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Apresentacao

Os produtos oriundos da pesca e da aquicultura sdo consumidos no Brasil e em todo
mundo, e como tal, apresentam caracteristicas sanitarias especificas no que tange a
saude dos organismos aquaticos sob cultivo e de vida livre e aos riscos a saude dos

consumidores.

No Brasil, a responsabilidade sobre a regulacdo e fiscalizacdo da saude animal de
organismos aquéticos é do Ministério da Pesca e Aquicultura do Brasil (MPA), de
acordo com a Lei Federal n°® 11.958, de 26 de junho de 2009 e o Decreto n°® 7.024, de
07 de dezembro de 2009.

Dentre as diversas atividades que comp8em o monitoramento e controle da sanidade
dos animais aquaticos no Brasil se destaca o processo de coleta, acondicionamento e
remessa de amostras oficiais para analise nos laboratérios da Rede Nacional de
Laboratérios do Ministério da Pesca e Aquicultura — RENAQUA, considerando as
diversas espécies, enfermidades, situacdes sanitarias e técnicas encontradas no

cultivo e captura de pescado no pais.

Dessa forma, o MPA, por meio da criacio da RENAQUA e de regulamentos
especificos, vem padronizando os procedimentos e processos necessarios ao
diagnéstico de enfermidades em animais aquaticos, fortalecendo assim a defesa

sanitaria das cadeias produtivas de pescados.



Definicbes
MPA - Ministério da Pesca e Aquicultura: Possui, dentre outras competéncias, a

responsabilidade sobre o monitoramento e controle da sanidade aquicola e pesqueira.

SEMOC - Secretaria de Monitoramento e Controle da Pesca e Aquicultura (Figura 2.
Estrutura do MPA).

DEMOC — Departamento de Monitoramento e Controle (Figura 1. Estrutura do MPA).
CGSAP - Coordenacao-Geral de Sanidade Pesqueira (Figura 1. Estrutura do MPA).

Estrutura do MPA.

SEPOA SEPOP SEIF

H

CGCOP CGMIP

Fonte: CGSAP/DEMOC/SEMOC/MPA

MAPA — Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento — Orgédo responsavel

pela seguranca alimentar dos produtos da pesca e aquicultura.
RENAQUA — Rede Nacional de Laboratérios do Ministério da Pesca e Aquicultura.
AQUACEN - Laboratério Oficial Central da RENAQUA.

LAQUA — Laboratério da Rede RENAQUA.



OIE - Organizacdo Mundial de Satude Animal — Férum internacional de referéncia para
discusséo e estabelecimento de pardmetros para saude animal, reconhecido como

referéncia para o comércio internacional de animais e produtos de origem animal.
EPI — Equipamento de Protecao Individual.

Aquicultura — Cultivo de organismos cujo ciclo de vida em condi¢cdes naturais se da
total ou parcialmente em meio aquético. A aquicultura pode ser tanto continental (Agua

doce) como marinha (agua salgada), esta chamada de maricultura.
Carcinicultura — Criagdo de camar&o em viveiros, ou ainda de caranguejos e afins.
Piscicultura — Criacao de peixes em tanques escavados ou tanques-rede.

Malacocultura — Produg&o de moluscos, como ostras, mexilhdes, caramujos e vieiras.
A criacdo de ostras é conhecida por Ostreicultura e a criacdo de mexilhdo por

Mitilicultura.

Servico Veterinario Oficial (SVO) — Servigo Veterinario federal, dos estados e
municipios, responsavel pelo monitoramento, controle, regulacdo e fiscalizagdo

sanidade pesqueira e aquicola.

Veterinario Privado Habilitado - Médicos Veterinarios particulares que atenderem as

exigéncias legais do MPA para a execuc¢ao de determinadas atividades oficiais.
UVL — Unidade Veterinaria Local.

FORM-IN — Formulario de Investigagédo de Doencgas — Inicial.

FORM-COM - Formulério de Investigacdo de Doencgas — Complementar.

Amostra Oficial — Amostra coletada por médico veterindrio do SVO para fins de
atendimento a investigacdo epidemiolégica, programas sanitarios, estudos
epidemioldgicos, fiscalizacbes e demais atividades, a critério do SVO, analisada em

laboratério oficial.
Coleta Oficial — Coleta de amostra oficial, realizada por médico veterinario do SVO.

Unidade epidemioldégica — Grupo de animais com uma relacdo epidemiologica
definida e que apresenta a mesma probabilidade de exposicdo a um patdgeno, por

exemplo, por dividir um ambiente em comum (por exemplo, varias propriedades que



realizam a captacdo de 4gua em um mesmo estuario), ou por praticas compartilhadas

de manejo.

Foco — Unidade epidemiologica onde foi constatada a presenca de um ou mais

animais acometidos por qualquer uma das doencas alvo.

Unidade amostral — Menor divisdo da populacao da qual a amostra € obtida; é cada

individuo.

Prevaléncia — Numero total de casos de uma doenca existentes num determinado

local e periodo em uma dada populagao.

Incidéncia - Numero de novos casos surgidos numa determinada populagdo e num

determinado intervalo de tempo.

Caso Suspeito — Sera considerado caso suspeito qualquer aumento subito na taxa de
mortalidade em uma unidade epidemioldgica, independente da fase de vida dos

animais.

Doencgas alvo — S&o as doencas de notificagdo para OIE, bem como as doengas de

interesse para o pais (endémicas, emergentes ou exoticas).

Plano de Contingéncia — Conjunto de procedimentos e medidas a serem adotadas
no caso de ocorréncia inesperada de um foco de doenga, com o objetivo de conter,

mitigar e erradicar o agente e a doenga 0 mais rapido possivel.

Sistema de Producédo Aberto: Sistema em que ndo ha controle nem do movimento
dos animais nem do fluxo de agua, tais como: pesca, retirada de moluscos bivalves

dos bancos naturais e outras atividades extrativistas.

Sistema de Producdo Semi-aberto: Sistema em que ha controle do movimento dos
animais, mas ndo ha controle do fluxo de &agua, tais como: cultivo de moluscos

bivalves em lanternas, tanque-rede, gaiolas.

Sistema de Producdo Semi-fechado: Sistema em que h& controle do movimento dos
animais, e algum controle do fluxo de &gua, tais como: tanque-escavado, tanque

edificado (revestido) agudes, e sistema de fluxo continuo (raceways).

Sistema de Producéo Fechado: Sistema em que ha controle tanto do movimento dos
animais quanto do fluxo de &gua, tais como: aquarios, e outros cultivos com

recirculagéo total da agua.



Base Legal

O Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA), criado no ano de 2009, por meio da Lei
Federal n°® 11.958, de 26 de junho de 2009, possui, dentre suas competéncias
institucionais, o monitoramento e controle da sanidade pesqueira e aquicola, atribuido
pelo Decreto n® 7.024, de 07 de dezembro de 2009, que regulamenta a alinea “e” do
inciso XXIV do artigo n® 27 da Lei n°® 10.683, de 28 de maio de 2003 (Dispbe sobre a
organizacao da Presidéncia da Republica e dos Ministérios, e da outras providéncias),
alinea essa que tem por objetivo descrever a sanidade pesqueira e aquicola,
compreendendo “as acdes do Ministério da Pesca e Aquicultura que objetivem a
saude de organismos aquaticos sob cultivo, o controle de organismos aquaticos para
fins ornamentais e a qualidade do pescado a ser utilizado como matéria-prima para
fins de manipulagdo, processamento nos estabelecimentos industriais e venda direta

ao consumidor”.

Por fim, a Portaria MPA n° 523, de 02 de dezembro de 2010 (Regimento Interno do
MPA), detalhou as a¢des de sanidade pesqueira e aquicola e atribuiu & Coordenacao-
Geral de Sanidade Pesqueira (CGSAP) a responsabilidade de execuc¢édo de tais acoes;
assim, ficou a cargo da CGSAP a coordenacao, promogao e fiscalizagdo da execugdo

de planos de contingéncia para doencas dos animais aquaticos.

Porém até a transformacédo da Secretaria Especial de Pesca e Aquicultura (SEAP/PR)
em MPA (Lei Federal n° 11.958, de 26 de junho de 2009), a maior parte da legislacdo
editada que aborda o tema "defesa da salde dos organismos aquaticos" foi publicada
no ambito do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), 6rgao
responsavel pela a defesa sanitaria dos animais terrestres no Brasil. Dessa forma, a
sanidade dos animais aquaticos conta atualmente apenas com um Programa Nacional
de Sanidade de Animais Aquaticos — PNSAA, instituido pela Instrucdo Normativa
MAPA n° 53, de 02 de julho de 2003.

Dessa forma, o MAPA permanece como responsavel pela sanidade dos animais
terrestres no Brasil, e 0 MPA responséavel pela sanidade dos animais aquéticos. Tal
divisdo de competéncias foi harmonizada entre os 6rgdos através do Acordo de
Cooperacdo Técnica n° 06/2010, celebrado entre 0 MPA e o MAPA. Essa situagéo é
reforcada pelo disposto no inciso VI da clausula quinta do referido acordo, onde é
reforcada a posicdo do MPA guanto a sua responsabilidade na elaboracdo e execucéo

de programas de controle e erradicacdo de enfermidades de animais aquaticos.
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Introducéo

O presente Manual descreve os procedimentos para coleta e remessa de material
para o diagndstico das principais doencas infecciosas de peixes, crustaceos e

moluscos bivalves.

O objetivo desse Manual € padronizar a coleta, acondicionamento e preservacao das

amostras, possibilitando o diagnéstico de doencas em animais aquaticos.

Cabe ressaltar que a coleta e acondicionamento inadequados podem acarretar no
comprometimento dos resultados das andlises ou mesmo impossibilitar as mesmas,
implicando em prejuizos para a eficiéncia e eficacia do sistema de defesa sanitéria de

animais aquaticos.

Esse Manual nao pretende esgotar todos os assuntos relativos a coleta de amostras,
contudo, abre a possibilidade para uma discusséo focada e tecnicamente embasada.
Dessa forma, em caso de duvidas, o fiscal responsavel pela coleta devera entrar em

contato com os técnicos da RENAQUA para esclarecimento de possiveis dividas.

