses testes de identificacio do agente possam estar disponiveis
para efeitos de ensaio pré-circulagdo.

A Diretiva 2009/156/CE deve, por conseguinte, ser alterada em conformidade.

As medidas previstas na presente decisdo estdo em conformidade com o parecer do Comité Permanente dos
Vegetais, Animais e Alimentos para Consumo Humano e Animal,

ADOTOU A PRESENTE DECISAO:

Artigo 1.

O anexo 1V da Diretiva 2009/156/CE ¢ substituido pelo texto constante do anexo da presente decisdo.

Artigo 2.°

Os destinatarios da presente decisio sio os Estados-Membros.

Feito em Bruxelas, em 14 de outubro de 2016.

Pela Comissdo
Vytenis ANDRIUKAITIS

Membro da Comissdo

(*) Agiiero M., Gomez-Tejedor C., Angeles Cubillo M., Rubio C., Romero E. e Jimenez-Clavero A. (2008). «Real-time fluorogenic reverse
transcription polymerase chain reaction assay for detection of African horse sickness virus». J. Vet. Diagn. Invest., 20, 325-328.

(*) Guthrie AJ, MacLachlan NJ, Joone C, Lourens CW, Weyer CT, Quan M, Monyai MS, Gardner IA. «Diagnostic accuracy of a duplex real-
-time reverse transcription quantitative PCR assay for detection of African horse sickness virus». Journal of Virological Methods. 2013;189
(1):30-35.

() http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng[Health_standards/tahc/current/chapitre_ahs.pdf

() Ver nota de rodapé 2.
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ANEXO

«ANEXO IV

PESTE EQUINA
DIAGNOSTICO

PARTE A

Testes seroldgicos

Os métodos seroldgicos seguidamente descritos consistem em ensaios de imunoabsor¢do enzimadtica (ELISA) baseados
no capitulo 2.5.1, sec¢do B, ponto 2, do Manual de Testes de Diagnéstico e Vacinas para Animais Terrestres, edicdo
de 2016, adotado pela Assembleia Mundial dos Delegados da OIE em maio de 2012.

A protefna virica VP7 é uma importante proteina antigénica imunodominante do virus da peste equina (AHSV),
sendo conservada nos nove serétipos do AHSV. Estd demonstrado que as proteinas recombinantes AHSV-VP7 sdo
estaveis, indcuas e adequadas para utilizagdo como antigénios em procedimentos ELISA para a determinagdo de
anticorpos anti-AHSV com um elevado grau de sensibilidade e especificidade (Laviada et al., 1992b ('); Maree e Paweska,
2005). O ensaio ELISA indireto e o ensaio ELISA de bloqueio sdo os dois ensaios ELISA AHS-VP7 adequados para
o diagndstico serologico da peste equina (AHS).

1. Ensaio ELISA indireto para a detecio de anticorpos contra o virus da peste equina (AHSV)

O conjugado utilizado no presente método é uma antigama globulina de cavalo conjugada com peroxidase de
rabano que reage com o soro de cavalos, mulas e burros. O método descrito por Maree & Paweska (2005) (%)
utiliza a proteina G como conjugado que também reage com soro de zebra.

O antigénio pode ser fornecido pelo Centro de Investigacion en Sanidad Animal (CISA), Espanha, no prazo de
quatro a seis meses a contar da data do pedido.

1.1. Procedimento de ensaio
1.1.1.  Fase sélida

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

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

1.1.1.3. Bloquear as placas mediante a adi¢do a cada alvéolo de 200 ul de tampdo fosfato (PBS) pH 7,2 com 5 % (m/v)
de leite desnatado (leite em pé desnatado Nestlé™, incubando a 37 °C durante uma hora.

