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1. Introducao

1. 1. Diagnostico da Influenza Aviaria (I1A)

A influenza A & causada por virus especificos que sao membros da
familia Orthomyxoviridae pertencentes ao genero
Alphainfluenzavirus (Influenzavirus A ou influenza A virus). Além
do genero influenza A, ha os generos influenza B e influenza C,
mas apenas 0s virus influenza A sao conhecidos por infectar aves.
De acordo com o Manual de Testes Diagnosticos e Vacinas para 0s
Animais Terrestres da Organizacao Mundial de Saude Animal
(OMSA) em sua Ultima versao, aprovada em maio de 2022, o
diagnostico da influenza aviaria € realizado por meio do isolamento
do virus ou pela deteccao e caracterizacao de fragmentos de seu
genoma, considerando que as infeccoes em aves podem dar origem
a uma grande variedade de sinais clinicos de acordo com o
hospedeiro, cepa de virus, estado imunologico do hospedeiro,
presenca de quaisquer organismos exacerbadores secundarios e
condicoes ambientais.

Infeccoes por virus altamente patogenicos de influenza aviaria sao
ocorrencias de notificacao obrigatoria imediata a OMSA. A
Influenza Aviaria € uma doenca viral altamente transmissivel que
afeta varias espécies de aves domesticas e silvestres e,
ocasionalmente, mamiferos como ratos, gatos, caes, raposas,
cavalos, suinos, bem como o homem. O virus é transmitido de
forma eficaz por meio de aerossois respiratorios, fezes e fluidos
corporais, seja diretamente pelo contato com aves infectadas -
vivas ou mortas, ou indiretamente, por intermedio da agua ou de
objetos contaminados.

Apesar de ser exotica em territorio nacional, ou seja, nunca ter
sido detectada no Brasil, a influenza aviaria de alta patogenicidade
e uma doenca que ocorre em ciclos pandéemicos, com graves
consequencias a saude animal, e, potencialmente, a humana. As
perdas diretas ocasionadas pela doenca e seu potencial zoonotico



sao 0S principais determinantes dos vultosos prejuizos que a
doenca pode ensejar ao comeércio interno e internacional de
produtos avicolas e, por extensao, a seguranca alimentar e a
economia dos Palses, como um todo. Estima-se que, nos EUA,
entre 0s anos de 2014 e 2015, houve uma perda de cinquenta
milhoes de frangos, resultando em um impacto economico da
ordem de 3 bilhdes de dolares. A Influenza A, ocorrida na Asia, em
2003, resultou, na mesma linha, em perdas de bilhoes de dolares
(Neto, 2019).

Os hospedeiros naturais dos virus da Influenza aviaria sao aves
aquaticas da ordem dos Anseriformes e dos Charadriiformes.
Porém, estes virus apresentam alta capacidade de mutacao (drift e
shift antigénico) e, consequentemente, de adaptacao a novos
hospedeiros. Com 1sso, podem desenvolver novas cepas virais com
maior patogenicidade, causadoras de surtos de elevada
mortalidade em aves silvestres, domesticas, e, ocasionalmente, de
alta letalidade para humanos, nos quais a adaptacao dos virus de
influenza aviaria ja foi identificada em varias oportunidades,
ensejando eventos de elevada magnitude para a saude publica.

A patogenicidade do virus da influenza aviaria (AlV) encontra-se
relacionada as proteinas de superficie “Hemaglutinina” (H1-H18) e
“Neuraminidase” (N1-N9). As varias combinacoes entre os subtipos
destas proteinas podem ser classificadas como de alta patogenici-

dade (IAAP) e de baixa patogenicidade (IABP). As cepas de alta
patogenicidade sao aquelas de maior importancia para a saude
animal e humana. Eventualmente, virus da IABP podem aumentar
a sua viruléncia e tornar-se altamente patogenicos subitamente,
vindo a ocasionar doenca emergente, especialmente quando
constituidos das hemaglutininas 5 ou 7 (H5 ou H7). Por essa razao,
a vigilancia da Influenza aviaria tem como objetivo detectar
precocemente 0 virus e monitorar sua disseminacao e
patogenicidade.

Os metodos utilizados para a determinacao da viruléncia de cepas
para aves evoluiram nos ultimos anos em decorréencia de uma
maior compreensao da base molecular associada a
patogenicidade. Independentemente de sua patogenicidade para
galinhas, os virus da influenza A detentores de hemaglutininas dos
tipos 5 ou 7 (virus H5 ou H7) que apresentam uma sequéncia de
aminoacidos no sitio de clivagem da HAO, semelhante a qualquer
uma das observadas em virus de alta patogenicidade, sao
monitorados de modo especial, considerando o seu potencial de
evolucao para ocorréncias de alta patogenicidade, nao obstante
os isolados H5 e H7 que nao sao altamente patogenicos para
galinhas e nao possuam uma sequéencia de multiplos aminoacidos
basicos no sitio de clivagem da HAO, sejam classificados como de
baixa patogenicidade.