Notificagdo ao Servigo Veterinario Oficial — SVO

Todo médico veterinario (do Servi¢o Veterinario Oficial ou n&o), proprietario, produtor,
transportador de animais, fornecedor de insumos ou ainda qualquer outro cidaddo que
tenha conhecimento de suspeita da ocorréncia de alguma das doencas alvo fica
obrigado, de acordo o Decreto n° 5.741, de 30 de marco de 2006 (organiza 0 Sistema
Unificado de Atencéo a Sanidade Agropecuéria - SUASA), a comunicar imediatamente
o fato a unidade local do servico veterinario oficial mais proxima. Tal comunicacdo
podera ser efetuada pessoalmente, por telefone, fax ou qualquer outro meio de
comunicacao disponivel, desde que fornecidas as informacfes necessarias que

possibilitem a investigacdo da suspeita de foco e a identificacdo do comunicante.
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Manual de Coleta e Remessa de Amostras para
Diagnéstico de Enfermidades de Animais
Aquaticos na Rede Nacional de Laboratorios do
Ministério da Pesca e Aquicultura - RENAQUA

1. INSTRUCOES GERAIS
1.1.BIOSSEGURANCA NA COLETA E REMESSA DE AMOSTRAS
1.1.1. EQUIPAMENTOS DE PROTECAO INDIVIDUAL (EPI)

Os Equipamentos de Protecdo Individual (EPI) sdo quaisquer meios, dispositivos ou
ferramentas destinadas a eliminar ou minimizar possiveis riscos a salde ou seguranca

do usuario durante o exercicio de uma determinada atividade.

No caso especifico da coleta de amostras oficiais, o EPI se destina a proteger o
técnico responsavel pela coleta, bem como a evitar possiveis contaminacdes ou

alteracdes de caracteristicas quimicas, fisicas ou microbiolégicas das amostras.
Dessa forma, sdo EPI indispensaveis para coleta de amostras de animais aquaticos:

a. Luvas descartaveis de borracha ou silicone — Que possibilitem o
isolamento entre as maos do responsavel pela coleta e a amostra e sejam

impermeaveis a agua e demais liquidos.
b. Bota de borracha — Impermeavel e de facil higienizagéo.
c. Avental — De material resistente a agua e demais liquidos.

d. Jaleco ou macacdo — Que permita protecdo do vestuario primario do

responsavel pela coleta.

e. Mascara descartavel e 6culos de protecao — Utilizado para evitar o contato
acidental de material biologico, fixadores e outras substancias quimicas
potencialmente irritantes, toxicas e nocivas com os olhos e boca do

responsavel pela coleta.
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f. Colete salva-vidas — Tem por objetivo evitar casos de afogamento das
pessoas envolvidas na coleta, em casos de acidente ou queda acidental na
agua durante os procedimentos realizados abordo de embarca¢gfes em aguas

continentais (lagoas, represas, rios etc.) e no mar.

1.1.2. EQUIPAMENTOS PARA CONTENCAO/MANIPULACAO DOS
ANIMAIS

Conter um animal significa limitar seus movimentos ou, até mesmo, imobiliza-lo
completamente. A contengcdo de um animal pode ser: (1) fisica, quando utilizamos as
ma&os ou algum equipamento, ou (2) quimica, quando utilizamos tranquilizantes ou

anestésicos.
e Contencao Fisica

Para captura e contencdo dos animais deverdo ser utilizados redes e pucas que
possibilitem a apreenséo dos individuos com o0 minimo de estresse possivel. No caso
de moluscos bivalves, as pencas, lanternas, travesseiros ou “long-lines” deverdo ser

trazidos a bordo da embarcacado para possibilitar coleta dos individuos.

Redes e pucés utilizados para apreensdo dos animais

Para a contencdo fisica pode-se utilizar apenas as maos protegidas por luvas ou

equipamentos especificos, tais como:

a. Bandeja branca de polietileno ou de ago inoxidavel — Que possibilite uma
superficie plana, higienizavel e adequada a manipulacdo dos animais ou das

amostras.

b. Material cirargico (tesoura romba/fina, pinca anatémica, pinca “dente de
rato”, cabo de bisturi, laminas para bisturi e outros) — Necessarios a
manipulacdo, evisceracdo ou seccao anatdbmica de 6rgados especificos para

coleta da amostra.
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c. Balde plastico de facil higienizacdo — Para identificacdo dos animais,

aclimatacéo, abate e demais necessidades.

d. Sacos plasticos transparentes — Para o acondicionamento e transporte dos

animais e/ou amostras.

e Contencdo Quimica (de peixes)

Quando necessaria, a contencdo quimica deve ser realizada por médico veterinario,
por meio do uso de produtos analgésicos e/ou anestésicos diluidos na agua, todavia

sendo necesséria a prévia contencgdo fisica.

A utilizagdo da contencdo quimica dos animais implicard na impossibilidade de

aproveitamento condicional das carcagas para consumo.

A escolha do produto utilizado para contengdo quimica devera levar em conta a
espécie do animal a ser contido, seu tamanho e peso, metabolismo e a possibilidade

de interferéncia entre o produto utilizado e o0 método de diagndéstico a ser realizado.

A administracdo do produto deve ser realizada por imersdo (mergulhar o animal na
solucédo anestésica / analgésica). E uma técnica analoga a anestesia inalatoria para
animais terrestres. Dessa forma, os produtos deverao ser diluidos ou homogeneizados

na agua para serem absorvidos pelo sistema respiratorio dos animais.
Dentre os compostos mais utilizados (e concentragfes adotadas) encontram-se:

a. Benzocaina;
i. Dose: 40 a 100 mg/L;
b. Metanosulfonato de tricaina;
i. Dose: 50 a 100 mg/L;

Fenoxietanol;

T

i. Dose: 0,6 almg/L;

Observacédo: Aconselhdvel o uso de luvas para manipulacdo (potencial

cancerigeno);

d. Esséncia de Cravo da india (Eugenol);
i. Dose: 50 a 100 mg/L;
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Observacdo: Aconselhavel o uso de luvas para manipulagédo

(irritacdo cutanea).

Logo, para realizar a imersdo devera ser utilizado recipiente que possua volume

tamanho suficiente para comportar tanto o peixe quanto a agua.

Preencher o recipiente com a mesma agua do tanque, viveiro ou
ambiente no qual o animal se encontre;

Diluir o produte na concentragao indicada e homogeneizar na agua
com o uso de acessorio limpo;

Colocar o animal no recipiente e monitorar o comportamento deste;

A analgesia estara completa juando se observar a perda do equilibrio
natatorio e dos movimentos das branquias podendo, ou ndo, havera
demonstracio de reflexos tateis;

A partir desse ponto o animal esta apto a manipulagao.

A escolha entre a contencéo fisica ou a contencao quimica depende de fatores como
(1) o tipo de procedimento que sera realizado, (2) o temperamento do animal, (3) o
grau de risco para os envolvidos e (4) o estado de saude do animal, entre (5) outros

fatores.

1.1.3. DESCARTE DE MATERIAL

Ap6s a coleta e acondicionamento das amostras, 0s materiais ndo descartaveis
utiizados (com excecdo de macacOes, jalecos e aventais) deverdo ser
adequadamente desinfetados, observando-se o tempo de contato e as indicacfes de
uso de cada produto. Ja os macacdes, jalecos e aventais deverdo ser acondicionados
(em saco pléstico) para posterior desinfec¢do e/ou esterilizagdo (autoclave) e lavagem.
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Os materiais descartdveis deverdo ser acondicionados em saco branco de lixo,
devidamente identificado para substéncias potencialmente infectantes, lacrados e
destinados ao lixo hospitalar, incineragdo ou quaisquer outros métodos que
possibilitem a inativagdo dos possiveis patdégenos presentes, como a autoclavagem,

inativagdo quimica etc.

As agulhas, laminas de bisturi, tubos de vidro quebrados etc, devem ser descartados
em caixas coletoras proprias para materiais perfurocortantes. Na falta dessas, utilizar
um recipiente rigido com tampa (latas de leite em p6 e garrafa pet, por exemplo). Os
recipientes contendo os residuos potencialmente infectantes devem ser sinalizados e
destinados para coleta de lixo hospitalar ou equivalente, tendo por finalidade minimizar

0Ss riscos sanitarios e ambientais.

1.1.4. IDENTIFICACAO DA AMOSTRA

A identificacdo da amostra comeca com a coleta dos dados que possibilitem a
rastreabilidade dessa durante todo o processo. No momento da coleta, deverdo ser
anotados os dados referentes ao(s) lote(s), viveiro(s), tanque(s) ou “long-line(s)”, bem
como da propriedade, no formulério epidemiolégico correspondente a ser remetido
para o laboratério junto & amostra (dentro de um saco pléstico vedado e colado na

tampa da caixa).

E importante que a informacdo de identificacdo do animal ou da amostra coletada
esteja presente também no recipiente de coleta, preferencialmente em rétulo de
esparadrapo (ou etiqueta adesiva) com caneta esferografica, fixado na face exterior do
recipiente, ou ainda identificado a lapis em uma etiqueta de papel colocada junto a

amostra.

2. FORMULARIOS EPIDEMIOLOGICOS

Os formularios epidemioldgicos sao as ferramentas de identificacdo e rastreabilidade
das amostras. Todas as amostras remetidas para os laboratérios de destino deveréo

estar acompanhadas do respectivo formulario.
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A coleta de amostras pode ser motivada por diversas situacdes como o aumento da
mortalidade em um determinado sistema ou a suspeita de alguma doenca em questéo,

dessa forma, diferentes formularios epidemiol6gicos sao utilizados para cada situacgéo.

2.1. FORMULARIO PADRAO

Quando a amostra coletada tem por objetivo a certificacdo para programas sanitarios
ou exportacao, a realizacdo de estudos epidemiologicos e demais situacdes, devera
ser utilizado o formulério padréo para coleta e remessa de amostras da RENAQUA
(Anexo 1), podendo ser emitido tanto por médicos veterinarios do SVO, guanto

veterinarios privados habilitados.

Esse formulario devera acompanhar a amostra durante seu transito e sera emitido em
duas vias, uma destinada para o laboratorio (via que acompanha a amostra) e outra
para arquivo na UVL. E podera ser emitido tanto pelos veterinarios do SVO quanto por

veterinarios privados habilitados.