1.1.1.4. Remover a solucdo de bloqueio; inverter e bater levemente com as placas num material absorvente.

1.1.2.  Amostras em analise

1.1.2.1. Diluir as amostras de soro para analisar, 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.

Para a titulacdo, preparar nos alvéolos de cada coluna (100 pl/alvéolo) diluicdes sucessivas para metade de
cada soro (dilui¢do inicial 1:25), procedendo da mesma forma com as testemunhas positiva e negativa. Incubar
a 37 °C durante uma hora.

(") Laviada M.D., Roy P. e Sanchez-Vizcaino .M (1992b). «Adaptation and evaluation of an indirect ELISA and inmunoblotting test for
African horse sickness antibody detection». Em: «Bluetongue, African Horse Sickness and Related Orbiviruses: Proceedings of the Second
International Symposium». Walton T.E. & Osburn B.1., Eds. CRC Press, Boca Raton, Florida, USA, 646-650.

(*) Maree S. and Paweska ].T. (2005). «Preparation of recombinant African horse sickness virus VP7 antigen via a simple method
and validation of a VP7-based indirect ELISA for the detection of group-specific IgG antibodies in horse sera». J. Virol. Methods, 125 (1),
55-65.
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1.1.2.2. Lavar as placas cinco vezes com dgua destilada contendo 0,01 % (v/v) de Tween 20 (solucdo de lavagem).
Inverter e bater levemente com as placas num material absorvente, para a remogdo de residuos da solugdo de
lavagem.

1.1.3.  Conjugado

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

1.1.3.2. Lavar as placas cinco vezes com dgua destilada contendo 0,01 % (v/v) de Tween 20 (solucdo de lavagem).

Inverter e bater levemente com as placas num material absorvente, para a remogdo de residuos da solugdo de
lavagem.

1.1.4.  Cromogénio/Substrato

1.1.4.1. Distribuir por cada alvéolo 200 pl de solucdo cromogénio/substrato [10 ml DMAB (dimetilaminobenzaldeido)
80,6 mM + 10 ml MBTH (cloridrato de 3-metil-2-benzotiazolino-hidrazona) 1,56 mM + 5 pl H,0,].

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

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

1.1.4.2. Efetuar as leituras espectrofotométricas da densidade ética (DO) a 600 nm (ou 620 nm).

1.2. Interpretagdo dos resultados

1.2.1.  Calcular o valor-limite (cut-off) adicionando 0,06 ao valor obtido para a testemunha negativa (0,06 é o desvio-
-padrdo obtido com um grupo de 30 soros negativos).

1.2.2.  As amostras em andlise que apresentarem valores de absorvancia inferiores ao valor-limite sio consideradas
negativas.

1.2.3.  As amostras em andlise que apresentarem valores de absorvancia superiores ao valor-limite acrescido de 0,15
sdo consideradas positivas.

1.2.4.  As amostras em andlise que apresentarem valores de absorvancia intermédios sio consideradas inconclusivas,
devendo utilizar-se outra técnica para confirmar o resultado.

2. Ensaio ELISA de bloqueio para a detegdo de anticorpos contra o virus da peste equina (AHSV)

O ensaio ELISA competitivo de bloqueio foi concebido para a dete¢do de anticorpos especificos anti-AHSV em
soros de quaisquer espécies de equideos, ou seja, cavalos, burros, zebras e respetivos cruzamentos, evitando
o problema da especificidade encontrado ocasionalmente quando se utilizam ensaios ELISA indiretos.

O principio do ensaio consiste no bloqueio da reagdo entre a proteina recombinante VP7 absorvida na placa
ELISA e um anticorpo monoclonal (Mab) conjugado especifico da AHS-VP7. Os anticorpos do soro da amostra
em andlise bloqueiam a reagdo entre o antigénio e o Mab, resultando numa redugdo da coloracdo. Uma vez que
o Mab ¢ dirigido contra a VP7, o ensaio apresenta um elevado nivel de sensibilidade e especificidade.

O ensaio ELISA competitivo de bloqueio estd disponivel comercialmente.