No entanto, em algumas circunstancias, € necessario verificar a
patogenicidade alta ou baixa de um isolado de virus usando a
inoculacao intravenosa de virus infeccioso. Isso pode ser feito
para um minimo de oito individuos susceptiveis da espécie Gallus
gallus domesticus com 4 a 8 semanas de idade. Nesse caso, as
cepas Inoculadas sao consideradas de alta patogenicidade se
causarem mais de 75% de mortalidade das aves inoculadas em 10
dias. Mesma conclusao se da se inoculadas 10 aves de 4 a 8
semanas de idade, o resultado do indice de patogenicidade
intravenosa (IPI1V) for superior a 1,2.

Em qualquer situacao, a caracterizacao de cepas por meio do IPIV,
deve ser realizada em um laboratorio com nivel de biosseguranca
adequado para esse tipo de agente, em funcao de seu risco
potencial para humanos e animais.




2. Objetivos do Plano e defini¢coes

2.1. Objetivo

Este documento, voltado a Rede Nacional de Laboratorios 0S recursos necessarios e definindo acoes e responsabilidades ante
Agropecuarios do MAPA, detalha o plano de contingéncia eventual ocorréncia desta infeccao no Pais.

laboratorial para a IAAP, estabelecendo as estrategias, identificando

2.2. Meios de conservacao para o
transporte de amostras

Os meios utilizados para transporte de amostras até o laboratorio e Meio de transporte molecular (do inglés: Molecular Transport
que as processara sao: Media - MTM),
e Meio MEM (Meio Essencial Minimo): e Meio de transporte universal para virus (UTM - Universal
e Caldo BHI (Brain Heart Infusion); Transport Medium ou VTM - Viral Transport Medium), e;
e Caldo TPB (Caldo Triptose Fosfato Tamponado); o Cartoes FTA (do inglés: Flinders Technology Associates).

©



A utilizacao de meio de transporte molecular inativante ou cartao
FTA devera ocorrer sempre que o laboratorio de destino das
amostras nao dispuser de condicoes de biosseguranca
necessarias ao processamento de amostras potencialmente
Infectantes.

O meio de transporte molecular e os cartoes FTA, ja utilizados em
outros paises de modo eficaz, facilitam o transporte de amostras,
sem prejuizo a conservacao das caracteristicas necessarias do
patogeno para deteccao laboratorial e serao admitidos pela CGAL
quando necessario.

O meio de transporte molecular (do inglés: Molecular Transport
Media - MTM), inativa o virus da influenza aviaria, agiliza e permite
0 processamento de amostras em laboratorios regulares de
biologia molecular, sem a necessidade de medidas de
biosseguranca mais rigidas ou outros meios. Seu uso permite a
expansao da rede de laboratorios responsavel pela deteccao do
virus da influenza aviaria no Brasil.

Ja os cartoes FTA sao cartoes de celulose a base de algodao, que
contem produtos quimicos que rompem as céelulas, desnaturam as
proteinas e protegem o DNA, resultando em uma amostra
adequada para identificacao molecular sem o risco de
contaminacao.

As amostras colhidas e armazenadas em cartoes FTA podem ser

o

enviadas por correio regular, nao havendo necessidade de meios
conservantes, caixas isotermicas e manutencao da cadeia de frio,
0 que reduz os custos do SVO (Servico Veterinario Oficial)
relacionados ao encaminhamento das amostras.

As amostras colhidas em cartoes FTA possibilitam a deteccao
bem-sucedida do RNA do virus pelas técnicas moleculares
preconizadas pela OMSA (RT-gPCR, RT-PCR e sequenciamento),
sem qualquer prejuizo ao diagnostico.

Em relacao aos meios inativantes e ao cartao FTA, seu
detalhamento podera ser objeto de consulta mediante acesso ao
apendice, em anexo a este documento.

2.3. Deteccao do Agente

O carater agudo ou superagudo da IAAP impoe limitacoes ao
emprego da sorologia. Em contrapartida, as provas moleculares
ganham importancia, com destague para o RT-gPCR e para o
seguenciamento genetico.

Suspensoes em solucao antibiotica de swabs de orofaringe e
cloacal (ou fezes) obtidas de aves vivas, ou de fezes e pool de



amostras de orgaos de aves mortas, sao analisados por rea¢ao em
cadela mediada pela polimerase, precedida de transcricao reversa
em tempo real (RT-qPCR), com iniciadores especificos para o gene
da matriz viral (M).

Tambéem ha a possibilidade dessas amostras serem inoculadas na
cavidade alantoide de ovos embrionados da espécie Gallus gallus
domesticus, de 9 a 11 dias de idade. Apds inoculacao, 0s ovos sao
incubados a 37°C (faixa 35-39°C) por 2-7 dias.

Ao final de periodo de incubacao, o liquido alantoide de todos os
ovos inoculados (com ou sem mortalidade embrionaria) é
analisado para a deteccao de atividade hemaglutinante.