2.2.FORM-IN

O Formulario de Investigacdo Inicial de Suspeitas de Doencas (FORM-IN) é a
ferramenta a ser utilizada para comunicacédo inicial da confirmacdo da suspeita de

doencas alvo.

Tem por objetivo o registro dos atendimentos (investigacdo inicial) do médico
veterinario oficial (os médicos veterinarios privados conveniados ndo podem emitir
FORM-IN) a suspeitas ou focos de doencas animais, de notificagcdo obrigatéria ao

MPA, e outras doencgas que sejam de interesse do SVO.

Quando o atendimento inicial envolver mais de uma visita, no mesmo dia, ao
estabelecimento sob investigacdo, as informacfes deverdo ser registradas em um
unico FORM-IN. Todas as visitas complementares ocorridas a partir do dia seguinte ao

atendimento inicial deverao ser registradas em FORM-COM.

O FORM-IN devera ser impresso em trés vias, sendo: a 12 via para o SVO local, a 22
remetida ao laboratério oficial no qual as analises de diagndéstico serdo realizadas

(juntamente as amostras coletadas) e a 32 via para a SEMOC/MPA.
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O FORM-IN devera ser enviado a SEMOC/MPA em, no maximo, 24 horas apos a

notificacdo da suspeita, possibilitando:

e A avaliacdo, por parte da autoridade central, da necessidade de comunicacdo

da ocorréncia do foco a OIE;

e A verificagdo da disponibilidade de materiais e equipamentos necessarios para

atendimento ao foco (conforme o caso);
¢ O conhecimento dos dados da investigacao epidemioldgica preliminar;

¢ A avaliacdo da necessidade de adocdo de medidas adicionais de controle no

foco.

2.3.FORM-COM

O Formulério de Investigagdo de Doengas - Complementar (FORM-COM) é a
ferramenta a ser utilizada para as comunicacbes complementares relativas a(s)
propriedade(s) suspeitas, quando forem realizadas visitas e acdes adicionais nessas

propriedades, bem como quando da confirmacéo dos focos de doencas.

Tem por objetivo registrar as inspe¢fes complementares (intermedidrias ou de
encerramento) do médico veterinario oficial (os médicos veterinarios privados
conveniados ndo podem emitir FORM-COM) as suspeitas ou focos de doencas, bem

como outras doencgas que sejam de interesse do SVO.

Deve ser utilizado, portanto, para registrar qualquer atividade realizada no
estabelecimento sob investigacao apos a primeira visita do SVO. Assim, por exemplo,
caso o0 SVO tenha, durante a primeira inspecao, agendado a realizacao de colheita de
amostras para o dia seguinte, o0 retorno ao estabelecimento para executar a referida

atividade devera ser registrado por meio de FORM-COM.

Caso, durante a visita complementar (ou de seguimento), o atendimento envolva mais
de uma visita ao estabelecimento envolvido no mesmo dia, preencher apenas um
FORM-COM.

Assim como o FORM-IN, o FORM-COM devera ser impresso em trés vias, sendo: a 12
via para o SVO local, a 22 remetida ao laboratério oficial juntamente as amostras

complementares para andlise e a 32 via para a SEMOC/MPA.
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3. COLETA E REMESSA DE MATERIAL PARA DIAGNOSTICO DE
DOENGCAS INFECCIOSAS E PARASITARIAS DE PEIXES

No que tange a eutanasia dos animais para coleta das amostras, esse manual segue
as recomendacfes da Resolugcdo CFMV n° 1000, de 11 de maio de 2012, que Dispbe

sobre os procedimentos e métodos de eutanasia em animais.

3.1.AVALIACAO OU EXAME PARASITOLOGICO

A eutandsia do animal, por resfriamento, congelamento da carcaga ou overdose de
anestésicos pode ocasionar a eliminagdo dos parasitas (principalmente protozoarios
ectoparasitas) ou reducdo na infestacdo, assim sendo, ndo permitindo a avaliagdo da
carga parasitaria. Por esse motivo, o material de eleicdo para a realizacdo de exame
parasitologico em peixes é o animal vivo. Adicionalmente, amostras fixadas de tecidos
podem ser avaliadas, porém a fixagdo reduz o nimero de parasitas, o que leva a uma

subestimacao da infestagdo. A seguir sdo descritos 0s protocolos de envio citados.

3.1.1. ENVIO DE PEIXES VIVOS PARA PARASITOLOGIA

1. Realizar a coleta de animais com sinais clinicos sugestivos de doenca

parasitaria (melanose, anorexia, letargia, taquipnéia etc.).

19



2. Encher um saco plastico resistente (semelhante aos utilizados para transporte

de alevinos) com 1/3 de agua limpa;

3. Acondicionar os peixes doentes, completar os 2/3 restantes com oxigénio,

veda-los com ligas de borracha ou outros materiais e lacrar;

2/3 ar

1/3

agua

4. Colocar os sacos no interior de uma caixa isotérmica e envolvé-lo com gelo
picado até a altura da &gua no interior do saco plastico. O objetivo é diminuir a
temperatura da agua, o metabolismo dos animais e prolongar o tempo de

transporte;

5. Fechar a caixa isotérmica, vedar com fita adesiva, identificar e prontamente
remeter ao laboratério. O respectivo formulario epidemiolégico pode ser
enviado no interior da caixa, dentro de um saco plastico vedado e colado na

tampa;

Informacdées
Adicionais

PEIXE RESFRLADO
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6. O tempo de transporte ndo deve ultrapassar 6 a 8 horas. Caso o responsavel
tenha duvidas se o animal chegara vivo, amostras de tecido devem ser

coletadas, fixadas e enviadas.

3.1.2. ENVIO DE AMOSTRAS DE TECIDO FIXADAS PARA
PARASITOLOGIA

1. Realizar a coleta de animais com
sinais clinicos sugestivos de
doenca parasitaria (melanose,
anorexia, letargia, taquipnéia

etc.);

2. Realizar a eutanasia dos animais por seccdo da medula espinhal ou

decapitacao;

Observacao: a utilizacdo de outros métodos de abate, como hipotermia e overdose de
analgésico/anestésicos pode ocasionar a eliminacdo dos parasitas e comprometer o

diagnostico.

3. Para avaliacdo de ectoparasitas
de superficie, realizar a coleta de
uma amostra significativa
(proporcional ao tamanho das
branquias) do tecido branquial e
raspado de muco de superficie

de cada peixe.

Acondicionar as branquias em cassetes histoldgicos e identifica-16s a lapis com

0 codigo da amostra e n° do lacre. Colocar os cassetes em frascos de coleta
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(frasco para coleta de fezes, leite etc.) e adicionar a solugéo de fixacdo (formol

5% tamponado) na proporc¢éao volume:volume (v:v) 1:10.

O muco de superficie deve ser
colocado em tubos tipo Falcon
de 15 mL (figura ao lado),
seguido da adicdo formol 5%
tamponado 1:10 (v:v). ldentificar
a lapis uma etiqueta de papel

com o cédigo da amostra e n° do

lacre, posteriormente colocar

junto com a amostra no tubo.

Para avaliacdo de endoparasitas (indicado pela seta vermelha na figura abaixo)
ou parasitas que causem infeccdo tecidual, necropsiar o peixe e colher uma
amostra do tecido infectado, xenoma ou o préprio parasita (ex. helmintos). Os
tecidos devem ser acondicionados em cassetes histologicos e ndo podem
possuir espessura superior a 0,5 cm. Identificar a lapis os cassetes, colocar em
tubos de coleta (frasco para coleta de fezes, leite etc.) e adicionar a solugéo de
fixacdo (formol 10% tamponado) na proporcao volume: volume (v:v) 1:10. Esse

serdo submetidos a avaliagéo histopatoldgica.
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4. Colocar o0s tubos em sacos
plasticos individuais ou agrupa-
los por propriedade ou sistema
de cultivo, lacrar (vide figura ao
lado) e colocar em uma caixa
para transporte. O respectivo
formulario epidemiol6gico pode
ser enviado no interior da caixa,
dentro de um saco plastico

vedado e colado na tampa;

Para identificacdo de ectoparasitas
macroscopicos (principalmente
crustaceos), coletar os mesmos, colocar
em tubos tipo Falcon de 15 mL (figura
ao lado) e fixar em etanol 70% ou 95%,
de acordo com disponibilidade.
Identificar a lapis uma etiqueta de papel
com o codigo da amostra e n° do lacre,
posteriormente colocar junto com a
amostra no tubo.

5. Prontamente enviar as amostras ao laboratério a temperatura ambiente.

23



3.2.DIAGNOSTICO DE DOENGAS BACTERIANAS, MICOTICAS E
VIRAIS

O diagnéstico de doencas bacterianas, flngicas e virais deve ser realizado,
preferencialmente, a partir de amostras de peixes vivos ou resfriados. O congelamento
do material pode ocasionar a inativagdo dos microrganismos e consequentemente

originar resultados falsos negativos.

Esse método de envio (peixes congelados) podera ser realizado em casos especificos,
de acordo a doenca (tabela 1) ou prévia recomendacdo da equipe técnica do
AQUACEN.

A utilizag&o de técnicas histolégicas serd recomendavel em casos de doengas novas.
Porém, a identificacdo dos patdgenos somente podera ser realizada quando métodos

imunoistoquimicos ou de “hibridizacéo in situ” forem associados & histopatologia.

Devido a rapida contaminacédo da carcacga “post mortem”, ndo € recomendavel a coleta

de animais mortos para a realizagdo de exames laboratoriais.

3.2.1. ENVIO DE PEIXES VIVOS PARA BACTERIOLOGIA,
MICOLOGIA E VIROLOGIA

1. Realizar a coleta de animais com sinais clinicos sugestivos de doenca
bacteriana, fingica ou viral (exoftalmia, hiperemia cutanea/base de nadadeira,
natacdo errdtica, ulceracdes cutédneas com halo hiperémico, ascite, lesbes
“cotonosas”, erosdo nas branquias e nadadeiras etc.) e animais

assintomaticos.

