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1. INTRODUCAO

O objetivo deste manual é orientar o Servico Veterindrio Oficial na colheita, armazenamento e
encaminhamento de amostras destinadas ao diagndstico das doengas contempladas no Programa
Nacional de Sanidade Avicola- PNSA, originarias dos atendimentos de vigilancia ativa e passiva.

Considerando que a confiabilidade dos ensaios realizados para o diagndstico laboratorial das
doengas animais é criticamente dependente da qualidade e adequacdo das amostras colhidas para
analise, vimos por meio deste reforcar e atualizar as orientagdes sobre os tipos de materiais a serem
empregados para a colheita de amostras que se destinam ao diagnéstico das doencgas contempladas
no PNSA, assim como sobre a importancia do acondicionamento e manutengao da cadeia de frio
durante o processo de transporte de amostras.

Tais orientacbes se fazem necessdrias a fim de se evitar a possibilidade de deteccdo de
inadequagdes em materiais encaminhados aos laboratdrios pelo Servico Veterinario Oficial (SVO),
para o diagndstico das doencas contempladas no PNSA. Dentre as inadequacdes que podem ser
encontradas, destacam-se as seguintes:

v" Acondicionamento das amostras em meios de transporte inadequados para as
analises solicitadas;

Encaminhamento de amostras sem meio de transporte;
Evidéncia de hemdlise, lipemia ou contaminacdo bacteriana em amostras de soro;
Encaminhamento de amostras em estado de decomposicao;

Temperatura inadequada para as analises solicitadas;

NN NN

Utilizacdo de material inadequado para colheita de amostras (suabes de madeira,
por exemplo).

v" Envio de material inadequado para a anélise solicitada

Inadequagbes como as mencionadas inviabilizam a realizacdo dos ensaios, levando ao descarte das
amostras encaminhadas e, consequentemente, trazendo prejuizo as a¢ées de Defesa Sanitdria
Animal.
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2. TIPO DE SUABE UTILIZADO PARA A COLHEITA DE AMOSTRAS

De acordo com referéncias internacionais (Fereidouni et al., 2012; Spackman et al., 2013; Takeuti
et al.,, 2017), os suabes mais adequados para colheita de amostras destinadas aos ensaios
moleculares e convencionais, em ordem de desempenho, sio:

v" Suabes de nylon flocado;
v" Suabes de espuma de poliuretano;

v Suabes de poliéster n3o flocado (ex.: Dracon), todos com haste pldstica quebrével;
e

v" Suabes de rayon com haste plastica.

Os 3 primeiros suabes, devido a caracteristicas inerentes aos produtos e técnicas utilizados para sua
confeccdo, permitem a rdpida absorcao e facil liberacdo das células aderidas a sua superficie. Na
impossibilidade de utilizacdo de um destes 3 primeiros tipos de suabes, pode-se optar pelo uso
dos suabes de rayon com haste plastica.

Na producdo dos tradicionais suabes de algoddo com haste de madeira sdo utilizadas substancias
que podem interferir seriamente no desempenho dos testes laboratoriais empregados,
prejudicando a sensibilidade dos mesmos e podendo gerar resultados falso-negativos. Portanto,
suabes de algodao, suabes alginatados e suabes com haste de madeira ndo devem ser empregados,
sendo considerados inadequados para analise e rejeitados.

3. COLHEITA E ACONDICIONAMENTO DE MATERIAL

COMO FAZER?

Durante o processo de colheita de amostras, deve ser dada especial atengao a contengdo e ao
acondicionamento dessas, incluindo a ado¢do de medidas de segurancga bioldgica que visam evitar
a contamina¢do do meio ambiente e a exposi¢cdo de outros animais e seres humanos a materiais
potencialmente infecciosos, além de prevenir a contaminagdo cruzada entre amostras. O
acondicionamento de amostras em materiais inadequados oferece risco a saude do pessoal
envolvido na embalagem, transporte e manipulacdo laboratorial das amostras, em virtude da
possibilidade de extravasamento do conteldo por quebra de frascos ou insuficiente vedacdo da
tampa.

N3do se recomenda a utilizacdo de frascos do tipo “coletor universal”, uma vez que esses nao
possuem vedacdo adequada, nem a utilizacdo de frascos de vidro, uma vez que pode haver quebra
dos recipientes durante o transporte, expondo o pessoal envolvido com a manipulacdo do material
a acidentes. Portanto, o envio de amostras nesses materiais deve ser evitado.

