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Introducéo

Os casos de 1997 e 2003 de infec¢cdes humanas pelo HSN1 em Hong Kong e os
casos de 2003 de infecgcdes humanas pelo H7N7 nos Paises Baixos foram
causados por virus influenza aviarios altamente patogénicos. Geralmente é
aceito que nossa exposicdo continua aos virus influenza circulantes nas
espécies aviarias domésticas e selvagens, apresente uma ameaca pandémica e
atualmente existem acgcbes em todo o mundo para desenvolver medidas
profildticas de emergéncia para a influenza pandémica. Serd necessario
rapidamente desenvolver cepas vacinais seguras capazes de crescerem em
ovos ou células de mamiferos tdo breve como uma sinal de perigo pandémico
seja percebido e produzir vacina de acordo com a demanda epidemioldgica.
Esta avaliacao de risco provisoéria € intencionada para fornecer diretrizes para os
fabricantes de vacinas para a producédo de lotes pilotos de vacina para uso
experimental. Cada fabricante deve se preparar para a avaliar o risco, levando
em conta as praticas locais de trabalho, as medidas de controle de
biosseguranca locais e as medidas de controle ambiental locais. Os exemplos
usados nesta avaliacdo de risco se relacionam a um projeto de
desenvolvimento de vacina contra o0 H5N1, porém os argumentos sdo aplicaveis
a producao de vacina de qualquer virus com potencial pandémico. A medida que
mais informacdes se tornarem disponiveis, a avaliacdo do risco sera atualizada
e surgindo a necessidade para a produgcdo de vacina em larga escala, sera
produzida uma avaliacdo de risco revisada.

O genoma do virus influenza consiste de 8 segmentos. E provavel que um
recombinante natural de alto crescimento fornecerdA a base para o
desenvolvimento da vacina pandémica. O recombinante natural contera as
proteinas hemaglutinina (HA) e a neuraminidase (NA) do novo virus aviario ou
humano e as 6 proteinas restantes derivadas de um virus influenza humano
como o A/PR/8/34 (HIN1). Se um virus apatogénico adequado estiver
disponivel, os recombinantes naturais podem ser produzidos por tecnologia
convencional. No evento de que nenhuma cepa apatogénica adequada esteja
disponivel, o virus vacinal sera um recombinante natural contendo a HA e um
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virus influenza altamente patogénico, onde o gene HA tenha sido modificado
para remover o aminoacidos multi-basicos no peptideo de conexdo da HA. As
modificagOes para a HA seréo feitas para remover os determinantes conhecidos
de alta patogenicidade. Os recombinantes naturais serdo produzidos por
genética reversa usando uma estratégia de 8 plasmidios ou 12 plasmidios.

Sistema de 8 plasmidios

Oito plasmidios, cada codificando um dos genes do virus influenza estarédo sob a
direcéo do sistema de expresséao pol | - pol 1.

Sistema de 12 plasmidios

Oito plasmidios, cada codificando um dos genes do virus influenza estaréo sob a
direcdo do sistema de expressdo pol |. Quatro plasmidios expressardo as
proteinas PB1, PB2, PA e NP.

Resgate do virus

O virus sera resgatado da transfecgcao plasmidica de uma linha de célula Vero
aprovada para a producdo de vacina humana. O virus recombinante natural
contera seis segmentos do gene interno do virus PR8 e a NA e segmento HA
modificado de um virus aviario. O virus subsequiientemente sera crescido em
ovos ou em células de mamiferos.

Teste de patogenicidade

A patogenicidade viral sera avaliada em galinhas e furdes’.

Producéo da vacina

Cada companhia descrevera com brevidade seu préprio processo de
producéo.

Identificacéo do risco

Riscos associados com o virus recipiente

O virus influenza recipiente sera a cepa humana PR8. Este € um virus que tem
tido passagens extensivas em camundongos, furbes e ovos de galinha. O

resultado dessa histéria de passagem € quase completa inabilidade de
replicacdo no homem e completa atenuagéo para o homem (Beare et al, 1975).

! Animal também chamado doninha.