A presenca do virus influenza A em amostras processadas pode
ser confirmada por um teste de imunodifusao entre o virus
concentrado e um anti-soro para a nucleoproteina e/ou antigenos
de matriz, ambos comuns a todos os virus influenza A.

O isolamento em ovos embrionados foi largamente substituido
pelo RT-gPCR no diagnostico inicial, que detecta diretamente um
ou mals segmentos do genoma da influenza A usando primers
especificos.

O genoma associado aos subtipos H e N é identificado usando
tecnologias de deteccao de RNA com primers e sondas especificos
(por exemplo, RT-qPCR), ou sequenciamento e analise filogenética.
Apos haver a identificacao positiva do virus da influenza A por RT-

o

qPCR, para subtipagem sorologica do virus, um laboratorio de
referéncia deve realizar inibicao da hemaglutinacao e inibicao da
neuraminidase contra uma bateria de antissoros policlonais ou
monoespecificos para cada um dos 16 subtipos de hemaglutinina
(H1-16) e 9 neuraminidase (N1-9) do virus influenza A.

2.4. Testes sorologicos

Como todos os virus influenza A tém nucleoproteinas e antigenos
de matriz antigenicamente semelhantes, esses sao 0s alvos
preferidos dos métodos sorologicos aplicados ao grupo influenza
A. Os Ensaios de imunoadsorcao enzimatica (ELISA) sao também
utilizados para detectar anticorpos para esses antigenos em
formatos de teste dependentes da espécie hospedeira (indiretos)
ou independentes da espécie (competitivos).



3. Diagnostico da IA na Rede Nacional
de Laboratorios Agropecuarios

Os Laboratorios Federais de Defesa Agropecuaria (LFDA) sao oS
laboratorios oficiais do Ministério da Agricultura e Pecuaria.

O diagnostico laboratorial de IA no Brasil ocorre majoritariamente
no LFDA-SP, cuja unidade de diagnostico animal (DIA) conta com
toda a estrutura de biosseguranca necessaria para execucao de
testes de triagem até as provas confirmatorias do agente
Infeccloso.

O LFDA-SP é reconhecido pela Organizacao Mundial de Saude
Animal (OMSA) como laboratorio de referéncia em diagnostico de
IA e de Doenca de Newcastle (DNC), e tem oferecido suporte
essencial a paises da América Latina na confirmacao dos recentes
casos provaveis. No item 7 deste documento ha um melhor
detalhamento de suas estruturas laboratoriais.

O LFDA-RS possui a estrutura apropriada para execucao de técnicas
moleculares e sorologicas de triagem, estando habilitado a receber

o

SOro ou outras amostras quando inativadas.

Os laboratorios credenciados possuem em seu escopo as técnicas
moleculares e sorologicas e atuam exclusivamente em analises de
certificacao para exportacao, importacao de material genético
avicola e compartimentos livres de doencas.

Os outros 0rgaos externos ao MAPA possuem tecnicas moleculares
e sorologicas implantadas para pesquisa ou vigilancia de outras
doencas e podem ser usados, a depender do cenario que se
apresente em relacao a influenza A.

Atualmente, o escopo dos laboratorios utilizados no Plano de
vigilancia de Influenza aviaria e Doenca de Newcastle inclui os
ensaios laboratoriais apresentados no quadro 1.

=



Classe de Ensaios

Determinacgao

Tecnica

Quadro 1 - Escopo analitico, segundo o Laboratorio Federal Agropecuario envolvido.

Inclusao no escopo
do LFDA-SP

Inclusao no escopo
do LFDA-RS

Swab de cloaca
Swab de traqueia
Swab de fundo de caixa
Fezes frescas

Pulmao
5 : Traqueia
Virus Hemaglutinante ) .
: : Isolamento em ovo Cérebro .
Virologia (Doenca de Newcastle - : . Nao
. embrionado Cerebelo
DNC/Influenza Aviaria - IA) .
Intestino delgado com
pancreas
Ceco com tonsilas cecais
Pintinho de 1 dia
Ovos com embrioes mortos
Sorologia Influenza Aviaria - 1A ELISA Soro Sanguineo Sim Sim
. o Imunodifusao em agar-gel - 5 . .
Sorologia Influenza Aviaria - 1A gar-s Soro Sanguineo Sim Nao

IDGA




Inibicao da Neuraminidase

Sorologia Influenza Aviaria - IA N Soro Sanguineo Sim \ET
Virologia Influenza Aviaria - IA Inibicao da Neuraminidase Liquido alantoide Sim \ETe
- NI
Virologia Influenza Aviaria - 1A Indice de Patogenicidade Liquido alantoide Sim Nao
Intravenosa - IVPI
Swab de cloaca
Swab de traqueia
Swab de fundo de caixa
Fezes frescas
Pulmao
PCR em tempo real com Tragueia : :
: : o _ . : Sim (exclusivamente em
Biologia Molecular Influenza Aviaria - IA transcricao reversa - RT- Cérebro Sim Swab)
gPCR Cerebelo
Intestino delgado com
pancreas