As amostras devem ser lacradas com lacres plasticos numerados e invioldveis, além de embaladas
de forma a seguirem os parametros e regras relativos ao manuseio e transporte de amostras
bioldgicas, sempre visando o cumprimento das normas de biosseguranga e bioprote¢do. Para tanto,
recomenda-se fortemente a utilizagdo de sistema de tripla embalagem padronizada
pela International Air Transport Association (IATA Packing Instruction | 650).

ITEM 1: Colheita e acondicionamento de soro - instrugdes gerais
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As amostras de soro devem ser acondicionadas individualmente em frascos ou microtubos plasticos
inquebraveis. Nao encaminhar amostras de soro em frascos quebrdveis ou seringas.

Quando forem colhidas amostras de soro de mais de uma espécie de ave, é importante que a
identificacdo da espécie seja inserida no frasco.

Amostras de soro lipémicas, hemolisadas e contaminadas devem ser descartadas na origem.

Quando possivel, colher de 3 a 5% a mais de amostras de soro para compensar aquelas que possam
vir a ser descartadas.

Ndo encaminhar amostras de sangue total ao laboratério. Frascos, microtubos ou seringas
contendo sangue total sdo descartados.

ITEM 2: Colheita e acondicionamento de drgaos - instrucdes gerais

Os 6rgdos devem ser encaminhados em fragmentos de 3 a 4 cm?® para cada 6rgdo, sendo esta
guantidade suficiente para o diagndstico das doencas. Ndo é recomendado o encaminhamento de
drgdos inteiros.

Os o6rgdos devem ser enviados em pools por sistemas organicos, sem que sejam misturados no
mesmo pool érgdos de sistemas diferentes (ex.: pool de érgaos do sistema digestoério, pool de
orgdos do sistema respiratdrio, pool de 6rgdos do sistema respiratorio, etc.).

Recomenda-se a utilizacdo de sacos para amostragem estéreis, com fechamento em fio de aco inox
revestido ou similar, ou uso de frascos ou tubos plasticos inquebrdveis com fechamento hermético,
como do tipo Falcon.

Os 6rgdos podem ser encaminhados aos laboratdrios em meios de transporte, refrigerados ou
congelados, conforme orienta¢des especificas para cada agente, detalhados nos itens 3 (Meios de
Transporte) e 4 (Manutencdo da Cadeia de frio).

ITEM 2.1: Colheita e acondicionamento de érgaos - instrucdes adicionais para salmonelas

Para amostras destinadas ao diagndstico de salmonelas, recomenda-se o encaminhamento de uma
quantidade aproximada de 8 gramas por pool de 6rgdos.

Para o diagndéstico dos sorovares contemplados no PNSA os érgdos de eleicdo sao: figado, baco,
ovarios e ovidutos e tonsilas cecais. Os érgdaos podem ser agrupados separadamente em pools de
até 5 aves.

ITEM 2.2: Colheita e acondicionamento de 6rgaos - instrugbes adicionais para influenza
avidria e doenga de Newcastle

Para influenza avidria e doenga de Newcastle devem ser colhidos os seguintes materiais, dando
preferéncia a colheita de fragmentos de dreas com lesdes macroscépicas:

v' Pool de 6rgdos do sistema digestério: fragmentos de intestino delgado e de ceco
com tonsilas cecais;

v' Pool de 6rg3os do sistema respiratdrio: fragmentos de traqueia e de pulmdes; e
v' Pool de 6rg3os do sistema nervoso: fragmentos de cérebro e de cerebelo.

ITEM 2.3: Colheita e acondicionamento de d&rgaos - instrugées adicionais para
laringotraqueite infecciosa aviaria

Para amostras destinadas a pesquisa do virus da laringotraqueite infecciosa aviaria por
técnicas de biologia molecular (PCR ou qPCR) ou isolamento viral, recomenda-se que nao
sejam encaminhadas ao laboratorio as cabecas inteiras.
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A necropsia deve ser realizada na propriedade e os fragmentos dos oOrgéos de eleicédo
(traqueia, pulméo e ganglios trigémeos) devem ser encaminhados preferencialmente em
tubos plasticos.

ITEM 3: Colheita e acondicionamento de ovos bicados - instrugdes gerais
Os ovos bicados devem ser acondicionados em pools de no maximo 30 ovos bicados/pool.

As amostras devem ser enviadas refrigeradas e sem meio de transporte.

ITEM 4: Colheita e acondicionamento de suabes - instrugdes gerais

Os suabes devem ser mantidos Umidos, acondicionados em frascos ou tubos pldsticos inquebraveis,
com boa vedagdo para minimizar a ocorréncia de acidentes e o risco de exposicdo humana a agentes
infecciosos, e conter o meio de transporte recomendado.