.A "
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2. Encher um saco plastico
resistente  (semelhante  aos
utilizados para transporte de

alevinos) com 1/3 de &gua limpa;

3. Acondicionar os peixes doentes

e assintomaticos em sacos

plasticos distintos, completar os
2/3 restantes com oxigénio,

veda-los e lacrar;

4. Colocar os sacos no interior de uma caixa isotérmica e envolvé-lo com gelo
picado até a altura da agua no interior do saco plastico. O objetivo é diminuir a
temperatura da agua, o metabolismo dos animais e prolongar o tempo de

transporte;

Informagées
Adicionais

PEIXE RESFRIADO

5. Fechar a caixa isotérmica, vedar com fita adesiva, identificar e prontamente
remeter ao laboratério. O respectivo formulario epidemiolégico pode ser
enviado no interior da caixa, dentro de um saco plastico vedado e colado na

tampa;

6. O tempo de transporte ndo deve ultrapassar 6 a 8 horas. Caso o responsavel
tenha duvidas se o animal chegara vivo, amostras de tecido devem ser

coletadas, fixadas e enviadas.
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3.2.2. ENVIO DE PEIXES RESFRIADOS PARA BACTERIOLOGIA,
MICOLOGIA E VIROLOGIA

Essa é a forma mais comum de envio de material para diagnéstico de doencas

bacterianas, fungicas e virais.

1. Realizar a coleta de animais com
sinais clinicos sugestivos de
doenca bacteriana ou fangica ou
viral  (exoftalmia, hiperemia
cutédnea/ base de nadadeira,
natagdo erratica, ulceragbes
cutédneas com halo hiperémico,

ascite, lesbes “cotonosas”,

erosdo branquias e nadadeiras

etc.) e animais assintomaticos.

2. Eutanasiar os animais por hipotermia, por meio da imersdo em agua a 0°C até
a morte do animal. Contudo, a critério do responsével pela coleta, a eutanasia

podera ser realizada por meio da sec¢éo de medula espinhal ou decapitacao;

3. Acondicionar os peixes em sacos plasticos individuais (preferencialmente) ou

agrupar os peixes de acordo com lote ou sistema de cultivo de origem;

Observacédo: animais adultos ndo devem ser agrupados, pois a sobreposi¢cdo das
carcagas pode dificultar seu resfriamento e comprometer a viabilidade do material para

diagnéstico.
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4. Vedar, identificar e lacrar os sacos plasticos;

Observacdo: colocar a identificagdo no interior do saco plastico. Evitar marcacfes
com pincéis atdmicos ou similares, pois essas podem se perder com o derretimento do
gelo.

5. Colocar os peixes no interior de uma caixa isotérmica sobre uma camada de
gelo de aproximadamente 10 cm e, ap0s o acondicionamento de todas as
amostras, cobrir com gelo triturado (camada de 10 a 15 cm);

Observacdo: em casos de caixas isotérmicas grandes e quantidades elevadas de

amostras, camadas intermediarias de gelo devem ser colocadas entre os peixes.

6. Fechar a caixa isotérmica, vedar com fita adesiva, identificar e prontamente
remeter ao laboratorio. O respectivo formulario epidemiologico pode ser
enviado no interior da caixa, dentro de um saco plastico vedado e colado na
tampa;

7. Fazer a reposicéo do gelo a cada 8 a 10 horas de transporte;

8. O tempo de transporte ndo deve ultrapassar 48 horas.
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3.2.3. ENVIO DE PEIXES CONGELADOS BACTERIOLOGIA,
MICOLOGIA E VIROLOGIA

1. Realizar a coleta de animais com sinais clinicos sugestivos de doenca
bacteriana ou fangica ou virais (exoftalmia, hiperemia cutédnea/ base de
nadadeira, natacdo erratica, ulceracdes cutaneas com halo hiperémico, ascite,

lesbes “cotonosas”, erosdo branquias e nadadeiras etc.) e animais

assintomaticos.

2. Eutanasiar os animais por
hipotermia, por meio da
imersédo em agua a 0°C até
a morte do animal.
Contudo, a critério do
responsavel pela coleta, a
eutanasia  podera  ser
realizada por meio da
seccao de medula espinhal
ou decapitacao;
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3. Acondicionar os peixes em
sacos plasticos individuais,

vedar, identificar e lacrar;

Observacdo: colocar a identificagdo no interior do saco plastico. Evitar
marcag¢bes com pincéis atbmicos ou similares, pois essas podem se perder
com o derretimento do gelo.

4. Congelar as amostras em freezer a -20°C, doméstico ou similar, por 24 horas;

5. Colocar os peixes no interior de uma caixa isotérmica sobre uma camada de
gelo de aproximadamente 10 cm e, apés o acondicionamento de todas as
amostras, cobrir com gelo triturado (camada de 20 cm).

Observacdo: em casos de caixas isotérmicas grandes e quantidades elevadas de

amostras, camadas intermediarias de gelo devem ser colocadas entre os peixes.
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6. Fechar a caixa isotérmica, vedar com fita adesiva, identificar e prontamente
remeter ao laboratério. O respectivo formulario epidemiol6gico pode ser
enviado no interior da caixa, dentro de um saco plastico vedado e colado na
tampa;

7. Fazer a reposicdo do gelo a cada 8 a 10 horas de transporte;

3.2.4. DIAGNOSTICO DE DOENCAS VIRAIS - METODOS
ADICIONAIS DE ENVIO

O diagnéstico de doencas virais deve ser realizado, preferencialmente, a partir de
amostras de peixes vivos, resfriados ou congelados, sendo essa Ultima ndo aplicavel a
todos os casos. Os protocolos de envio coleta e remessa desses tipos de amostra

estao descritos nos itens anteriores.

Adicionalmente, o diagnéstico dos virus pode ser realizado através da deteccdo de
material genético viral em amostras de tecido fixadas. O estudo histopatolégico
apresenta-se também como uma ferramenta importante na prospecc¢do inicial de
infeccdes virais. Os protocolos de envio desses tipos de amostra estdo descritos a

seguir.

3.2.5. ENVIO DE AMOSTRAS DE TECIDO FIXADAS EM RNALATER

O envio de amostras de tecido fixadas em RNalater sera importante e viavel

principalmente em casos de infeccdo por virus de RNA.

1. Realizar a coleta de
animais com sinais
clinicos sugestivos de
doenca virais, bem
como, animais

assintomaticos;
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2. Eutanasiar os animais por
hipotermia, por meio da
imersdo em agua a 0°C até a
morte do animal. Contudo, a
critério do responsavel pela
coleta, a eutanasia podera ser
realizada por meio da secc¢éo
de medula espinhal ou
decapitacdo;

Observacéo: peixes de clima temperado, como o0s salmonideos, apresentam maior
resisténcia a hipotermia. Esses devem mantidos por periodos maiores na agua com

gelo.

3. Necropsiar os animais
e realizar a coleta dos
tecidos que serdo
submetidos a analise

laboratorial;

4. Realizar a toalete dos tecidos. Esses ndo podem possuir espessura superior a
0,5 cm ou o processo de fixagdo podera ser comprometido;
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5. Colocar os tecidos em cassetes histoldgicos e identificar a lapis com o cédigo
da amostra e n° do lacre. Em seguida, os cassetes devem ser acondicionados
em frascos de coleta (frasco para coleta de fezes, leite etc.) e o RNAlater

adicionado na proporcao 1:5 (v:v).

Em casos de animais muito pequenos, como larvas de peixes nativos, esses devem

ser “embrulhados” em papel filtro, previamente a sua colocag¢do nos cassetes.

Quando os cassetes nao estiverem disponiveis, os tecidos podem ser acondicionados
diretamente em tubos tipo Falcon de 50 mL ou em frascos de coleta (frasco para
coleta de fezes, leite etc.), seguido da adicdo do RNAlater na proporgdo 1:5 (v:v).
Identificar a lapis uma etiqueta de papel com o cédigo da amostra e n° do lacre,

posteriormente colocar junto com a amostra no tubo.

6. Colocar os tubos em sacos plasticos individuais ou agrupa-los por propriedade

ou sistema de cultivo e lacra-los;
7. Remeter ao laboratério a temperatura ambiente.

As amostras fixadas em RNAlater poderdo ser mantidas a temperatura ambiente por
periodo maximo de sete dias. Esses tecidos poderdo ser utilizados para realizagéo de

exame histopatolégico.

3.2.6. ENVIO DE AMOSTRAS DE TECIDO FIXADAS PARA
HISTOPATOLOGIA

1. Realizar a coleta de animais com
sinais clinicos sugestivos de
doengca virais, bem como,

animais assintomaticos;
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2. Eutanasiar 0s animais por
hipotermia, por meio da imerséo
em 4gua a 0°C até a morte do
animal. Contudo, a critério do
responsavel pela coleta, a
eutandsia poderd ser realizada
por meio da seccdo de medula
espinhal ou decapitacéo;

3. Necropsiar os animais e
realizar a coleta dos
tecidos que serdo

submetidos a analise
laboratorial;

4. Realizar a toalete dos tecidos. Esses ndo podem possuir espessura superior a
0,5 cm ou o processo de fixagao ficard comprometido;
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5. Colocar os tecidos em cassetes histoldgicos e identificar a lapis com o cédigo
da amostra e n° do lacre. Em seguida, os cassetes devem ser acondicionados
em frascos de coleta (frasco para coleta de fezes, leite etc.) e a solugdo de
fixacdo (formol 10% tamponado ou liquido de Bouin) adicionada na proporgéo
1:10 (v:v);

Em casos de animais muito pequenos, como larvas de peixes nativos, esses devem
ser “embrulhados” em papel filtro, previamente a sua colocacdo nos cassetes
histolégicos ou utilizar cassetes especiais para biopsia de tecidos.

Para larvas de peixes recomenda-se
preferencialmente o uso do liquido de
Bouin para fixacdo (devido a seu carater
acido, que promove uma descalcificacdo
parcial do tecido 6sseo, facilitando os

cortes);

Quando os cassetes ndo estiverem disponiveis, 0s tecidos podem ser acondicionados
diretamente em tubos tipo Falcon de 50 mL ou em frascos de coleta (frasco para
coleta de fezes, leite etc.), seguido da adicdo da solucdo de fixagdo (formol 10%
tamponado ou liquido de Bouin) adicionada na proporc¢ao 1:10 (v:v). Identificar a lapis
uma etiqueta de papel com o cbédigo da amostra e n° do lacre, posteriormente colocar

junto com a amostra no tubo.
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6. Na fixacdo com liquido de Bouin, ap0s 24 horas transferir os cassetes ou

tecidos para um frasco de coleta com alcool 70%;

Observacdo: esse passo ndo € necessario para a fixacdo com formol 10%

tamponado.