Ceco com tonsilas cecais
Pintinho de 1 dia
Ovos com embrioes mortos

o




Biologia Molecular

Influenza Aviaria - IA

PCR em tempo real com
transcricao reversa - RT-
qPCR - subtipo H5

Swab de cloaca
Swab de traqueia
Swab de fundo de caixa
Fezes frescas
Pulmao
Traquela
Cérebro
Cerebelo
Intestino delgado com
pancreas
Ceco com tonsilas cecais
Pintinho de 1 dia
Ovos com embrioes mortos

Sim

Biologia Molecular

Influenza Aviaria - 1A

PCR em tempo real com
transcricao reversa - RT-
gPCR - subtipo H7

Swab de cloaca
Swab de traqueia
Swab de fundo de caixa
Fezes frescas
Pulmao
Tragueia
Cérebro
Cerebelo
Intestino delgado com
pancreas
Ceco com tonsilas cecals
Pintinho de 1 dia
Ovos com embrioes mortos

Sim

Biologia Molecular

Influenza Aviaria - 1A

Sequenciamento geneético

Produto da reacao de PCR

Sim

Obs.: Os LFDAs em Pernambuco e Goias encontram-se em preparacao para execucao do RT-qPCR em Swabs em meio de transporte molecular inativante e/ou Cartao FTA.

o




3.1 Fluxograma para processamento de
amostras de vigilancia ativa em Laboratorio

Vigilancia
ativa

O fluxo de analises de amostras
para diagnostico laboratorial
oriundas de Vigilancia ativa,
processadas pelos LFDAs, segue
de acordo com a figura 1.

Figura 1 - Fluxograma para processamento de amostras de soro, de vigilancia ativa

-
SORO ——
NEGATIVO
NEGATIVO l

NEGATIVO




Figura 2 - Fluxograma para processamento de amostras de swabs de vigilancia ativa
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NEGATIVO
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Vigilancia
passiva

O fluxo de analises de amostras
oriundas de vigilancia passiva €
representado na figura 3.

Caso a amostra seja positiva para
influenza A, sera direcionada
tambem para o isolamento viral e
ao sequenciamento genomico. As
amostras positivas para influenza A
também serao submetidas a RT-
qPCR com oligonucleotideos
especificos para deteccao dos
subtipos H5, H7 e HO.

A investigacao laboratorial de
influenza aviaria € encerrada apos
obtencao de resultado negativo na
prova de RT-gqPCR para deteccao de
influenza A ou apos resultado
negativo no isolamento viral.

Figura 3 - Fluxograma para processamento de amostras de swabs e orgaos, de vigilancia passiva
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SUABES
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BAIXA
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NEGATIVO



4. Niveis de alerta e acoes pertinentes

O plano € baseado em quatro niveis de alerta: A, B, C e D, descritos no quadro 2.

Quadro 2 - Niveis de alerta e condi¢coes para acionamento

NIVEL DE ALERTA CONDI(;AO PARA ACIONAMENTO

A Ameaca de introducao iminente da IAAP no Brasil devido a ocorréncia da doenca em paises

vizinhos, porém o numero de amostras recebidas no LFDA-SP se mantem dentro da normalidade.

O numero de amostras de vigilancia ativa e passiva aguardando a etapa de extracao de RNA no
B LFDA-SP alcanca 500 ou mais, em trés momentos de processamento consecutivos.

C O numero de amostras de vigilancia ativa nos LFDA-RS, LFDA-PE ou LFDA-GO ultrapassa os
respectivos limites de processamento.

D O numero de amostras de vigilancia passiva nos LFDA-SP, LFDA-RS, LFDA-PE e LFDA-GO, ultrapassa
o limite de processamento em seu conjunto.
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LFDA-SP devera atualizar
diariamente a  planilha  das
amostras que aguardam a etapa de
extracao para PCR. A planilha
devera permanecer no Google
Drive, com acesso compartilhado
com a CGAL, de modo a permitir sua
verificacao, a qualquer tempo, pela
equipe da Coordenacao-Geral.
Observados tres momentos
consecutivos em que o numero de
amostras se apresenta acima de
500, o nivel de alerta seguinte
devera ser ativado, seguindo-se as
orientacces de  comunicacao,
conforme o item 9 deste
documento.

Quando houver necessidade de
confirmacao da presenca de IA em
amostras originarias da vigilancia
passiva, em uma nova localidade,
tais  amostras  deverao  ser
encaminhadas ao Laboratorio de
Referencia, o LFDA-SP.