2.1. Procedimento de ensaio
2.1.1.  Fase sélida

2.1.1.1. Revestir as placas ELISA com 50-100 ng de proteina recombinante AHSV-4 VP7 diluida em tampéo carbonato--
bicarbonato a pH 9,6. Incubar a 4 °C de um dia para o outro.

2.1.1.2. Lavar as placas trés vezes com PBS 0,1x contendo 0,135 M de NaCl e 0,05 % (v/v) de Tween 20 (PBST).
Inverter e bater levemente com as placas num material absorvente, para a remogdo de residuos da solugdo de
lavagem.
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2.1.2.  Amostras em andlise e testemunhas

2.1.2.1. Diluir as amostras de soro para analisar, bem como os soros das testemunhas positiva e negativa, na
propor¢do 1:5, em solvente com 0,35 M de NaCl, 0,05 % (v/v) de Tween 20 e 0,1 % de Kathon, adicionando
100 pl a cada alvéolo. Incubar a 37 °C durante uma hora.

Para a titulagdo, distribuir por 8 alvéolos (100 plfalvéolo) diluicdes sucessivas para metade, de 1:10 para 1:280,
dos soros em andlise, um soro por coluna, procedendo da mesma forma com as testemunhas positiva e
negativa. Incubar a 37 °C durante uma hora.

2.1.2.2. Lavar as placas cinco vezes com PBS 0,1x contendo 0,135 M de NaCl e 0,05 % (v/v) de Tween 20 (PBST).
Inverter e bater levemente com as placas num material absorvente, para a remogio de residuos da solu¢do de
lavagem.

2.1.3.  Conjugado

2.1.3.1. Distribuir por cada alvéolo 100 pl de Mab anti-VP7 conjugado com peroxidase de rdbano. Previamente, o Mab
deve ser diluido a 1/5 000-1/15 000 numa solucdo 1/1 de estabilizador StabiliZyme Select® (SurModics.
Referéncia: SZ03) em dgua destilada. Incubar a 37 °C durante 30 minutos.

2.1.3.2. Lavar as placas cinco vezes com PBS 0,1x contendo 0,135 M de NaCl e 0,05 % (v[v) de Tween 20 (PBST).
Inverter e bater levemente com as placas num material absorvente, para a remogdo de residuos da solugdo de
lavagem.

2.1.4.  Cromogénio/Substrato

Adicionar a cada alvéolo 100 pl de solugdo cromogéniofsubstrato constituida por 1 ml de ABTS (icido
2,2'-azino-bis[3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico]) na concentragio de 5 mg/ml e 9 ml de tampéo-substrato
(0,1 M tampdo de fosfato-citrato de pH 4 com 0,03 % H,0,) e incubar a 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 s6dio) a 2 % (m/v).

2.1.5. Leitura

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

2.2. Interpretagdo dos resultados

2.2.1.  Determinar a percentagem de bloqueio (PB) de cada amostra aplicando a seguinte féormula, em que “AC”,
corresponde a “anticorpos”:

AC(testemunha~) - AC(amostra)

= x 100
AC(testemunha™) - AC(testemunha™)

2.2.2.  As amostras com um valor PB superior a 50 % devem ser consideradas positivas em relagdo aos anticorpos
anti-AHSV.

2.2.3.  As amostras com um valor PB inferior a 45 % devem ser consideradas negativas em relacdo aos anticorpos
anti-AHSV.

2.2.4.  As amostras com um valor PB entre 45 % e 50 % devem ser consideradas inconclusivas e sujeitas a um novo
ensaio. Se o resultado for novamente inconclusivo, os animais devem ser submetidos a um novo ensaio em
amostras colhidas ndo antes de duas semanas depois de a amostra considerada inconclusiva ter sido colhida.