7. Colocar os tubos em sacos plasticos individuais ou agrupa-los por propriedade

ou sistema de cultivo e lacra-los;

8. Remeter ao laboratério a temperatura ambiente.

As amostras fixadas poderdo ser mantidas por tempo indefinido. Para ensaios de
imunohistoquimica recomenda-se que as amostras sejam fixadas em liquido de Bouin.
As amostras ndo deverao ser mantidas por periodos longos em formol 10%

tamponado.

Apo6s a fixagcdo das amostras por 24 horas, o volume de fixador pode ser reduzido a
gquantidade minima que mantenha a amostra imersa. Esse procedimento reduz o
volume de material a ser enviado e facilita o transporte por parte das empresas de

logistica.

3.3.DOENCA X TIPO DE AMOSTRA E FORMA DE ENVIO

Na tabela 1 sdo apresentadas as amostras e a forma de envio para o diagndstico das

diferentes doencas infecciosas e parasitarias de peixes.
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Tabela 1: Amostras a serem coletadas e respectivas formas de envio de acordo com diferentes doencas ou suspeitas.

Doenca/ Enfermidade Amostra Forma de Envio Item manual
Peixe inteiro (recomendado) Vivo 3.2.1.
Necrose Hematopoiética Epizodtica (EHN) Amostras de figado, rim cranial e
Resfriado 3.2.2.
baco
Peixe inteiro (recomendado), Vivo 3.2.1.
Sindrome Ulcerativa Epizo6tica (EUS) amostras de musculo e Ulceras )

R Resfriado 3.2.2.

cutaneas
Peixe inteiro (recomendado), Vivo 3.2.1.
. ) amostras de larvas, rim cranial, Resfriado 322

Necrose Hematopoiética Infecciosa (IHN) i . i
baco, cérebro, coracéo e fluido

: Fixado em RNAlater 3.2.5.

ovariano
Vivo 3.2.1.
Peixe inteiro (recomendado), Resfriado 322

Anemia Infecciosa do Salmé&o (ISA) mostras de larvas, rim posterior,
. . Fixado em RNAlater
coracao e branquias _ 3.2.5.
(tecidos)
Peixe inteiro (recomendado), Vivo 3.2.1.
Herpesvirose da Carpa Koi (KHD) amostras de rim, bago, intestino e Resfriado 3.2.2.
cérebro Congelado 3.2.3.
S Vivo 3.2.1.
o Peixe inteiro (recomendado) ou i
Iridovirose do "Red Sea Brean" Resfriado 3.2.2.
amostras de baco
Congelado 3.2.3.
) ) ) ) Peixe inteiro (recomendado), Vivo 3.2.1.
Viremia Primaveril da Carpa (SVC) _

amostras de larvas, bago, rim, Resfriado 3.2.2.
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cérebro e branquias

Fixado em RNAlater

. 3.2.5.
(tecidos)
Peixe inteiro (recomendado), Vivo 3.2.1.
Septicemia Hemorragica Viral (VHS) amostras de larvas, baco, rim )
_ i . Resfriado 3.2.2.
cranial, cérebro e coracao
o _ Peixe inteiro (recomendado), Vivo 3.1.1.
Doencas Parasitarias- ectoparasitas . ] -
) o o ] amostras de branquias e muco de Fixadas Para
microscopicos, macroscopicos e endoparasitas . ) . 3.1.2.
superficie Parasitologia
Doencas Bacterianas- Streptococcus agalactiae,
S. dysgalactiae, S. iniae, Aeromonas moveis, F. Vivo 3.2.1.
columnare, Weissella ceti, Lactococcus garvieae, Peixe inteiro
Edwardsiella tarda, E. ictaluri, Vibrio sp., Resfriado 329
Francisella noatunensis subsp orientalis
Peixe inteiro, amostras de larvas, Vivo 3.2.1.
o rim, baco, figado, intestino, Resfriado 3.2.2.
Doencas Fungicas R i .
estbmago, cérebro, coragéo, olho, Fixado para
A 3.2.6.
branquias e pele Histopatologia*
Vivo 3.2.1.
Peixe inteiro, amostras de larvas, .
Resfriado 3.2.2.
o ) rim, baco, figado, intestino, -
Doencas virais (suspeitas) R i . Fixado em RNAlater 3.2.5.
estbmago, cérebro, coragéo, olho,
A Fixado para
branquias e pele 3.2.6.
Histopatologia*
Surtos atipicos com alta mortalidade, inéditos Peixe inteiro, amostras de Vivo 3.2.1.
(espécies novas, regides diferentes etc.) ou em branquias e muco de superficie, Resfriado 3.2.2.
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caso de duvida

amostras de larvas, rim, baco,
figado, intestino, estbmago,
cérebro, coragdo, olho, branquias

e pele

Fixadas Para

) . 3.1.2.
Parasitologia
Fixado em RNAlater 3.2.5.
Fixado para
3.2.6.

Histopatologia*

* Em casos onde o RNAlater estiver indisponivel;
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4. COLETA E REMESSA DE MATERIAL PARA DIAGNOSTICO DE
DOENGCAS INFECCIOSAS E PARASITARIAS DE CAMAROES

4.1.ENVIO DE AMOSTRAS PARA EXAME HISTOPATOLOGICO

4.1.1. AMOSTRA FIXADA PARA EXAME HISTOPATOLOGICO

1. Realizar a coleta de animais com sinais clinicos sugestivos de doencas
infecciosas ou parasitarias (letargia, descoloragdo, coloracdo incomum,
manchas negras ou brancas no corpo etc.) ou comportamento e morfologia

anormais;

2. Eutanasiar os animais por hipotermia, por meio da imersdo em agua a 0°C até
a morte do animal. Contudo, a critério do responsavel pela coleta, a eutanasia

podera ser realizada por meio da decapitacéo;

3. Com uma seringa estéril, injetar 0,1 a 5 mL do fixador Davidson em quatro

pontos na regido dorsal do cefalotérax do animal:

a. (1) lateral direita e anterior ao hepatopéncreas;

b. (2) lateral esquerda e anterior ao hepatopancreas,
c. (3) lateral direita e posterior ao hepatopancreas;

d. (4) lateral esquerda e posterior ao hepatopancreas.

e. (5) Posteriormente, injetar o fixador na regido abdominal anterior e
posterior. O volume de fixador devera ser dividido entre pontos de

inoculacéo;
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Observacgao: poderd ser utilizado como parametro para mensuragéo da quantidade de
fixador a ser injetado, o volume equivalente a 10% do peso vivo do animal.
Adicionalmente, ap0s a inje¢cdo o camardo ndo deve apresentar qualquer tipo de

movimento ou reagao.

4. Realizar incisdes caudo-craniais, lateralmente a direita e a esquerda da linha

mediana dorsal, a partir do sexto segmento abdominal até o rostrum;

Observacao: atencdo ao realizar a incisdo da carapaca para evitar a laceracdo de

tecidos e 6rgdos adjacentes localizados no cefalotérax.

5. Em camardes acima de 12 gramas, realizar incisbes transversais na regido

abdominal;

6. Colocar os animais nos frascos de coleta e adicionar o fixador de Davidson na
proporcao 1:10 (v:v). Identificar a lapis uma etiqueta de papel com o cddigo da

amostra e n° do lacre, posteriormente colocar junto com a amostra no tubo;

Observacdo: Em casos de larvas e poés-larvas, esses podem ser
acondicionados diretamente em tubos tipo Falcon de 50 mL ou em frascos de
coleta (frasco para coleta de fezes, leite etc.), seguido da adicdo da solucdo de
fixacdo na proporcao 1:10 (v:v). Identificar a lapis uma etiqueta de papel com o
cbdigo da amostra e n° lacre, posteriormente colocar junto com a amostra no

tubo.

7. Fixar as larvas/pés-larvas por 12 horas, formas juvenis por 24 horas e adultos
por 48-72 horas. Substituir no frasco inicial o fixador por etanol 70% ou

transferir as amostras para um novo frasco com etanol,

Observacao: o volume de etanol devera ser o suficiente para imersao total da

amostra.
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8. Colocar os tubos em sacos plasticos individuais ou agrupa-los por propriedade

ou sistema de cultivo e lacra-los;

9. Remeter ao laboratorio a temperatura ambiente.

4.2.ENVIO DE AMOSTRAS PARA DIAGNOSTICO POR PCR E gPCR
4.2.1. ENVIO DE AMOSTRAS EM ETANOL 70-95%

Esse método de envio é recomendado principalmente para o diagnostico de doencas
infecciosas por PCR e PCR em tempo real (qPCR) em amostras de larvas, pos-larvas
e juvenis (> 2g), bem como, a partir de amostras de pledpodes, branquias, tecido

abdominal e estbmago coletados de animais adultos.

1. Realizar a coleta dos animais inteiros com sinais clinicos sugestivos de
doencas infecciosas (letargia, descoloracdo, coloracdo incomum, manchas
negras ou brancas no corpo etc.) ou amostras de pledpodes, branquias,

tecidos abdominais e estbmago;

2. Eutanasiar os animais por hipotermia, por meio da imersao em agua a 0°C até
a morte do animal. Contudo, a critério do responsavel pela coleta, a eutanasia

podera ser realizada por meio da decapitagéo;

3. Acondicionar os animais ou tecidos diretamente em tubos tipo Falcon de 50 mL
ou em frascos de coleta (frasco para coleta de fezes, leite etc.), seguido da
adicédo de etanol 70% ou 95%. Identificar a lapis uma etiqueta de papel com o
cbdigo da amostra e n° do lacre, posteriormente colocar junto com a amostra

no tubo;

4. Colocar os tubos em sacos plasticos individuais ou agrupa-los por propriedade

ou sistema de cultivo e lacrar;

5. Remeter ao laboratério a temperatura ambiente;
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4.2.2. ENVIO DE AMOSTRAS CONGELADAS

Esse método de envio é recomendado principalmente para o diagnéstico de doengas

infecciosas por PCR e PCR em tempo real (QPCR) em camardes adultos.