ITEM 4.1: Colheita e acondicionamento de suabes - instruges adicionais para salmonelas

Para a colheita de suabes de cloaca, recomenda-se que sejam feitos pools de até 50 suabes de
cloaca em com 1 ml de meio de transporte por suabe.

Para colheita de suabes de arrasto ou propés, umedecer previamente a superficie de colheita com
agua peptonada tamponada a 1% ou solugdo fisioldgica. Deve-se garantir que todas as areas do
galpdo sejam amostradas, de modo que cada metade dos suabes de arrasto ou propés represente
cerca de 50% da superficie da instalacdo. Apds a colheita, os propés (virados ao contrario para ndo
remover o material aderido) e suabes de arrasto devem ser colocados em saco plastico ou outro
recipiente devidamente identificado e, preferencialmente, contendo meio de transporte. O
material utilizado para suabe de arrasto também podera ser utilizado para suabe de fundo de caixa
realizado no alojamento de pintinhos.

A partir da mesma amostra pode ser feita a andlise para todos os sorovares de salmonelas
contemplados no PNSA, portanto, ndo é necessario o envio de aliquotas separadas para cada um
dos agentes.

ITEM 4.2: Colheita e acondicionamento de suabes - instrug6es adicionais para micoplasmas

Para o diagndstico de micoplasmas recomenda-se que sejam feitos pools de até 2 suabes de
traqueia em 3 ml de meio de transporte.

A partir da mesma amostra pode ser feita a analise para todas as espécies de micoplasmas
contempladas no PNSA, portanto, ndo é necessario o envio de aliquotas separadas para cada um
dos agentes.

ITEM 4.3: Colheita e acondicionamento de suabes - instrugbes adicionais para influenza
avidria, doenca de Newcastle e laringotraqueite infecciosa aviaria

Os suabes de tragueia ou orofaringeos sdo os materiais de eleicdo para deteccdo de influenza
avidria em aves de producdo, enquanto os suabes cloacais sdo os preferenciais para deteccdo em
aves aquaticas. Tendo em vista as particularidades de cada espécie e de cada ensaio laboratorial
empregado, sugere-se que sempre sejam colhidos suabes de cloaca e de traqueia, independente da
espécie a ser amostrada.

Amostras oriundas de aves silvestres ou migratdrias, aquaticas ou ndo, devem ser acondicionadas,
preferencialmente, de forma individual, uma vez que estas espécies podem albergar mais de um
subtipo viral e a formagdo de pools contendo material de mais de uma ave pode inibir a detec¢do
de um ou mais subtipos.
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Os suabes podem ser acondicionados individualmente (1 suabe de traqueia ou de
cloaca/microtubo) ou em pools, com meios de transporte.

Para vigilancia ativa, os pools devem ser constituidos por, no maximo, 10 suabes/pool excetuando
a vigilancia ativa em sitios de aves migratdrias. Para a vigilancia passiva, os pools deverao ser de, no
maximo, 5 suabes/pool.

No momento da constituicdo dos pools é importante que seja mantida a proporc¢do de 1 suabe/ml
de meio de transporte e que os suabes de cloaca e de traqueia sejam agrupados separadamente.

ITEM 5: Colheita e acondicionamento de fezes frescas e meconio - instrucoes gerais

Para a colheita de fezes frescas (preferencialmente cecais) e mecdnio, as amostras devem ter
aproximadamente um grama cada e devem ser acondicionadas em pools de no maximo 300
amostras/pool.

As amostras devem ser colhidas em diferentes pontos distribuidos ao longo do galpao, enviadas
refrigeradas e sem meio de transporte.

4. MEIOS DE TRANSPORTE

Os suabes devem ser sempre acondicionados em meio de transporte, uma vez que a deteccao
do &cido nucleico e/ou a recuperacdo do microrganismo podem ser prejudicadas se 0s suabes
forem mantidos e transportados secos.

Adicionalmente, é importante atentar-se para o tipo e a propor¢do de meio de transporte a
ser utilizado para a colheita e transporte das amostras. Dessa forma, devem ser atendidas as
especificacbes dos meios para cada tipo das doencas contempladas pelo PNSA, além de se
manter a proporc¢do adequada de suabes/ml de meio de transporte.

Os meios de transporte devem ser adicionados nos frascos ou tubos plasticos de modo a
recobrir totalmente os 6rgaos colhidos.

A seguir estdo 0os meios de transportes a serem utilizados para as doencas contempladas pelo
PNSA, ressaltando-se que outros meios podem ser utilizados mediante prévia consulta e
aprovacao do DSA.

QUAL MEIO UTILIZAR?