Figura 4 - Niveis de alerta e Laboratorios envolvidos

B
LFDA-RS
LFDA-PE
LFDA-GO

D
LFDA-MG
Laboratorios
Credenciados
Embrapa
Outros orgaos
Federais e/ou
Estaduais

Laboratorios

Credenciados




5. Distribuicao, acesso e
manutencao do Plano

Este & um documento interno da CGAL/DTEC, de responsabilidade
da Coordenacao de Gestao de Demandas Laboratoriais, e sera
divulgado imediatamente apos sua conclusao, e sempre que
sofrer atualizacoes, aos seguintes destinatarios:

e Departamento de Sadde Animal - DSA/SDA;

e Laboratorios Federais de Defesa Agropecuaria - LFDAS;

e Coordenacao de Gestao da Qualidade
Laboratorial/CGAL/DTEC/SDA;

e Coordenacao de Planejamento e Gestao
Laboratorial/CGAL/DTEC/SDA;

e Coordenacao de Desenvolvimento e Inovacao
Laboratorial/CGAL/DTEC/SDA.




6.1 Diretrizes e Regulamentos Nacionais e Reglonals
relevantes para o planejamento de contingencia

e Plano de vigilancia de Influenza Aviaria e Doenca de Newcastle - DSA/SDA; https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/sanidade-
animal-e-vegetal/saude-animal/programas-de-saude-animal/pnsa/manuais-tecnicos

e Ficha técnica IA de dezembro de 2022 - DSA/SDA: https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/sanidade-animal-e-vegetal/saude-
animal/programas-de-saude-animal/pnsa/influenza-aviaria/manuais-planos-e-notas-tecnicas/ficha-tecnica-ia-dez-2022.pdf/view

e Manual de colheita de amostras PNSA: https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/sanidade-animal-e-vegetal/saude-
animal/programas-de-saude-animal/pnsa/imagens/Modelo_de_Manual_colheita_PNSA.versao_01.Final.pdf

e Plano de contingéncia de IA e DNC - DSA/SDA: https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/sanidade-animal-e-vegetal/saude-
animal/programas-de-saude-animal/pnsa/influenza-aviaria/manuais-planos-e-notas-tecnicas/plano-de-contingencia-ia-e-dnc-
versaol-4-2013.pdf/view

e Manual de apoio administrativo para acoes de emergéncia agropecuaria - DSA/SDA: https://wikisda.agricultura.gov.br/pt-
br/Gest%C3%A30/manual de apoio _administrativo as acoes de emergencia_agropecuaria
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https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/sanidade-animal-e-vegetal/saude-animal/programas-de-saude-animal/pnsa/manuais-tecnicos
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/sanidade-animal-e-vegetal/saude-animal/programas-de-saude-animal/pnsa/influenza-aviaria/manuais-planos-e-notas-tecnicas/ficha-tecnica-ia-dez-2022.pdf/view
https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/sanidade-animal-e-vegetal/saude-animal/programas-de-saude-animal/pnsa/influenza-aviaria/manuais-planos-e-notas-tecnicas/plano-de-contingencia-ia-e-dnc-versao1-4-2013.pdf/view
https://wikisda.agricultura.gov.br/pt-br/Gest%C3%A3o/manual_de_apoio_administrativo_as_acoes_de_emergencia_agropecuaria

7. Situacao dos Laboratorios
7.1 Capacidade operacional

Capacidade semanal de processamento de amostras segundo o tipo de ensaio realizado e a unidade laboratorial considerada

Ensaio LFDA-SP LFDA-RS LFDA-PE IB Descalvado IB Bastos CEDISA Marcos Enrietti

ELISA

900

900

1.104

120

6.900

5.000

PCR em tempo real
com transcri¢cao
reversa - RT-qPCR

500

180

125*

144

360

500

PCR em tempo real
com transcrigcao
reversa - RT-qPCR -
subtipo H5

500

180*

125*

144*

360*

500*

PCR em tempo real
com transcrigcao
reversa - RT-qPCR -
subtipo H7

500

180*

125%

144

360*

500*

(*) Em implantacao




7.2 Instalacoes biosseguras para diagnostico de IA

O Diagnostico de IA e realizado no LFDA-SP em sua unidade de
virologia, podendo-se contar, se necessario, com as demais areas.
Cada uma dessas areas possui caracteristicas fisicas e
procedimentos especificos para acesso e operacao.

Por possuir estrutura com nivel de seguranca biologica 3 (NB3) é o
unico laboratorio em condicoes de receber amostras nao
Inativadas para processamento com vistas ao diagnostico de IA. O
LFDA-MG, embora nao realize diagnostico de IA atualmente, conta
com unidade NB3 que podera, excepcionalmente e em ultima
instancia, ser utilizada para o diagnostico de I|A associado a
vigilancia passiva, embora em detrimento de outras rotinas do
diagnostico animal.

O Laboratorio NB3 possul sistema de ar condicionado
independente e tratamento termico de efluentes e residuos. A
pressao de ar € negativa, com distintos gradientes entre 0s
ambientes (salas), em relacao ao ambiente externo, e 100% do ar é
filtrado com filtros HEPA, tanto na entrada, quanto na salda. A
entrada se da por acesso eletronico, mediante 0s vestiarios
masculino e feminino.