1. Realizar a coleta dos animais com sinais clinicos sugestivos de doencas
infecciosas (letargia, descoloracdo, coloracdo incomum, manchas negras ou

brancas no corpo etc.) e animais assintomaticos;

2. Eutanasiar os animais por hipotermia, por meio da imersdo em agua a 0°C até
a morte do animal. Contudo, a critério do responsavel pela coleta, a eutanasia

podera ser realizada por meio da decapitacao;

3. Acondicionar os camarfes em sacos plasticos individuais, identificar, vedar e

lacrar;

Observacgdo: colocar a identificagdo no interior do saco plastico. Evitar
marcagdes com pincéis atbmicos ou similares, pois essas podem se perder

com o derretimento do gelo.
4. Congelar as amostras em freezer a -20°C, doméstico ou similar, por 24 horas;

5. Colocar as amostras no interior de uma caixa isotérmica sobre uma camada de
gelo de aproximadamente 10 cm e, apos a colocacdo de todas as amostras,

cobrir com gelo triturado (camada de 20 cm de gelo);

Observacao: em casos de caixas isotérmicas grandes e quantidades elevadas de

amostras, camadas intermediarias de gelo devem ser colocadas entre os camardes.

6. Fechar a caixa térmica, vedar com fita adesiva, identificar e prontamente
remeter ao laboratério. O respectivo formulario epidemiolégico podera ser
enviado no interior da caixa, dentro de um saco plastico vedado e colado na

tampa;

7. Fazer a reposicdo do gelo a cada 8 a 10 horas de transporte.
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4.2.3. COLETA E ENVIO DE HEMOLINFA

Esse método de envio é recomendado principalmente para o diagnéstico de doengas
infecciosas por PCR e PCR em tempo real (QPCR) em reprodutores de alto valor

zootécnico, onde o nimero de animais for reduzido ou o sacrificio inviavel.

1. Coletar a hemolinfa dos animais a serem analisados, utilizando uma seringa
com o anticoagulante citrato de sodio 10%. A seringa deve conter 10-30 uL da
solucdo anticoagulante. Serd necessario a coleta de no minimo 200 uL de

hemolinfa;
Observagao: utilizar somente seringas novas e estéreis, sendo uma para cada animal.
2. Transferir a hemolinfa para um tubo estéril de 1,5 mL e identificar;
3. Congelar as amostras em freezer -20°C doméstico ou similar por 24 horas;

4. Colocar as amostras no interior de uma caixa isotérmica sobre uma camada de

gelo e apoés a colocacgdo de todas as amostras cobrir com gelo picado;

5. Fechar a caixa térmica, vedar com fita adesiva, identificar e prontamente
submeter ao laboratorio. O respectivo formulério epidemiolégico, pode ser
enviado no interior da caixa, dentro de um saco plastico vedado e colado na

tampa;

6. Fazer a reposicdo do gelo a cada 8-10 horas de transporte.

4.3.ENVIO DE AMOSTRAS PARA EXAME BACTERIOLOGICO

4.3.1. ENVIO DE AMOSTRAS RESFRIADAS

1. Realizar a coleta dos animais com sinais clinicos sugestivos de doencas
infecciosas (letargia, descoloracdo, coloracdo incomum, manchas negras ou

brancas no corpo etc.) e animais assintomaticos;
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Observacdo: ndo necropsiar e nado coletar hemolinfa dos animais que serdo

submetidos a avaliacao bacteriologica.

2. Eutanasiar os animais por hipotermia, por meio da imersdo em agua a 0°C até
a morte do animal. Contudo, a critério do responsével pela coleta, a eutanasia

podera ser realizada por meio da decapitagéo;

3. Acondicionar os camarfes em sacos plasticos individuais (preferencialmente)
ou agrupa-los de acordo com lote ou sistema de cultivo de origem. Vedar,

identificar e lacrar os sacos plasticos;

Observacdo: colocar a identificacdo no interior do saco plastico. Evitar
marcagfes com pincéis atbmicos ou similares, pois essas podem se perder

com o derretimento do gelo.

4. Colocar as amostras no interior de uma caixa isotérmica sobre uma camada de
gelo de aproximadamente 10 cm e, apds a colocagdo de todas as amostras,

cobrir com gelo tritura (camada de 10 a 15 cm de gelo);

5. Fechar a caixa isotérmica, vedar com fita adesiva, identificar e prontamente
remeter ao laboratério. O respectivo formulario epidemiol6gico podera ser
enviado no interior da caixa, dentro de um saco plastico vedado e colado na

tampa;
6. Fazer a reposicdo do gelo a cada 8 a 10 horas de transporte;

7. O tempo de transporte ndo deve ultrapassar 48 horas.

4.4. DOENCA X TIPO DE AMOSTRA E FORMA DE ENVIO

Na tabela 2 sdo apresentadas as amostras que devem ser coletadas e a forma de

envio de acordo com as diferentes doencgas, enfermidades ou suspeitas em camaroes.
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Tabela 2: Amostras a serem coletadas e respectivas formas de envio de acordo com diferentes doencas ou suspeitas.

Doenca/ Enfermidade Amostra Forma de Envio Item manual
Fixadas Para Histopatologia 41.1.
Doenca da Mancha Branca (WSSV) Camarges inteiros, Fixadas em Etanol 70-95% 42.1.
pleépodes e branquias
Congeladas 4.2.2.
Fixadas Para Histopatologia 4.1.1.
Necrose Hipodérmica e Hematopoiética Camardes inteiros*, -
Fixadas em Etanol 70-95% 4.2.1.
Infecciosa (IHHNV) pledpodes e branquias
Congeladas 4.2.2.
o ) Fixadas Para Histopatologia 4.1.1.
) ) Camardes inteiros* ou tecido i
Mionecrose Infecciosa (IMNV) _ Fixadas em Etanol 70-95% 4.2.1.
abdominal
Congeladas 4.2.2.
Sindrome Taura (TSV), Doencga da Cabeca Fixadas Para Histopatologia 4.1.1.
Amarela (YHV) e Doenca da Cauda Branca Camardes inteiros* Fixadas em Etanol 70-95% 4.2.1.
(MrNV ou XSV) Congeladas 4.2.2.
Fixadas Para Histopatologia 41.1.
Doencas Bacterianas Camardes inteiros* -
Resfriadas 4.3.1.
Fixadas Para Histopatologia 4.1.1.
Surtos atipicos com alta mortalidade, doencas o Fixadas em Etanol 70-95% 4.2.1.
) Camardes inteiros*
nova ou em caso de duvida Congeladas 4.2.2.
Resfriadas 4.3.1.

* Larvas, poOs-larvas, juvenis e adultos.
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5. COLETA E REMESSA DE MATERIAL PARA DIAGNOSTICO DE
DOENGCAS INFECCIOSAS E PARASITARIAS DE MOLUSCOS BIVALVES

As amostras de moluscos deverao ser remetias ao laboratorio preferencialmente vivas.
Caso a distancia entre o local da coleta e o laboratério impossibilite o transporte
dessas “in natura”, as mesmas poderdo ser transportadas em gelo, porém néo

congeladas (conforme as orientacBes a seguir).

Considerando que, no ambito da RENAQUA, a metodologia analitica de elei¢cdo para o
diagnostico das doencas infecciosas e parasitarias dos moluscos sao as técnicas
moleculares — PCR, PCR em tempo real e PCR+RFLP (“restriction fragment length

polymorphism”).

5.1.ENVIO DE AMOSTRAS PARA DIAGNOSTICO POR PCR, PCR EM
TEMPO REAL E PCR+RFLP

As amostras selecionadas devem se manipuladas e acondicionadas com cuidado,

uma vez que o potencial de contaminacao cruzada entre amostras € grande.

A fim de evitar a contaminacédo da amostra, deverao ser utilizados recipientes estéreis
(saco plastico, frasco para coleta de amostras e similares). A etiqueta (referente a
cada conjunto de amostras) utilizada para identificacdo deve ser resistente a agua e
acondicionada dentro de cada embalagem ou recipiente. Para identificacdo dos dados
da amostra na etiqueta devera ser utilizado lapis ou caneta que nédo se dissolva em

etanol, o qual é utilizado como fixador da amostra.

Os possiveis métodos para a preservacdo e transporte de amostras para testes

moleculares sao:

5.1.1. AMOSTRA VIVA RESFRIADA OU REFRIGERADA

Método de eleicdo para coleta de amostras que possam ser transportadas

rapidamente para o laboratério, em até 24 horas apds a coleta.

1. Selecionar as amostras de acordo com o propdsito de amostragem;
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Embalar as amostras em saco plastico devidamente etiquetado e

fechado (embalagem primaria);

Em seguida colocar as amostras em nova embalagem plastica

(embalagem secundaria), essa por sua vez, lacrada.

Colocar as amostras no interior de uma caixa isotérmica sobre uma
camada de gelo de aproximadamente 10 cm e, apés o
acondicionamento de todas as amostras, cobrir com gelo triturado

(camada de 20 cm de gelo);

Fechar a caixa isotérmica, vedar com fita adesiva, identificar e
prontamente remeter ao laboratério. O respectivo formulario
epidemiologico podera ser enviado no interior da caixa, dentro de um

saco plastico vedado e colado na tampa;

Fazer a reposicao do gelo a cada 8 a 10 horas de transporte;

5.1.2. AMOSTRA INTEIRA CONGELADA

Método de eleicdo para coleta de amostras quando o tempo de transporte entre o local

da coleta e o laboratorio for superior a 24 horas.

=

B

Selecionar as amostras de acordo com o proposito de amostragem,;

Congelar as amostras em freezer doméstico ou similar a - 20°C, por
24 horas;

Embalar as amostras em saco plastico devidamente etiquetado e

fechado (embalagem priméaria);

Em seguida colocar as amostras em nova embalagem plastica

(embalagem secundéaria), essa por sua vez, lacrada;

47



5.

7.