ITEM 1: Meios de transporte para salmonelas
v' Agua peptonada tamponada 1%; ou
v Solugdo fisioldgica.

ITEM 2: Meios de transporte para micoplasmas
v' Caldo Frey

ITEM 3: Meios de transporte para influenza avidria, doenca de Newcastle e laringotraqueite
infecciosa avidria

v" Meio MEM (Meio Essencial Minimo);
v Caldo BHI (Brain Heart Infusion);
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v Caldo TPB (Caldo Triptose Fosfato Tamponado); ou

v Meio de transporte universal para virus (Universal Transport Medium - UTM ou
Viral Transport Medium - VTM).

Todos os meios devem conter antibidticos e devem ser formulados de acordo com o Plano de
Contingéncia para Influenza Aviaria e Doenga de Newcastle.

Em casos de investigacdo de suspeitas provaveis de influenza aviaria ou doenca de
Newcastle em que os meios de transporte preconizados ndao estejam disponiveis, os
suabes poderdo, excepcionalmente, ser acondicionados em solugcdo salina tamponada
com fosfato (PBS pH 7 - 7.2) ou em solugdo salina para lentes de contato (solucdo
simples, ndo desinfetante). Como os resultados dos testes laboratoriais podem ser
alterados pelo uso dessas solugdes, salienta-se que as mesmas s6 devem ser utilizadas
em casos excepcionais e sua utilizacdo deve ser claramente informada nos documentos
de encaminhamento das amostras.

Os suabes ndo devem ser encaminhados sem meio de transporte, pois a falta de umidade
pode levar a inativacdo dos agentes a pesquisar. Suabes que cheguem secos ao laboratério
sdo considerados inadequados para analise e rejeitados.

5. MANUTENGAO DA CADEIA DE FRIO

COMO FAZER?

A manuten¢dao da cadeia de frio do momento da colheita ao processamento do material no
laboratdrio é um ponto critico do processo. Portanto, é imprescindivel que a temperatura de
armazenamento das amostras seja mantida desde a origem e durante todo o transporte. Varia¢oes
de temperatura no decorrer deste processo podem levar a inativagdo dos agentes infecciosos que
se deseja pesquisar, com consequente obten¢do de resultados falso-negativos. Do ponto de vista
pratico, se um determinado material é mantido sob refrigeracdo (2 a 8°C) na origem, a mesma

temperatura devera ser mantida durante todo o transporte.

A quantidade e tipo de material refrigerante a ser utilizado depende do tipo de embalagem que
serd utilizada, do tempo de transito da amostra, da quantidade de material que precisa ser
refrigerado, da temperatura desejada durante o transporte e da esta¢do do ano.

Em virtude da complexidade envolvida no processo, ndo é possivel estabelecer proporcées de
acumuladores de frio em fun¢do da quantidade de material a ser transportado. No entanto, alguns
cuidados podem ser tomados a fim de minimizar a ocorréncia de rejeicdes por condi¢des
inadequadas de conservacao.

As amostras devem ser enviadas ao laboratério no menor lapso de tempo possivel. Periodos
prolongados de armazenamento, especialmente em temperaturas inadequadas, podem levar a
inativacdo dos agentes a serem pesquisados.

Nunca devem ser utilizados congeladores de refrigeradores domésticos para o armazenamento dos
materiais. E preferivel manter o material sob refrigeragao ou em gelo seco.

Evitar ciclos sucessivos de congelamento e descongelamento.

Quando a distancia a ser percorrida pelo material for grande e este puder ser mantido congelado,
dar preferéncia a utilizagdo de gelo seco. Neste caso, deve-se tomar o cuidado de utilizar
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embalagem dupla a fim de que o gelo seco ndo entre em contato direto com as amostras.
Lembramos que o transporte de gelo seco possui regulamentagdes especificas e estas precisam ser
observadas.

Quando for necessaria a utilizagdao de acumuladores de frio (como gel eutético ou gel refrigerante),
ndo é aconselhado que estes entrem em contato direto com as amostras, pois isso pode levar ao
congelamento indesejado de parte do material. A fim de evitar este problema, recomenda-se a
utilizacdo de separadores isotérmicos (placas de isopor, por exemplo), que tém por funcdo manter
o material refrigerante afastado das amostras e auxiliar no isolamento térmico.

No momento do acondicionamento dos acumulares de frio dentro da caixa de transporte, é
importante que a maioria deles seja colocado na parte de cima, pois o ar frio desce. Segundo
informacgdes encontradas na literatura, quando a capacidade isolante da embalagem de transporte
ndo for boa sugere-se colocar 30% dos acumuladores na parte de baixo e 70% deles na parte
superior da caixa.