PARTE B
Identificacdo do agente
Transcriptase reversa associada a reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (rRT-PCR)

Os testes de identificacdo do agente baseados em métodos de dcidos nucleicos devem detetar estirpes de referéncia dos
nove serétipos do AHSV.
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O método descrito no ponto 2.1 baseia-se no capitulo 2.5.1, sec¢do B, ponto 1.2, do Manual de Testes de Diagndstico e
Vacinas para Animais Terrestres, edicio de 2016, adotado pela Assembleia Mundial dos Delegados da OIE em maio
de 2012.

Qualquer método de detecio RT-PCR utilizado na andlise de amostras de sangue ou de baco no contexto da Diretiva
2009/156/CE deve ter sensibilidade igual ou superior & dos métodos descritos no ponto 2.

Os virus inativados das estirpes de referéncia dos serdtipos 1 a 9 a utilizar no ensaio podem ser solicitados ao
Laboratério de Referéncia da Unido Europeia ou ao Laboratério de Referéncia da OIE para a Peste Equina, em Algete,
Espanha.

1. Extragio do ARN viral

A fim de assegurar uma boa reacdo, o ARN do AHSV extraido da amostra deve ser de elevada qualidade.
A extragdo de dcidos nucleicos de amostras clinicas pode ser realizada utilizando diversos métodos internos ou
disponiveis comercialmente.

Os kits comerciais utilizam vdrias abordagens para o isolamento do ARN. Na maior parte dos casos baseiam-se
num dos seguintes procedimentos:

— Extracdo de 4cidos nucleicos por fenol-cloroférmio;

— Adsorgio de 4cidos nucleicos em sistemas de filtracio;

— Adsorcio de dcidos nucleicos em sistemas de esferas magnéticas.
Segue-se um exemplo de extracdo de ARN por método interno:

1.1. Homogeneizar 1 g de amostra de tecido em 1 ml de uma solugdo de desnaturagdo (tiocianato de guanidinio 4 M,
citrato de sodio 25 mM, 2-mercaptoetanol 0,1 M, sarcosil 0,5 %).

1.2.  Apds centrifugagdo, adicionar ao sobrenadante 1 pg de ARN de levedura, 0,1 ml de acetato de sddio 2 M pH 4,
1 ml de fenol e 0,2 ml de mistura de cloroférmiofdlcool isoamilico (49/1).

1.3.  Agitar vigorosamente a suspensdo ¢ arrefecer sobre gelo durante 15 minutos.

1.4.  Apds centrifugacdo, o ARN presente na fase aquosa é extraido com fenol, precipitado com etanol e ressuspenso
em agua esterilizada.

2. Procedimento RT-PCR em tempo real
2.1.  RT-PCR em tempo real especifico de grupo, por Agiiero et al., 2008 ()

Este método RT-PCR em tempo real especifico de grupo tem por alvo a proteina VP7 do virus AHSV e permite
detetar todos os serdtipos e estirpes conhecidos do AHSV atualmente em circulagdo. Foi utilizado com muito
bons resultados pelos laboratérios nacionais de referéncia dos Estados-Membros da Unido Europeia que
participaram nos testes de proficiéncia organizados anualmente pelo Laboratério de Referéncia da Unido
Europeia durante o periodo de 2009-2015. Além disso, num ensaio colaborativo internacional organizado
em 2015 no dmbito da rede de laboratérios de referéncia do OIE, este protocolo foi dos que obtiveram as classi-
ficacdes mais elevadas.

Sequéncias de iniciadores e sondas para detecdo de virus da espécie AHSV:
— iniciador direto 5'-CCA-GTA-GGC-CAG-ATC-AAC-AG-3’

— iniciador inverso 5'-CTA-ATG-AAA-GCG-GTG-ACC-GT-3'

— sonda MGB-TagMan 5'-FAM-GCT-AGC-AGC-CTA-CCA-CTA-MGB-3’

2.1.1. Diluir a solu¢do-mie do iniciador para uma concentracdo de trabalho de 8 pM (“concentra¢do de trabalho
a 8 pM do iniciador”) e diluir a sonda para uma concentracio de trabalho de 50 pM (“concentragdo de trabalho
a 50 pM da sonda”). Configurar a placa de ensaio e introduzir a configuragdo no software do aparelho de PCR em
tempo real. Utilizando a configuracdo como guia, adicionar 2,5 pl da concentragio de trabalho a 8 uM de cada
iniciador a cada alvéolo destinado as amostras de ARN e as testemunhas positiva e/ou negativa (a concentracdo
final do iniciador serd de 1 pM em 20 pl da mistura para RT-PCR). Manter a placa em gelo.