Colocar as amostras no interior de uma caixa isotérmica sobre uma
camada de gelo de aproximadamente 10 cm e, apds o
acondicionamento de todas as amostras, cobrir com gelo triturado

(camada de 20 cm de gelo);

Fechar a caixa isotérmica, vedar com fita adesiva, identificar e
prontamente remeter ao laboratério. O respectivo formulario
epidemiologico podera ser enviado no interior da caixa, dentro de um

saco plastico vedado e colado na tampa;

Fazer a reposicao do gelo a cada 8 a 10 horas de transporte;

5.1.3. AMOSTRAS CONSERVADAS EM ETANOL

Método de eleicdo para amostras coletadas em regifes nas quais o acondicionamento

e remessa das amostras congeladas sejam inviaveis.

1.

2.

Selecionar as amostras de acordo com o propdsito de amostragem;

Imersao de moluscos inteiros (quando as amostras forem pequenas)
e tecidos retirados de moluscos maiores deverao ser imersos em um
recipiente (embalagem primaria);

Preencher o recipiente com as amostras com solu¢ao de etanol nao
desnaturado 95 a 99%, com objetivo de conservar a amostra durante
o transporte até o laborat6rio;

Identificar a embalagem primaria com etiqueta contendo os dados da
amostra;

Em seguida colocar as amostras em nova embalagem plastica
(embalagem secundaria), essa por sua vez, lacrada.

Colocar as amostras no interior de uma caixa para transporte;

Fechar a caixa, vedar com fita adesiva, identificar e prontamente
remeter ao laboratorio. O respectivo formulario epidemiologico
podera ser enviado no interior da caixa, dentro de um saco plastico
vedado e colado na tampa.
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Tabela 3: Amostras a serem coletadas e respectivas formas de envio de acordo com diferentes doencas ou suspeitas.

Doenca/ Enfermidade Amostra Forma de Envio Item manual
L ) Amostra viva resfriada ou 5.1.1.
Molusco inteiro ou tecidos _
) refrigerada
Abalone herpes-like virus (AbHV) retirados de moluscos
Congeladas 5.1.2.
maiores -
Fixadas em Etanol 95-99% 5.1.3.
Amostra viva resfriada ou £11
Molusco inteiro ou tecidos refrigerada atiet
Infecgdo por Bonamia exitiosa retirados de moluscos Congeladas 51.2.
maiores :
Fixadas em Etanol 95-99% 5.1.3.
o ] Amostra viva resfriada ou
Molusco inteiro ou tecidos ) 5.1.1.
refrigerada
Infecgdo por Bonamia ostrae retirados de moluscos
Congeladas 5.1.2.
maiores i
Fixadas em Etanol 95-99% 5.1.3.
Amostra viva resfriada ou £11
Molusco inteiro ou tecidos refrigerada e
Infecgéio por Marteilia refringens retirados de moluscos Congeladas 5.1.2.
maiores i
Fixadas em Etanol 95-99% 5.1.3.
Molusco inteiro ou tecidos Amostra viva resfriada ou 11
Infecgéo por Perkinsus marinus retirados de moluscos refrigerada
maiores Congeladas 5.1.2.
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Fixadas em Etanol 95-99% 5.1.3.
Amostra viva resfriada ou
Molusco Inteiro ou tecidos . 5.1.1.
refrigerada
Infecgdo por Perkinsus olseni retirados de moluscos Congeladas 512,
maiores .
Fixadas em Etanol 95-99% 5.1.3.
o ) Amostra viva resfriada ou
Molusco inteiro ou tecidos . 5.1.1.
refrigerada
Infeccdo por Xenohaliotis californiensis retirados de moluscos
caop ot orniensi Congeladas 5.1.2.
maiores -
Fixadas em Etanol 95-99% 5.1.3.
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6. AMOSTRAGEM

A amostra seré definida com base em fatores como o intervalo de confianga utilizado e
o tamanho das populac6es em uma determinada unidade epidemiolégica, doencas-

alvo e espécies analisadas.

Durante a selecdo das amostras deverdo ser priorizados 0s animais com

sintomatologia clinica aparente.

Quando houver o aumento da mortalidade em um tanque, viveiro, propriedade, area
aquicola ou unidade epidemioldgica, sem o correspondente aparecimento de animais
com sintomas de doenca, deverdo ser amostrados os individuos aparentemente
sadios de forma aleatéria. Abrangendo, quando possivel, as bordas ou pontas e o

centro dos tanques, viveiros, “long-line” etc. Segue abaixo o exemplo:

EXEMPLO: Coleta aleatoria de cinco amostras em um tanque de piscicultura.

AMOSTRA 4,—‘—|— AMOSTRA

AMOSTRA

AMOSTRA AMOSTRA

—  —

6.1.NUMERO DE AMOSTRAS

O numero minimo de amostras a ser coletado por unidade epidemioldgica suspeita
sera de 29 amostras, independente do numero de tanques da propriedade sendo
essas divididas dentre o nimero de tanques, viveiros ou “long-lines” presentes nessa

unidade.

Como exemplo, segue abaixo um quadro com as amostras conforme o nimero de

tanques, viveiros ou “long-lines”.
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NUmero de tanques, viveiros Numero de amostras por tanques,
ou “long-lines”. viveiros ou “long-lines”.
1 31
2 16
3 11
4 8
5 7
10 4
15 3
20 2
25 2
30 2
40 2
50 2
100 1

Fonte: CGSAP/DEMOC/SEMOC/MPA e Anexo

O calculo para definicdo da amostragem em casos de investigacdo de suspeita de
foco de doengas em animais aquéticos utilizado nesse Manual ndo deve ser utilizado
para demais estudos epidemiologicos, tendo em vista o carater especifico do mesmo

para a situacdo abordada por esse Manual.

O nuamero de amostras podera ser alterado a critério da CGSAP e do AQUAEPI, com
base nas caracteristicas epidemiolégicas das doencas de animais aquaticos e demais

informacoes.

7. ANATOMIA BASICA DOS ANIMAIS AQUATICOS
7.1. ANATOMIA BASICA DE PEIXES

Peixes sdo vertebrados aquaticos que possuem a capacidade de adaptacdo da sua
temperatura corporal, de acordo com a do meio em que se encontram e realizam a
respiracdo por meio de trocas gasosas com a agua, geralmente promovidas pelas

branquias.

Algumas espécies pseudopulmonadas possuem adaptagbes que permitem a
respiracdo aérea. Esses peixes possuem um pulmao especializado que ndo apresenta

brénquios, sendo capaz de extrair oxigénio diretamente do ar atmosférico.

Seus formatos anatémicos variam de acordo com as condicbes ambientais em que

vivem, sendo a mais comum a fusiforme (melhor hidrodindmica na locomocdo).
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Normalmente apresentam simetria bilateral e se locomovem em sentido longitudinal,

sendo que a hadadeira caudal funciona como o principal apéndice locomotor.

7.1.1. ANATOMIA EXTERNA

O corpo dos peixes possui trés regides anatdbmicas distintas, a cabecga, o tronco e a
cauda. A cabeca estende-se da boca até a regido branquial, o tronco vai até o orificio

anal, onde a cauda inicia-se.

A boca é rodeada pelos maxilares superior e inferior. Os olhos ndo possuem
palpebras, portanto ndo se fecham, porém s&o recobertos por uma pelicula

transparente que tem por objetivo a protecao desses.

De cada lado da cabega, entre os olhos e a boca, situam-se dois orificios interligados
as narinas (essas possuindo funcao olfativa). Caudalmente aos olhos localiza-se uma

placa 6ssea chamada opérculo que tem por fungéo recobrir a cavidade branquial.

Levantando-se o opérculo é possivel observar as branquias. Cada branquia é formada
por um arco branquial, sendo duas branquias de cada lado da cabeca. Entre as
branquias encontram-se as fendas branquiais, por onde a agua passa durante a

respiragéao.

As nadadeiras normalmente apresentam-se em sete ou oito, dividindo-se em pares e
impares, sendo duas peitorais, duas pélvicas, a dorsal (que pode ser bifurcada), a

anal, a caudal e a adiposa, quando presente.

O esqueleto é basicamente composto por tecidos ésseos e/ou cartilaginosos,
promovendo a sustentagdo dos musculos e demais 6rgdos do corpo. Divide-se em
exoesqueleto, constituido pelas escamas (quando presentes) e endoesqueleto
constituido pelas estruturas da cabeca, coluna vertebral, nadadeiras e tubos internos
do corpo, como as branquias que possuem arcos Gsseos ou cartilaginosos entre as

suas aberturas.
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7.1.2. ANATOMIA INTERNA

O coracédo dos peixes localiza-se imediatamente atras das branquias e é constituido
por duas cavidades, sendo um atrio e um ventriculo. O sistema circulatério € do tipo
fechado de circulagéo simples, ou seja, a cada ciclo completo pelo corpo o sangue
somente passa pelo coracdo uma vez. O sangue que chega ao coracdo € venoso,
oriundo da circulagdo pelo corpo, que entdo segue para as branquias para

oxigenacéao.

Os peixes apresentam rins pronéfricos (presentes em alevinos e excretores de
amonia) e mesonéfricos (encontrados em individuos adultos tanto 6sseos quanto

cartilaginosos e excretores de ureia).

Os rins, nos individuos adultos, apresentam-se como duas massas com aspecto

avermelhado, paralelas e dispostas longitudinalmente junto a coluna vertebral.

Geralmente os ureteres, ao sairem dos rins, unem-se formando um ducto Gnico que
desemboca na bexiga urinaria ou diretamente no orificio urogenital, dependendo da
espécie. Adicionalmente, o rim apresenta tecido hematopoiético, responsavel pela
producédo de eritropoetina por células intersticiais peritubulares, e funcdo imunoldgica,
promovendo a interagdo imuno-enddcrina, atuando na producdo de anticorpos e de

catecolaminas.

O tubo digestivo se inicia na boca e termina no orificio anal, podendo ser dividido em
trés partes: intestino cefalico ou anterior (cavidade buco-faringea), intestino médio e

intestino posterior.

Enquanto no intestino cefalico localizam-se a boca e faringe, no intestino médio
encontram-se o es6fago e estbmago. O tipo de estbmago pode variar conforme o0s
habitos alimentares dos peixes, podendo apresentar formato alongado (carnivoros —
se alimenta de outros animais), formato de saco (onivoros — ingerem diversos tipos de
alimentos) e mesmo uma estrutura similar a uma moela, no caso dos iliéfagos (se
alimentam de detritos e sedimentos). No intestino posterior localiza-se o intestino “de
fato”.