A area possui seis unidades de isolamento para ensaios
experimentais com aves. Os Isoladores possuem sistema de
regulagem de pressao (positiva ou negativa) e filtragem de ar na
entrada e saida, por meio de filtros HEPA.

A Unidade esta subdividida em eclusa, sala de freezers (com
acesso eletronico), estufa, sala para ovos, virologia, sala dos
Isoladores, preparo de amostras e expurgo, com autoclave de
fronteira para remocao de todo residuo apos descontaminacao.
Essa autoclave comunica-se com a sala de descarte de residuos
na area NB2.

Para acesso a essa area sao observadas as orientacoes descritas
em procedimento operacional especifico.

A entrada de itens de ensalo, documentos, materiais e
equipamentos na area NBA3 ocorre em consonancia com O
referido procedimento operacional especifico.

Todo efluente ou residuo solido gerado no laboratorio NB3 €
autoclavado. Os residuos solidos sao recolhidos por empresa
especialmente contratada para esse fim.

O acesso a area de biologia molecular apresenta algumas particu-



laridades: € necessaria a troca de aventais para adentrar em cada
sala e, para acesso a sala de pré PCR também ocorre a troca de
sapatos.

Quando necessaria a presenca de um colaborador “plantonista”
em finais de semana ou feriados, o responsavel pela unidade a
comunica a SAG por e-mail.

7.3 Aquisicao e disponibilizacao de Insumos
para diagnostico laboratorial da IA

Os LFDA respondem, entre outros, pela realizacao de ensaios
laboratoriais de interesse da defesa agropecuaria, atuando, no
campo administrativo, como unidades gestoras, capacitadas a
realizacao de aquisicoes governamentais e de contratacao de
Servicos.

Em relacao a influenza aviaria, ha necessidade da aquisicao de
Insumos especificos para a realizacao do diagnostico laboratorial
da infeccao, em suporte ao diagnostico clinico e epidemiologico.
Tendo em vista a expansao da demanda por esse tipo de insumo,
especialmente apos o ingresso da doenca no continente sul-
americano, sua aquisicao por meio de compras governamentais €
essencial para assegurar as melhores condicoes de enfrentamento
de uma possivel introducao da doenca em territorio nacional.

L2

Limitacoes relacionadas a disponibilidade e prazos podem ser
determinantes para o sucesso das acoes de controle e erradicagao
de focos de influenza aviaria de alta patogenicidade.

Por essa razao, em atencao aos distintos cenarios previamente
estabelecidos, @ essencial o dimensionamento das necessidades de
Insumos para basicos para o diagnostico da IA, como kits para
deteccao de IA, primers e sondas, reagentes de extracao, reagentes
de amplificacao, kits para sequenciamento, entre outros.

O artigo 2 das Regras Internas de laboratorios de referéncia da
OMSA, como € o caso do LFDA-SP, estabelece que, havendo
resultados positivos para as enfermidades de notificacao a
Organizacao, 0 laboratorio de referéncia deve informar
imediatamente ao Delegado do Pais Membro de onde se
originaram as amostras e, concomitantemente, a Sede da OMSA.



8. Execucao do plano

8.1 Lista de verificacao para nivel de alerta A

Em situacao de emergéncia sanitaria, 0 processamento de amostras
originarias da vigilancia passiva passa a substituir o processamento
de amostras de vigilancia ativa no LFDA-SP. Novos focos passam a
ter suas amostras processadas no LFDA-SP, enquanto que aquelas
originarias de focos ja identificados, no ambito da vigilancia ativa,
sao processadas em outros laboratorios, uma vez inativadas.

8.1.1 Situacao:

e Ameaca de introducao iminente da IAAP no Brasil devido a
ocorréncia da doenca em paises vizinhos, porém o numero de
amostras recebidas no LFDA-SP se mantem dentro da
normalidade.

8.1.2 Acompanhamento:

e Verificacao do numero de amostras aguardando etapa de
processamento de extracao para PCR no LFDA-SP: deve se man-

manter, preferencialmente, inferior a 500 amostras.

Verificacao constante dos informes de notificacao da OMSA,
principalmente da ocorrencia em paises limitrofes.

8.1.3 Acoes:

Estabelecer uma rotina de reunioes para revisao de acoes com
equipe do DTEC.

Implantar a técnica de RT-qPCR para IA nos LFDA-PE e LFDA-
GO e adquirir os kits para diagnostico.

Estabelecer tratativas com a Receita Federal para agilizar a
entrada de insumos essenciais ao diagnostico no pais.

Treinar o pessoal de outras unidades do LFDA a serem
deslocados para o DIA.

Armazenar de maneira segura o0s dados laboratorials
associados a epidemia de |AAP.

Verificar a necessidade de revisao deste Plano de
Contingencia.



8.2 Lista de verificacao para nivel de alerta B

8.2.1 Situacao:

e« O numero de amostras de vigilancia ativa e passiva
aguardando a etapa de extracao de RNA no LFDA-SP alcanca
500 ou mais, em trées momentos de processamento
consecutivos.