A razédo para a selecao do PR8 é sua capacidade para crescimento alto e nao
apenas em células de mamiferos, porém também em ovos embrionados de
galinha. Sempre desde o final da década de 60 o virus PR8 vem sendo usado
para produzir “recombinantes naturais de alto crescimento” em combinacdo com
a cepa vacinal do influenza A prevalente e o uso desses recombinantes naturais
como cepa vacinal tem aumentado a producdo em varias vezes. Esses
recombinantes naturais como cepas vacinais tém sido produzido por uma
combinacéo de infeccdo mista de ovos com PR8 e a cepa vacinal e um sistema
de selecdo baseado no uso do anticorpo anti-PR8 e crescimento em alta
diluicéo.

N&o existem riscos para a saude humana pelo virus PR8.
Perigos de elevacdo do produto genético inserido

Os produtos dos genes inseridos serdao a HA e NA modificadas de um virus
H5N1. A HA tera sido modificada de forma que os aminoacidos multi-basais no
peptideo de conexdo a HA serdo reduzidos a um simples aminoacido basico.
Essas proteinas influenza isoladamente ndo séo inerentemente infecciosas ou
prejudiciais.

Perigos de elevacao da alteragdo dos tracos patogénicos existentes

A proteina HA do influenza inserida tem especificidade por receptores do acido
sidlico nas moléculas de superficie celular. As HAs presentes nos virus influenza
A humanos preferencialmente se ligam aos receptores celulares contendo
residuos do &cido sialico vinculado ? 2, 6, enquanto que os virus influenza
aviarios preferencialmente se ligam ao acido sialico vinculado ? 2, 3 (Rogers e
D’'Souza, 1989). As células traqueais humanas tém principalmente residuos ? 2,
6 (Nelson et al, 1993), consequentemente a aquisicdo de uma HA aviaria por um
virus PR8 é esperada que minimize o potencial de ligacdo as células epiteliais
respiratorias humanas. Embora a especificidade do receptor ? 2, 3 de virus
aviarios reduzird a eficacia dessa ligacdo. Pode ndo completamente prevenir a
infeccdo no homem. Beare e Webster (1991) tiveram éxito na infeccdo de
voluntarios com uma variedade de virus influenza aviarios, embora a replicacao
tenha sido pobre. Entretanto Beare e Webster observaram que quantidades
extremamente grandes de virus avarios (entre 10%® e 10°2 doses infecciosas
aos ovos) tenham sido necessarias para a replicacdo no homem e que néo foi
possivel induzir a transmissao pessoa-a-pessoa. Em 1997, infec¢bes humanas
com um virus H5N1 aviario também teve lugar em Hong Kong, embora a
replicagdo desses casos tenha sido muito melhor, provavelmente devido a
natureza virulenta do virus. Em Hong Kong, as pessoas foram expostas a altos
titulos de virus H5N1 em fezes contaminadas, o que pode ter sido uma das
razbes para a transmissdo dos passaros ao homem. Entretanto, como nos
estudos experimentais, houve pouca transmissado pessoa-a-pessoa ou henhuma
do virus H5N1 em 1997. Isto também foi o caso com a ocorréncia mais limitada



de infeccdo humana com o virus aviario HON2 em 1999. Conseqlientemente na
conclusdo, a presenca de uma HA H5 na superficie do virus recombinante
natural PR8 x H5N1 é provavelmente a apresentacdo de ligacdo extremamente
fraca nas células humanas com probabilidade muito baixa de infeccdo humana.