(") Agiiero M., Gomez-Tejedor C., Angeles Cubillo M., Rubio C., Romero E. and Jimenez-Clavero A. (2008). «Real-time fluorogenic reverse
transcription polymerase chain reaction assay for detection of African horse sickness virus». J. Vet. Diagn. Invest., 20, 325-328.
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2.1.2. Misturar 2 pl do ARN isolado (amostras em andlise e testemunha positiva), ou 2 pl de dgua isenta de RNase nas
testemunhas de reagdo negativa, com os iniciadores direto e inverso. Desnaturar esta mistura por aquecimento
a 95 °C durante cinco minutos, seguido de arrefecimento rapido em gelo durante pelo menos cinco minutos.

2.1.3. Seguindo as instrugdes do fabricante, preparar um volume de master mix para RT-PCR em tempo real de uma s6
etapa, adequado ao nimero de amostras a testar. Adicionar 0,1 pl da concentracio de trabalho a 50 pM da
sonda a cada alvéolo contendo amostras de ARN (a concentragdo final da sonda serd de 0,25 uM em cada
alvéolo contendo amostras de ARN). Distribuir 13 pl da master mix para RT-PCR em tempo real de uma sé etapa
em cada alvéolo da placa de PCR contendo os iniciadores e o ARN desnaturados.

2.1.4. Colocar a placa num termociclador em tempo real programado para transcricdo reversa e amplificagio/detecdo
por fluorescéncia do ADNc. As condi¢des de amplificagdo consistem numa primeira etapa de transcri¢io reversa
a 48 °C durante 25 minutos, seguida de 10 minutos a 95 °C (“arranque a quente”) e 40 ciclos de 15 segundos
a 95 °C, 35 segundos a 55 °C e 30 segundos a 72 °C (ou 40 ciclos a 97 °C durante dois segundos e a 55 °C
durante 30 segundos se forem utilizados reagentes e um termociclador que permitam reac¢des rapidas). Os dados
de fluorescéncia sdo obtidos no final da etapa a 55 °C.

2.1.5. Se se obtiverem curvas de amplificacdo atipicas, o ensaio ndo ¢ considerado vélido e tem de ser repetido.

As amostras sio consideradas positivas se o valor Ct (ntimero de ciclos necessdrios para que a fluorescéncia
gerada numa reacdo ultrapasse o limiar de fluorescéncia) for inferior ou igual ao limiar Ct definido (35) em
40 ciclos de PCR (Ct < 35).

As amostras sdo consideradas inconclusivas se o valor Ct for superior ao limiar Ct definido (35) em 40 ciclos de
PCR (Ct = 35).

As amostras sdo consideradas negativas se for obtida uma curva de amplificacio horizontal que ndo cruza
o limiar em 40 ciclos de PCR.

2.2.  RT-PCR em tempo real especifico de grupo, por Guthrie et al., 2013 ()

RT-PCR em tempo real utilizando sondas FRET (transferéncia de energia por ressonincia de fluorescéncia) para
detetar dcido nucleico de AHSV.

O ensaio RT-PCR do AHSV descrito foi concebido utilizando sequéncias de uma grande variedade de estirpes de
campo do AHSV atualmente em circulagdo (Quan et al., 2010 (). Inclui também um ensaio de controlo sintético
externo patenteado, a fim de verificar o correto funcionamento dos componentes do ensaio.