Os espacos vazios dentro da caixa devem ser preenchidos (com papel ou isopor, por exemplo) a fim
de evitar a movimentacdao do material nela contida e auxiliar no isolamento térmico.

Atentar para o fato de que existem gelos reciclaveis especificos para manutencao da refrigeracado
ou do congelamento. Sendo assim, a utilizacdo do produto equivocado pode comprometer a
qualidade das amostras.

COMO ACONDICIONAR?

ITEM 1: Manutencao da cadeia de frio — instrugdes adicionais para salmonelas e micoplasmas

Amostras destinadas ao diagndstico bacterioldgico, incluindo as amostras de soro, devem ser
mantidas sob refrigeracdo (2 a 8°C) por, no maximo, 72h (considerando aqui o periodo de transito
ao laboratério). Nao encaminhar amostras congeladas.

ITEM 2: Manutenc¢ao da cadeia de frio — instrugdes adicionais para influenza aviaria, doenca de
Newcastle e laringotraqueite infecciosa aviaria

Amostras destinadas ao diagnodstico virolégico podem ser mantidas sob refrigeragdo (2 a 8°C) por
até 96h (considerando aqui o periodo de transito ao laboratério) ou congeladas a -80°C ou
temperaturas inferiores se houver necessidade de armazenamento por periodos superiores a 72h.

A manutengdo de suabes e 6rgdos a -20°C ndo é indicada, pois os virus da doenc¢a de Newcastle e
da influenza avidria sdo sensiveis a esta temperatura. Amostras de soro podem ser mantidas sob
refrigeracdo (2 a 8°C) ou congeladas (-20°C).

6. ENCAMINHAMENTO DE AMOSTRAS

COMO FAZER?

E recomendavel que o transporte do material ao laboratério ndo ultrapasse 2 dias. Sendo assim, a
utilizacdo de servicos de transporte rapido é a forma mais adequada de encaminhamento.

Evitar, salvo para as colheitas de amostras de suspeita provavel de doengas de notificacdo
obrigatdria, realizar as remessas de material ao laboratério durante os finais de semana e feriados,
pois o tempo de transito nestes casos pode ser ainda maior, aumentando o risco de perda e/ou
extravio do material. Mas quando necessario o encaminhamento dessas amostras ao LFDA -SP, o
laboratério devera ser comunicado com a maior brevidade possivel. Para tanto, solicita-se que seja
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encaminhado e-mail aos enderecos avi.lfda-sp@agricultura.gov.br e rec.lfda-
sp@agricultura.gov.br contendo as seguintes informagdes minimas:

v' Data da chegada do material;

v" Hordrio estimado de chegada;

v" Tipo e quantidade de amostras que est3o sendo encaminhadas; e
v

Quando possivel, uma copia do FORM-IN e do FORM-LAB devem ser anexadas ao
e-mail.

Em casos excepcionais, o LFDA-SP podera realizar a retirada de amostras de suspeitas provaveis no
aeroporto de Viracopos, quando nao for possivel despachar o material para entrega diretamente
no laboratério. Nesses casos, o SVO deverd informar, adicionalmente, o nimero do conhecimento
aéreo e colocar em cdpia o endereco sag.lfda-sp@agricultura.gov.br. Ressalta-se que as
companhias aéreas possuem regras proprias e hordrios definidos para liberacdo das remessas.
Sendo assim, o responsavel pelo envio das amostras deverd se informar previamente sobre o
hordrio em que a remessa estara disponivel para retirada por um representante autorizado do
LFDA-SP. Essa informacdo também devera ser repassada ao Laboratério nos enderecos eletrénicos
informados anteriormente.

Contatos telefénicos para comunicacdo de encaminhamento emergencial de amostras podem ser
feitos em um dos nimeros a seguir, mesmo fora do horario de expediente: (19) 3254-2329 / (19)
3254-2452 /(19) 3253-1461 / (19) 3253-2388 / (19) 3253-7630.

7. CONSIDERAGOES FINAIS

O sucesso das anadlises laboratoriais estad diretamente relacionado a qualidade do material colhido
e encaminhado. Sendo assim, cabe ao profissional de campo a responsabilidade pela manutencao
da integridade e qualidade das amostras desde a colheita até a remessa ao laboratério. Portanto,
recomenda-se fortemente que o Servico Veterindrio Oficial disponha de materiais e servigos
adequados para a colheita, armazenamento e o envio de amostras aos laboratdrios, preservando
todas as condig¢Oes ideais e orientagbes repassadas por este documento.
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