A proteina HA do virus influenza deve ser dividida em HAl1 e HA2 pelas
proteases da célula hospedeira para uma infeccdo produtiva. A patogenicidade
dos virus influenza A H5 e H7 para aves domésticas é amplamente determinada
pela presenca de aminoacidos multi-basicos no peptideo de conexdo a HA. As
HAs dos virus altamente patogénicos podem efetivamente se dividir por
proteases, que Sd0 expressas na maioria dos organismos de passaros e
homem. Entretanto, as HAs dos virus ndo patogénicos contém um residuo Unico
basico no peptideo de conexdo que pode apenas ser dividido por tripsina tipo
proteases que estdo restritas a certos tipos de célula, p.. ex. células epiteliais
gue revestem o trato respiratéorio humano e o intestino dos passaros.
Consequentemente a HA divisivel determina a especificidade do tecido e é o
principal determinante da patogenicidade. Tém se obtido evidéncias diretas de
gue a divisdo da HA e a especificidade do receptor HA tem um efeito sobre o
tropismo tissular de um virus H7N1 aviario, A/Fowl Plague/Rostock/34 em
embrides de galinha, camundongos e furbes esteve diretamente relacionada a
posse de aminoacidos multi-base. Estudos realizados na OMS em Téquio (M
Tashiro, dados n&@o publicados), tém demonstrado que a remocdo dos
aminod&cidos béasicos alterou as infec¢des pelo HSN1 de uma infecgdo sistémica
fatal para uma infecgéo localizada néo patogénica em galinhas, camundongos e
furdes. Hatta et al (2001) tem também demonstrado por engenharia genética
reversa que a alta divisibilidade do HA H5N1 devido a presenca de aminoacidos
multi-bases foi uma exigéncia essencial para uma infeccdo letal em
camundongo. De certo, ndo é possivel examinar a patogenicidade da infeccéo
pelo virus influenza no homem, porém um exame de virus H5N1 por Gao et al
(1999) tem fornecido evidéncias de que a patogenicidade em camundongos é
semelhante em humanos. A ocorréncia de faléncia mdultipla de 6rgédos apos
infeccdes pelo H5N1 é sugestiva de um tropismo tissular ndo usual, porém
nenhuma evidéncia para a replicacado viral for a do pulm&o tem sido encontrada
(To et al, 2001). Consequientemente as evidéncias disponiveis sugerem que a
viruléncia dos virus H5N1 de 1997 para o homem esteve relacionada a presenca
de aminoacidos multi-basicos. Conseqiientemente é considerado aconselhavel
remover 0os aminodcidos basicos da HA do virus H5N1 de 2003 a fim de reduzir
0 potencial para lesdo ao homem. Este procedimento também aumentara a
seguranca dos recombinantes naturais para as espécies aviarias (ver
posteriormente sob avaliacdo do risco ambiental).

A escolha da cepa PR8 para a recombinagdo natural é também por causa de
sua atenuacdo comprovada para o homem. As informacgdes publicadas indicam
gue um recombinante natural PR8 com um genatipo 6:2 (6 segmentos do PRS,
HA e NA de um virus influenza humano do tipo selvagem é avirulento no homem
(Florent, 1980; Beare e Hull, 1971; Beare et al, 1975; Oxford et al, 1978). De



fato Florent et al (1977) e os estudos realizados pela OMS em Toquio (M
Tashiro, dados nédo publicados) tém mostrado que o grau do atenuagédo aumenta
a medida que os recombinantes naturais incluem mais genes PR8. Neste
projeto, os recombinantes naturais derivaram do virus H5N1 de 2003 conteréo
seis dos oito genes virais do PR8 que é o maximo alcancavel dentro do alvo
cientifico do trabalho. Espera-se conseqlientemente que um recombinante
natural carreando 6 genes internos do virus PR8 e a NA e a HA modificada do
virus H5N1 também serdo atenuados para o homem.

Todas as evidéncias acima sobre a replicagdo viral no homem é baseada em
recombinantes naturais com HAs derivadas de virus influenza humanos, que
preferencialmente se ligam a células receptoras abundantes no epitélio
respiratorio humano (? 2, 6 vinculado a residuos do &cido sialico). Os
recombinantes naturais criados neste projeto contém uma HA do H5 aviario que
tem uma preferéncia pelo ? 2, 3 vinculada a residuos, de forma que se tem
pouca expectativa de que os recombinantes naturais H5N1 serdo capazes de se
ligar e replicar em células humanas. Embora esteja claro na experiéncia de
Hong Kong de 1997 que os virus influenza H5N1, os quais exibem a
especificidade ao acido sidlico a 2, 3 puderam se replicar em humanos, deve se
observar que a patogenicidade do virus influenza ndo depende unicamente da
HA, porém é uma peculiaridade poligénica e o virus H5N1 de 1997 tinha genes
PB2 e NS1 ndo usuais que influenciaram a patogenicidade. As alteragbes no
gene PB2 dos virus H5N1 de 1997 foram suficientes para atenua-los em
camundongos (Hatta et al, 2001) e as alteracdes na proteina NS1 tornou esses
virus resistentes aos efeitos de interferons e outras citocinas produzidas como
parte de uma resposta imunolégica natural (Seo et al., 2002). As alteragcfes do
NS1 conferiram um fenétipo altamente virulento que permitiu a replicagdo para
continuar incontrolado in vivo. Neste caso mesmo um virus com pouca afinidade
para seu receptor foi capaz de se replicar (embora ndo se transmitir). Em
contraste, 0s virus com a constelacdo genética interna PR8 sdo claramente
sensiveis as restricdes imunoldgicas naturais que prevenirdo o estabelecimento
de infeccdo por um virus aviario em humanos. Isto pode bem explicar o por que
nos surtos de influenza aviario antes de 1997, nenhuma evidéncia de
transmissao de passaros ao homem vem sendo observada e também o porque
durante muitos anos de manejo laboratorial de altos titulos de virus aviario (um
dos quais [A/FPV/Dobson] sabe-se conter um gene que se adapta para
replicacdo em células de mamifero), nenhum trabalhador tem aparentemente
sido afetado por esses virus (Almond, 1977).