Os peixes ainda apresentam o figado situado dentro da cavidade celomética (cavidade
Unica para diversos 6rgaos, similar a cavidade toracica e abdominal), separado da

cavidade pericardica por um septo transversal. Esse apresenta formatos diversos
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entre diferentes espécies, possuindo coloracdo escura, tendo como anexo a vesicula

biliar.

7.2. ANATOMIA BASICA DE CRUSTACEOS

7.2.1. ANATOMIA EXTERNA

Os crustaceos possuem um exoesqueleto de quitina e seu corpo encontra-se dividido

em duas partes: cefalotérax e abdémen.

O cefalotérax representa a fusdo entre a cabeca e torax (dividido em rostrum e

carapaga), comum entre 0s crustaceos.

Tipicamente apresentam dois pares de antenas: as anténulas, que possuem funcao
guimiorreceptora, e as antenas, que funcionam como sensores tateis para detec¢do de

predadores e alimentos.

Os olhos sédo compostos e apresentam-se em par, um de cada lado do rostrum.
Apresentado nas fémeas, correlacdo com ao periodo reprodutivo, tendo em vista o

periodo reprodutivo foto negativo.

Proximos a boca encontram-se os maxilipedes, utlizados para manipulacdo e

apreenséo de alimentos.

Locomovem-se no fundo por meio dos peribpodos que se inserem ventralmente no

cefalotérax e se apresentam em pares bilaterais.

Ja& no abdbmen, é possivel identificar a presenca de segmentos contrativos que

possuem fung&o locomotora para, por exemplo, auxiliar no escape de predadores.

Inseridos ventralmente no abdémen encontram-se os pleépodos, que tem funcgéo
locomotora na natacdo dos individuos e ainda reprodutiva, no caso das fémeas que
mantém os ovos aderidos nessa estrutura para prote¢cdo e incubacdo durante os

estagios iniciais de desenvolvimento.

Na parte caudal do abddbmen, encontra-se a cauda, divida em urdpodos e télson,
ambos sendo estruturas que auxiliam na natacdo, todavia o primeiro tem funcédo de

direcionar o individuo, enquanto o segundo esta ligado a locomog¢ao em natacao.
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7.2.2. ANATOMIA INTERNA

Sdo0 animais que apresentam um aparelho digestivo completo, dessa forma esse

sistema é composto por:
e Regido oral (Boca): fungéo de apreenséo do alimento;
e Estdbmago: Composto pelo proventriculo e eséfago;
¢ Intestino médio, anterior ou delgado;
¢ Intestino grosso ou posterior;
e Anus.

Anexos ao sistema digestorio dos crustaceos encontram-se o ceco hepatico anterior e
0 ceco posterior, que tem por fungéo receber o contetdo do intestino médio e iniciar a

reabsorcao de agua e nutrientes.

Por fim, o sistema digestivo apresenta um hepatopancreas com fung¢édo de producao
de enzimas e proteinas relacionadas com os processos de catabolismo e metabolismo

fisiolégico.

Os crusticeos possuem em seu sistema circulatorio a hemolinfa, que é constituida por
uma fragdo celular, os hemdécitos, e uma fragdo humoral, composta por plasma. Os
hemdcitos circulantes realizam o transporte e armazenamento de lipoproteinas e

aminoacidos, a coagulacédo e a defesa imunolégica, dentre outras.

Esses animais apresentam um sistema circulatério aberto, ou seja, a hemolinfa
encontra distribuida entre os érgaos internos no hemocélio (hemocélio é o sistema de
cavidades e vasos existentes entre os 6rgdos), sendo entdo bombeada para dentro e

fora do coracéo.

Os residuos metabdlicos, recolhidos pela hemolinfa e presentes nas hemoceles, sao
excretados pelas glandulas verdes ou antenais, presentes no cefalotérax e que se

abrem nos poros excretores, localizados perto das inser¢cdes das antenas.

A respiracao dos crustaceos é branquial. As branquias sdo proje¢ées plumosas da
parede do corpo, localizadas ao longo de cada lado do térax e se encarregam de

realizar as trocas gasosas.

56



7.3.ANATOMIA BASICA DE MOLUSCOS

7.3.1. ANATOMIA EXTERNA

Os moluscos bivalves se caracterizam essencialmente por possuirem um corpo
envolvido por duas conchas ou valvas, articuladas em sua porcdo dorsal por um

ligamento corneo.

O formato da concha é variavel e depende do ambiente e alimentacdo. Geralmente, a
concha inferior ou esquerda é maior e mais cdncava, enquanto a concha superior ou
direita é mais plana. Em uma das extremidades existe uma protuberancia denominada

umbo, local onde as valvas se encontram unidas pelo ligamento.ANATOMIA INTERNA

Outra estrutura presente nesses animais € o musculo adutor, que se encontra aderido

as conchas, sendo responsavel pelo fechamento das mesmas.

Este musculo atua contra a pressao exercida pelo ligamento e, quando relaxado,

promove a abertura das conchas.

As branquias séo filamentosas e responsaveis pela respiragéo e filtragdo de alimentos.
As particulas de alimento retidas nos filamentos branquiais sdo conduzidas através de

batimentos ciliares até os palpos labiais e posteriormente a boca.

O manto é a camada de tecido que recobre o corpo, com excecdo da regido do
musculo adutor. A borda do manto é responsavel pelo controle do fluxo de agua que

passa pelo interior do organismo.

A boca é conectada ao estbmago por um curto eséfago. A partir do estbmago, o
alimento segue para os diverticulos digestivos e posteriormente para o intestino. O
intestino termina no anus, que se localiza na camara cloacal, proximo ao musculo

adutor.

s

O sistema circulatério € do tipo aberto, composto por veias, artérias, coracao,
pericardio e seios tissulares, por onde circula a hemolinfa.

57



ANEXO 1 - FORMULARIO PADRAO



Cod.

*Via
Logotipo RENAQUA Logotipo Servigo Oficial Ne /UF
MINISTERIO DA PESCA E AQUICULTURA
Secretaria de Monitoramento e Controle da Pesca e Aquicultura
Departamento de Monitoramento e Controle
Coordenacdo-Geral de Sanidade Pesqueira — CGSAP
FORMULARIO DE COLETA E ENVIO DE AMOSTRAS
01. Origem das Amostras
Motivo da coleta: L] Monitoramento LI Recoleta (formulario n° )
Outro:
Municipio: | Codigo IBGE:
Nome do responsavel (M) (F): Georreferenciamento das UES — (GPS Calibragdo DATUM)
e [ [T [T [ s
Contato: .
Propriedade: Longitude: ‘ ‘ o ‘ ‘ ‘ ’ ‘ ‘ ‘ |:| "
Endereco: ’
. . ) " [ ] norte
Contato: Latitude: ‘ ‘ ° ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ D [ ] sul
UVL local: Longitude: ‘ ‘ o ‘ ‘ ‘ ’ ‘ ‘ ‘ |:| "
Contato: )
Assinatura do responsavel: ‘ Data:
02. Dados das amostras
Identificacdo | Espécie Sintomas Local Tipo de Numero do lacre Data/hora da

de amostra (S/N) de origem conservagao coleta




Pagina 2 de 2

Cont.
Identificacdo | Espécie Sintomas Local Tipo de Numero do lacre Data/hora da
de amostra (S/N) de origem conservagao coleta
04. Responsavel pela coleta
Nome: Telefone/e-mail:
Orgio: Carimbo e assinatura:
Cargo/matricula:

05. Envio das amostras

Destino das amostras:
Responsavel pelo envio:
Orgio:

Contato:

Meio de envio:
Empresa responsavel:
Contato:

Codigo de rastreamento:

Data/hora de envio:

Carimbo e assinatura:

Observagdes:

06. Recebimento das amostras

Responsavel pelo recebimento:

Orgio:
Contato:

Data/hora de chegada das amostras:

Carimbo e assinatura:

Observagdes:

12 via — Laboratdrio RENAQUA;

22 via — Unidade Veterinaria Local




ANEXO 2 - CALCULO DA AMOSTRAGEM
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Céalculo da Amostragem

O calculo utilizado para determinacédo do tamanho da amostra teve por objetivo
a deteccéo da presenca de doenca em uma dada populacdo (ou seja, sem o
objetivo de quantifica-la) tendo sido utilizada, discricionariamente, a prevaléncia
esperada igual a 10%, considerando o carater endémico e/ou desconhecido da

maioria das doencas de animais aquaticos no pais.

O nivel de confianca é responsavel pela mensurac¢do do quao confiante o valor
encontrado est4d proximo do real. Usualmente, o valor mais usado e

recomendado para estudos de prevaléncia pela OIE é 95% (0,95).

Na amostragem recomendada nesse Manual, os parametros considerados
foram: populagéo “infinita”, sensibilidade do teste de diagndstico igual a 95%,
nivel de confianca de 95% e prevaléncia esperada de 10%.

Contudo para esse calculo foi utilizada a ferramenta “EpiTools” (freeware) da
empresa “AusVet Animal Health Services”, na qual é possivel determinar o
tamanho da amostragem para identificacdo da presenca de doencas utilizando
amostras em pool, no enderego eletronico:

http://epitools.ausvet.com.au/content.php?page=PPFreedom.

Todavia, o calculo do tamanho de amostra adequado pode ser definido
aplicando-se a formula abaixo, considerando a sensibilidade do teste de
diagndstico utilizado e o tamanho finito conhecido da populacéo.

Por exemplo, o numero de animais doentes na populacdo pode ser
determinado pela prevaléncia (real ou esperada), ou seja, para uma
prevaléncia esperada de 10% (0,10) e uma populagdo de 1.000 animais, o

namero de animais doentes esperados sera de 100 animais.
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(1-(1 —tr]rl:{ﬁ.’—%-(SwD -1)

n= Se

Onde:

n=tamanho da amostra calculado

a= nivel de confianca

D= numero de animais doentes na populacao
N= tamanho da populagao

Se= sensibilidade do teste diagndstico
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