Estdo disponiveis comercialmente kits para PCR em tempo real de uma etapa. Apresentam-se em seguida algumas
etapas bdsicas, como descritas por Guthrie et al. (2013), que podem ser modificadas em fun¢do dos requisitos
locais ou do caso especifico, dos kits utilizados e do equipamento disponivel.

Sequéncias de iniciadores e sondas para detecdo de virus da espécie AHSV:
— iniciador direto 5'-AGA-GCT-CTT-GTG-CTA-GCA-GCC-T-3’
— iniciador inverso 5'-GAA-CCG-ACG-CGA-CAC-TAA-TGA-3'

— sonda MGB-TaqgMan 5'-FAM-TGC-ACG-GTC-ACC-GCT-MGB-3’

2.2.1. Preparar solu¢des-mde de mistura dos iniciadores e da sonda numa concentragdo 25%, a 5 uM para os iniciadores
direto e reverso e 3 pM para a sonda. Configurar a placa de ensaio e introduzir a configuragdo no software do
aparelho de PCR em tempo real. Utilizando a configuracdo como guia, adicionar aos alvéolos da placa 5 pl das
amostras de ARN, incluindo as amostras em andlise e as testemunhas positiva e negativa, seguindo
a configuracio.

2.2.2. Desnaturar o ARN por aquecimento a 95 °C durante 5 minutos, seguido de arrefecimento rdpido em gelo
durante pelo menos 3 minutos.

(") Guthrie AJ, MacLachlan NJ, Joone C, Lourens CW, Weyer CT, Quan M, Monyai MS, Gardner IA. «Diagnostic accuracy of a duplex real-
-time reverse transcription quantitative PCR assay for detection of African horse sickness virus». Journal of Virological Methods. 2013;189
(1):30-5.

() Quan, M., Lourens, C.W., MacLachlan, N.J., Gardner, LA. Guthrie, AJ., 2010. Development and optimisation of a duplex
real-time reverse transcription quantitative PCR assay targeting the VP7 and NS2 genes of African horse sickness virus». J. Virol. Methods
167,45-52.
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2.2.3. Seguindo as instrugdes do fabricante, preparar um volume de master mix para RT-PCR em tempo real de uma s6
etapa adequado ao nimero de amostras a testar. Adicionar a master mix 1 pl da solucdo-mde dos iniciadores e da
sonda a 25x (ver ponto 2.2.1) de forma a obter uma concentragdo final em cada alvéolo de 200 nM para cada
iniciador e 120 nM para a sonda. Distribuir 20 pl da master mix em cada alvéolo da placa de PCR contendo
0 ARN desnaturado.

2.2.4. Colocar a placa num termociclador em tempo real programado para transcricdo reversa e amplificagdo/detecdo
por fluorescéncia do ADNc como sugerido pelo fabricante. As condi¢des de amplificagdo consistem,
por exemplo, numa primeira etapa de transcricdo reversa a 48 °C durante 10 minutos, seguida de 10 minutos
a 95 °C e de 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 45 segundos a 60 °C.

2.2.5. As amostras sio consideradas positivas se a fluorescéncia normalizada para o ensaio RT-PCR do AHSV
ultrapassar um limiar de 0,1 em menos de 36 ciclos de PCR em todos os replicados de uma amostra.

As amostras sdo consideradas inconclusivas se a fluorescéncia normalizada para o ensaio RT-PCR do AHSV
ultrapassar um limiar de 0,1 entre 36 e 40 ciclos em qualquer replicado de uma amostra.

As amostras sdo consideradas negativas se a fluorescéncia normalizada para o ensaio RT-PCR do AHSV ndo
ultrapassar um limiar de 0,1 em 40 ciclos de PCR em todos os replicados de uma amostra e se a fluores-
céncia normalizada do ensaio de controlo sintético externo patenteado ultrapassar um limiar de 0,1 em 33 ciclos
de PCR.»
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