O recombinante natural H5N1 x PR8 criado neste projeto ndo contera a
constelagcdo genética considerada necessaria para a patogenicidade em
galinhas, camundongos e furdes.

Os recombinantes derivados de PR8 vém sendo usados rotineiramente para a
producdo de vacinas inativadas contra o influenza nos ultimos 30 anos. Este
trabalho envolve a produgdo de muitos milhares de litros de fluido alantéide de



ovos infectados, que criara aerossois substanciais de virus recombinante
naturalmente dentro das plantas de fabricagdo. A maioria dos recombinantes
naturais foram feitos a partir de cepas humanas do tipo selvagem que néo
tinham ainda se circulacdo ampla. Consequientemente, embora o pessoal da
fabricacdo estivesse suscetivel a infeccdo pelo virus do tipo selvagem, ndo tém
ocorrido casos anedéticos ou documentados re doenga humana relacionada ao
trabalho, resultante da exposi¢cao aos recombinantes naturais. Isto é mais um
testemunho para a atenuacdo dos recombinantes naturais PR8.

A estabilidade genética dos virus recombinantes naturais € um importante ponto
considerando que os virus aviarios H5 e H7 do tipo selvagens ndo patogénicos
sao a fonte de virus altamente patogénicos. Os estudos de um recombinante
natural HSN3 ndo patogénico entre A/Goose/Hong Kong/437/99 e PR8 néo tém
mostrado evidéncias de reverséao a viruléncia (galinhas, camundongos e furbes)
apos 10 passagens em ovos in eggs (R Webster, dados nao publicados).

Os virus H5N1 recombinantes naturais serdo avaliados e considerados
negativos para a patogenicidade no teste estatutério de patogenicidade
intravenosa em galinhas (indice PIV de 1,2 ou menos) e em furdes
(sintomas clinicos e de replicagcdo viral consistentes com aqueles
induzidos pelo virus atenuado parente [p. ex.: PR8] e distintos da infec¢éo
pelo virus aviario H5N1). Os testes para a seguran¢ca em camundongos
podem também ser realizados. Os virus recombinantes naturais podem
entdo ser distribuidos aos fabricantes de vacina.

Os furdes tém sido extensivamente usados como um bom indicador de iruléncia
do virus influenza para o homem (revisado por Smith e Sweet, 1988).
Tipicamente, os virus influenza humanos causam letargia, corrimento nasal e
ocasionalmente febre e a replicacdo viral é limitada ao sistema respiratorio. O
virus PR8 tem sido avaliado em furbes e causa poucos ou nenhum sintoma e a
replicacdo viral é limitada ao trato respiratorio superior. Entretanto o virus H5N1
de 1997 em Hong Kong replicou por todo o corpo, causou febre, perda de peso
e ocasionalmente morte (Zitzow et al, 2002). Assim, nos termos de prognosticar
uma infeccdo humana altamente patogénica ou uma infecgéo que seja atenuada
para o homem, o furdo é o melhor modelo disponivel.