8.2.2 Acompanhamento:

e Manter a verificacao do numero de amostras aguardando etapa
de extracao para PCR no LFDA-SP: deve ser, preferencialmente,
Inferior a 500 amostras.

e Verificacao constante dos informes de notificagao da OMSA,
principalmente da ocorréncia em paises limitrofes.

e Verificacao do aumento da busca por analises de certificacao
de compartimentos para fins de exportacao.

8.2.3 Acoes:

e Rever a frequéncia das reunices de check de acoes com
equipe do DTEC.

e Avaliar a necessidade de redirecionamento de servidores de
outras unidades do LFDA-SP para o DIA.

e Avaliar a necessidade de redirecionamento de servidores de
outros LFDA para o DIA do LFDA-SP.

e Comunicar ao DSA a necessidade de redirecionamento das
amostras da vigilancia ativa para os LFDA-RS, LFDA-PE e LFDA-
GO, de forma que o LFDA-SP se concentre apenas nas
amostras de vigilancia passiva, informando sobre o inicio
obrigatorio do uso de meios de transporte com inativantes,
objetivando o deslocamento das amostras de vigilancia ativa
para outros LFDAs, que nao dispoem de areas com
biosseguranca NB3.

e Considerar o adiamento de férias ou de outras circunstancias
que impliquem em auséncia de profissionais-chave.

e Definir plantoes aos finais de semana para manter a
continuidade do diagnostico.

e Verificar status da implantacao do sequenciamento do
genoma no LFDA-GO para subtipificacao do virus.

e |dentificar, junto aos laboratorios credenciados, as
capacidades de atendimento da demanda por analises de



certificacao de granjas para exportacao.
e Armazenar de maneira segura 0s dados laboratoriais
associados a epidemia de |AAP.

Verificar a necessidade de revisao deste Plano de
Contingencia.

8.3 Lista de verificacao para nivel de alerta C

8.3.1 Situacao:

e O numero de amostras de vigilancia ativa nos LFDA-RS, LFDA-
PE ou LFDA-GO ultrapassa o0s respectivos limites de
processamento.

8.3.2 Acompanhamento:

e Verificacao do numero diario de amostras aguardando etapa
de extracao para PCR no LFDA-RS, LFDA-PE e LFDA-GO na
vigilancia passiva e atualizacao ao DSA dos laboratorios
passiveis de recepcao de amostras, segundo o tipo de
vigilancia.

8.3.3 Acoes:

e Comunicar ao DSA sobre a insercao de novos LFDAs no
processamento de amostras de vigilancia passiva a medida que

estes as forem absorvendo.

Comunicar ao DSA a necessidade de redirecionamento das
amostras inativadas da vigilancia ativa para os laboratorios
credenciados, de forma que outros LFDAS, iniciando pelo LFDA-
RS, passem a assumir o processamento de amostras de
vigilancia passiva, uma vez inativadas, que nao puderem ser
processadas pelo LFDA-SP.

Inserir, nesta ordem, os LFDA-RS, LFDA-PE e LFDA-GO na
vigilancia passiva.

Informar ao DSA sobre a obrigatoriedade de envio de amostras
Inativadas.

Comunicar aos laboratorios publicos de outras instituicoes
previamente identificados, sobre o inicio da recepcao e
processamento de amostras oriundas da vigilancia ativa.

Adiar licencas ou outras auséncias para o pessoal.

O LFDA-SP, como laboratorio de referéencia, deve avaliar
criteriosamente o recebimento de amostras de outros paises.



e Implantar a verificacao diaria do numero de amostras
aguardando etapa de extracao para PCR nos outros tres LFDAs
envolvidos e nos laboratorios credenciados.

e Armazenar,

de maneira segura, 0s dados laboratoriails

associados a epidemia de |AAP.

e Verificar a periodicidade de revisao deste Plano de Contingencia.

8.4 Lista de Verificacao do Nivel de Alerta D

8.4.1 Situacao:

e O numero de amostras de vigilancia passiva nos LFDA-SP,
LFDA-RS, LFDA-PE e LFDA-GO, ultrapassa o limite de

processamento em seu conjunto.

8.4.2 Acompanhamento:

e Manter a verificacao do numero diario de amostras
aguardando processamento de extracao , frente a capacidade
de processamento diaria, para PCR no LFDA-SP, LFDA-RS, LFDA-
PE e LFDA-GO na vigilancia passiva, e Laboratorios
credenciados na vigilancia ativa.

8.4.3 Acoes:

e Manter atualizacao ao DSA dos laboratorios passiveis de
recepcao de amostras, segundo o tipo de vigilancia.

27

E mandatorio aos laboratorios credenciados participantes que
reportem diariamente a CGAL por intermédio de email (ou
outra forma, previamente definida), sobre a situacao da
capacidade de processamento diario de amostras.