Riscos potenciais da sequéncia ser transferida a
microrganismos relacionados

Os virus influenza facilmente trocam os genes pelo processo de recombinagéo
natural. Assim existe uma possibilidade teoérica de que os recombinacdes
naturais secundarias poderdao ocorrer no recombinante H5N1 x PR8
recentemente criado e naturalmente ocorrerem virus influenza animais ou
humanos. Embora seja considerado que o recombinante natural H5N1 x PR8
nao sera infeccioso e atenuado para o homem, um recombinante secundario
com um virus influenza humano, pode ser infeccioso para o homem e possui



uma ameaca epidémica. Geralmente considera-se tecnicamente dificil produzir
recombinantes in vitro e apenas poucos laboratorios no mundo tém sucesso com
essa técnica. Além disso, a chance de producdo de recombinantes naturais
entre os virus aviarios e mamiferos é extremamente pequena, como foi
demonstrado por uma falta de sucesso na producédo de vacina recombinante
H5N1 em 1997 (Reino Unido, virus suinos e aviarios; Austrdlia e EUA, virus
aviarios e PR8). Quando essas dificuldades sé@o consideradas, juntas com o
provavel evento de que as medidas de contencédo laboratorial permitiria um virus
H5N1 x PR8 de infectar o homem e produzir um recombinante natural, o risco
desse evento é baixo. Deve também ser considerado que os criadores de aves
domeésticas e porcos sdo continuadamente expostos aos virus influenza animais
e tem ocorrido poucos casos documentados de infeccdo humana com um
recombinante natural entre um virus aviario e o virus influenza humano. O risco
desses recombinantes naturais para as espécies animais seréo consideradas na
secao sobre a avaliagdo do risco ambiental.

Possibilidade de dano a saude humana

Por probabilidade de uma especificidade do receptor aviario, a atenuacdo do
PR8 e perda dos aminoacidos multi-basicos no peptideo de conexdo a HA,
espera-se que o recombinante natural H5N1 x PR8 ndo sera capaz de infectar o
homem ou causar dano a saude humana. Como descrito acima, existe uma
possibilidade remota de recombinacdo natural com virus humanos normais e
esses recombinantes pode ser competentes quanto a replicagdo no homem,
embora as barreiras do receptor aviario ainda atuariam para restringir a infeccao.
Em uma situacdo extrema esse recombinante se tornaria bem adaptado a

infecgdo humana e causaria atividade epidémica ao redor do mundo.

Entretanto a probabilidade desse evento € pouca.
Determinacdo de um nivel provisorio de contencéo

O virus parental PR8 € um agente biolégico do grupo 2 de perigo e a HA do
virus H5N1 sera submetido a engenharia genética de forma que o virus
resgatado ndo sera patogénico. O nivel provisério de contencdo sera
Biosseguranca nivel 2+ (BSN2 com controles adicionais no local, ou seja,

BSN2+).

Natureza do trabalho e revisdo das medidas de controle para
salvaguardar a saude humana

Cada laboratério deve revisar suas proprias medidas de controle a luz do
futuro e a natureza das instalagbes laboratoriais, entretanto os itens
seguintes podem ser usados como guia:



? De modo ideal um laboratério BSN2+ deve ser mantido em uma pressao
negativa em relacdo a atmosfera e todas as manipulagdes virais fora de
containers selados devem ser feitas dentro de uma cabine de seguranca
microbiolégica. Entretanto isto pode nao ser possivel em um ambiente de
fabricacdo e medidas alternativas de controle podem ser necesséarias:

0 Uso de sistemas adequados de barreira

o Onde manipulag¢des virais em uma bancada aberta sdo inevitaveis,
o0 pessoal deve ser protegido pelo uso de respiratorios de face
altamente poderosos, equipados com filtros HEPA.

o Consideracdes devem ser dadas a profilaxia antiviral para o
pessoal na area de producdo e aqueles em areas adjacentes..

? O banho ndo é necessario, considerando que roupas protetoras e
procedimentos de lavagem das méaos sdo normalmente considerados
adequados para proteger a saude humana e o ambiente para este nivel
de perigo.

? Nao deve existir necessidade de inativar o efluente da bacia de méos e
pias, porque qualquer efluente liquido de pias deve ter sido desinfectado
por procedimentos validados e existe pouco risco de efluentes de
lavagem das maos apresentarem um perigo ao ambiente.

Um codigo de pratica para o trabalho deve ser preparado, com as caracteristicas
chaves abaixo:

? Procedimentos para prevenir exposicdo do recombinante natural HSN1
aos virus influenza animais e humanos. O pessoal deve ter recebido uma
vacina convencional contra o influenza para limitar a suscetibilidade a
infeccdo pelos virus humanos normais. Se lotes pilotos de vacina H5
estiverem disponiveis, o pessoal deve recebé-los. Deve existir uma
Politica de Saude Ocupacional para a profilaxia antiviral ou para
tratamento pds-exposi¢do acidental ao virus recombinante natural H5SN1.

? Revisdo de todas as praticas de trabalho para minimizar a criagdo de
aerossois do virus vacinal.

? Procedimentos para a descontaminacdo segura de rejeitos e
equipamento.

? Procedimentos de emergéncia (p. ex.: derramamentos) documentados.

? Programa de treinamento documentado do pessoal.



Perigos ambientais e quais medidas adicionais de controle
necessarias

Os virus influenza séo capazes de infectarem naturalmente uma variedade de
espécies animais (passaros, porcos, cavalos, o homem, mamiferos aquaticos,
furdes), embora existam restrices por parte do hospedeiro que limitam o leque
de hospedeiros para certos subtipos de virus. Considerando que o recombinante
natural H5N1 tera uma especificidade pelo receptor aviario, os passaros seriam
as espécies teoricamente mais suscetiveis. Qual seria a contribuicdo dos genes
internos PR8 para replicacdo e viruléncia em passaros? Brown et al (2001=
demonstrou que a adaptacdo de um virus influenza H3N2 para viruléncia
aumentada em camundongos, poderia resultar em uma variedade de mutacdes
em genes virais diferentes. Trés muta¢des do H3N2 foram comuns com o virus
H5N1 de Hong Kong e uma (PA -556) foi compartilhada com o virus PR8. Assim
poderia ser arglido que a aquisicdo dos genes PR8 pode indicar risco
aumentado para animais. Entretanto Hatta et al (2002) tem demonstrado
recentemente pelo uso de genética reversa, que a aquisicdo de apenas um gene
PR8 por um virus influenza aviario anula a replicacao viral em patos. Baseado
neste trabalho, um virus aviario com seis genes internos do virus PR8 néo seria
esperado se replicar em passaros. De fato as evidéncias experimentais tém
demonstrado que o virus PR8 é atenuado em nao apenas o homem (ja
discutido), mas também as galinhas (Subbarao et al 2003). Além disso, um
recombinac¢do natural entre o PR (genes internos) e o virus H5N1 de Hong Kong
(NA e HA com aminoacido basico Unico) foi apenas capaz de se replicar em
galinhas e nao foi letal. Estudos similares tém sido realizados com o virus H5N1
de Hong Kong de 2003 no WHO CC Memphis (R Webster, dados néao
publicados), onde o recombinante PR8 néo replicou ou causou sinais de doenca
em galinhas. A remocao dos aminoacidos multi-basicos dos recombinantes H5
x PR8 em ambos os estudos indubitavelmente desempenhou um papel na
reducdo do risco para as galinhas.

E concebivel que os porcos sejam suscetiveis a infecgdo pelo recombinante
natural H5N1, considerando que os virus com especificidade a receptor aviario
s&o conhecidos como replicadores nesta espécie. E também possivel que essas
espécies seriam suscetiveis a recombinagdes naturais secundarios entre 0 virus
recombinante natural H5N1 e virus suino. De fato existe evidéncia que
recombinagBes naturais triplices entre os virus influenza aviarios, suinos e
humanos podem circular em porcos nos EUA (Webby et al, 2000).

Cada laboratério avalia o risco de infec¢do aviaria ou suina baseado na
probabilidade de espécies aviarias ou suinas na vizinhanca e controles de
laboratério em uso.

O codigo de laborat6ério para este trabalho previne que o trabalho seja realizado
com outros virus influenza animais no momento do trabalho de recombinacéo,



de forma que o risco de eventos de recombinacéo adicional dentro do laboratério
seja eliminado.

E também sabido que os camundongos podem ser experimentalmente
infectados por alguns virus influenza e a cepa do PR8 é conhecida como letal
para camundongos. Nao se conhece se o recombinante H5N1 sera capaz de
replicar em camundongos, porém etapas devem ser seguidas para prevenir a
exposicao de camundongos selvagens e fuga dos camundongos do laborat6rio.
Cada laboratério comenta as medidas de controle de roedores no local

Consequentemente, em resumo, ndo existem medidas adicionais necessarias
para protecdo ambiental.

Designacéo do nivel de contencéo

BSN2+
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