Avaliar a insercao do LFDA-MG no processamento de amostras
da vigilancia passiva .

Reforco emergencial da forca pessoal de trabalho dos LFDASs,
dando preferéncia aos profissionais capacitados e treinados
nas tecnicas necessarias.

Buscar parcerias com Embrapa e entidades terceiras
(Institutos, Universidades, etc) para o recebimento de
amostras ou a transferencia de recursos humanos de forma
emergencial.

Armazenar de maneira segura 0S
associados a epidemia de |AAP.
Verificar a necessidade de
Contingéncia.

dados laboratoriais

revisao deste Plano de



9. Comunicagao

Quando observado o aumento acima de 500 amostras para
processamento por trées momentos consecutivos, como definido
anteriormente, deverao ser desencadeados dois gatilhos
concomitantemente: o DIA do LFDA-SP devera alertar a CDL/CGAL,
via aplicativo de mensagem (ex. whatsapp), e-mail e/ou ligacao
telefonica, enquanto a equipe administrativa do LFDA-SP
providenciara oficio pelo SEI @ CGAL/DTEC comunicando o ocorrido,
para providencias.

Logo que receber o alerta, a CDL/CGAL devera informar de modo
expresso ao DSA utilizando de ferramentas como aplicativo de
mensagem, e-mail ou telefone e encaminhar o processo SEl
formalizando o ocorrido ao DSA, para que este possa Informar aos
SISA sobre a necessidade de redirecionamento das amostras de
vigilancia ativa aos outros LFDA (RS, PE, GO e PA), mantendo o envio
ao LFDA-SP apenas das amostras de vigilancia passiva.
Concomitantemente, deve ser enviado alerta, via e-mail e ligacao
telefonica, sobre o encaminhamento do processo (Figura 5).

Os LFDA-RS, PE e GO deverao monitorar suas capacidades de
processamento de amostras e proceder a comunicacao, da mesma
forma que o realizado pelo LFDA-SP.

A CDL/CGAL monitorara o nimero de amostras de vigilancia ativa e
passiva recebidas e aguardando a etapa de extracao, e informara
aos Departamentos envolvidos e ao Gabinete da SDA.

A medida que o nUmero de amostras comecar a demonstrar
tendéncia de queda, o LFDA-SP deve informar a CGAL, da mesma
forma que informaram o aumento, sobre a diminuicao do acumulo
e retomada da normalidade de processamento, permitindo que as
amostras voltem a ser direcionadas, gradativamente, ao LFDA-SP,
conforme desenho inicial estabelecido no plano de vigilancia da IA
e DNC.



Figura 5 - Fluxo de comunica¢ao no ambito do Plano de contingéencia Laboratorial

LFDA-SP - acima de 500 amostras para
processamento por trés momentos consecutivos

LFDA-SP - tendéncia de queda no n2 de amostras,
retomada da normalidade do processamento.
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10. Apendice

Os meios de coleta e transporte de amostras apontados neste
Plano tem por base o inserido no anexo 6 (ANEXO 6 - FORMULACAO
DOS MEIOS DE TRANSPORTE E PREPARO DOS TUBOS PARA COLHEITA)
do Plano de vigilancia de influenza aviaria e doenca de Newcastle
(DSA), na FICHA TECNICA INFLUENZA AVIARIA (DSA), e no Manual de
MANUAL DE COLHEITA, ARMAZENAMENTO E ENCAMINHAMENTO DE
AMOSTRAS (PNSA). Além desses, sao recomendados 0s meios
considerados inativantes, por possibilitarem a analise mesmo em
laboratorios em que nao haja nivel de biosseguranca superior, alem
do transporte ser mais simples e menos oneroso.

Os cartoes de coleta de amostras biologicas sao uma importante
ferramenta nesse sentido. A informacao 11, abaixo descrita,
demonstra suas caracteristicas prinicipais e referéncias de
utilizacao.

Ja o Meio de transporte Molecular, tendo como exemplo o
disponivel em https://bioboavista.com.br/meio-de-transporte-
molecular/, & formulado com um agente inativante e uma base
estabilizante que garante a preservacao do material geneéetico
(DNA/RNA) apos a coleta em temperatura ambiente por até 4
semanas e até 6 meses a -20°C. Sao confeccionados em tubos

o

plasticos de 2 mL ou 3 mL, e sao livres de DNAse e RNAse. Como
principal vantagem, eles sao capazes de preservar a estrutura
molecular em temperatura ambiente até 35 °C e sao compativeis
com as técnicas de PCR e RT-PCR. E destinado a preservacao de
acidos nucleicos DNA/RNA e inativacao de diferentes
microrganismos, como fungos, bactérias e virus de amostras
biologicas. Como também € um meio que inativa o virus, permite
tambéem a coleta, transporte em temperatura ambiente, e analise
de amostras em laboratorios que nao possuem nivel de
blosseguranca mailor.


https://bioboavista.com.br/meio-de-transporte-molecular/
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