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RESUMO

O incremento da malacocultura catarinense nao foi acompanhado pela infra-estrutura sanitaria
necessaria. Em fungao da Portaria n°021/02/DAS, que aprovou as normas técnicas do Projeto
de Sanidade Aquiicola - SC, foram identificados os protocolos de diagnéstico das enfermidades
listadas no Cddigo Aquatico da OIE e na Portaria estadual. Foram averiguados os requisitos ao
credenciamento do LADPAQ (CCA-UFSC) pelo MAPA. A infra-estrutura atual do LADPAQ e a
capacidade técnica permitem realizar: histologia classica, exame citolégicos com “imprints”de
tecidos e cultura em meio fluido de tioglicolato de Ray. Parcerias entre o LADPAQ e o LABICAI
(CCB-UFSC) permitiriam a execucao de hibridizacao in situ, PCR e RFLP-PCR. Atualmente,
nao ha infra-estrutura para executar testes de microscopia eletrébnica na UFSC. O
credenciamento deve cumprir a mesma legislagdo aplicada aos laboratérios de analises
clinicas em saude humana. Este trabalho também propde um protocolo de identificacdo e
quantificacdo de bucefalose em Perna perna, através da histologia classica e analise
estereoldgica. A analise histopatoldgica compreende: secgdes transversais do manto, fixagao
em Davidson, cortes de 3um e coloracdo com HHE. A quantificacdo da bucefalose, quando

necessaria, deve ser feita por estereologia, utilizando-se a objetiva de 10 vezes de aumento.
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Disease of obligatory notification in marine molluscs: protocols and

execution viability

ABSTRACT

The intensive growth of mollusc aquaculture in Santa Catarina has not been accompanied by
the necessary sanitary infrastructure. Based on the Law n’ 021/02/SDA, that approved the
technical norms of the Sanity Aquaculture Project - SC, the protocols of disease diagnostic
methods (OIE Aquatic Code and State Law) were identified, as well as the requirements for the
accreditation of LADPAQ (CCA-UFSC) to the MAPA. The current infrastructure of LADPAQ and
the technical capacity, allow the accomplishment of: classical histology, exams of tissue
imprints, and the culture in Ray's fluid thioglycollate medium. Partnerships between LADPAQ
and LABICAI (CCB-UFSC), would allow the execution of in situ hybridization, PCR and RFLP-
PCR. At present, there is not infrastructure to execute tests of electron microscopy at UFSC.
The accreditation must meet the same legislation applied to the laboratories of clinical analyses
in human health. This study also proposed a protocol to the MAPA, for the identification and
bucefalose quantification in Perna perna, using classical histology and stereological analysis.
The histopatological analysis understands: transverse sections of the mantle, fixation in
Davidson, tissue slides of 3um and HHE stain. If necessary, the quantification of bucefalose,

would be done by stereology, with the objective of 10X.



INTRODUGAO

A producdo de moluscos marinhos € uma atividade econémica em crescimento no
estado de Santa Catarina, colocando o Estado em primeiro lugar na produgao nacional destes
animais (POLI, 1998). Em Santa Catarina sdo produzidas em larga escala, essencialmente,
duas espécies de moluscos: uma exotica, a ostra do Pacifico Crassostrea gigas (Thunberg,
1793) e outra nativa, o mexilhdo Perna perna (Linné, 1758) (OLIVEIRA NETO, 2005).

Segundo MAGALHAES (1998), o cultivo de mexilhdes comegou experimentalmente em
Santa Catarina em 1986, com os trabalhos da Universidade Federal de Santa Catarina, por
intermédio do Laboratério de Mexilhdes - LAMEX. Comercialmente, foi iniciada em 1989, por
meio de convénio firmado entre a Secretaria da Agricultura, através da Associacao de Crédito e
Assisténcia Pesqueira de Santa Catarina - ACARPESC (atual EPAGRI) e a UFSC. O intuito era
0 repasse da tecnologia de cultivo aos extencionistas e aos pescadores artesanais
interessados no novo empreendimento (FERREIRA e MAGALHAES, 1997; OLIVEIRA NETO,
2005). Esta atividade foi apresentada inicialmente como uma fonte complementar de renda
familiar, como alternativa de atividade aos pescadores artesanais, frente ao declinio da pesca.

Atualmente, ha 786 malacocultores com permissdo para o cultivo de moluscos em
Santa Catarina. A permissao a estes produtores foi concedida mediante assinatura do Termo
de Ajustamento de Conduta — TAC, em conformidade com a Portaria do IBAMA n.° 69 de
30/10/2003 (OLIVEIRA NETO, 2005). Contudo, o numero pode chegar a 883, considerando os
produtores sem o TAC, dentro ou fora das areas legalmente destinadas a esta atividade,
(OLIVEIRA NETO, comunicagao pessoal).

Nas condigcbes climaticas de Santa Catarina, o bivalve nativo Perna perna apresenta
rapido crescimento, atingindo o tamanho comercial, de 8 cm de comprimento, em 7 meses. Em
outros paises produtores, como Espanha, Franga e Holanda, as espécies de mexilhdes atingem
tamanho comercial apés 18, 24 e 36 meses, respectivamente. Segundo FERREIRA e
MAGALHAES (1995), a produtividade dos mexilhées de Santa Catarina é a maior do mundo.
Apenas no Brasil sdo conseguidas duas safras por ano em determinadas condig¢des climaticas e
de cultivo, com os animais atingindo o tamanho comercial em menos de 6 meses.

Segundo GARCIA (2001) e OLIVEIRA NETO (2005), é possivel encontrar cultivos nos
municipios de Balneario Barra do Sul, Balneario Camboriu, Biguagu, Bombinhas, Floriandpolis,
Garopaba, Governador Celso Ramos, Itapema, Jaguaruna, Palhogca, Penha, Porto Belo, Séo
Francisco do Sul e Sao José. Os quatro maiores produtores do estado sdao Bombinhas,
Governador Celso Ramos, Palhoca e Penha, com uma producdo de 7.700 toneladas de
mexilhdo em 2004. Em Floriandpolis, a EPAGRI contabilizou 487,8 toneladas de mexilhdo

produzidas no mesmo ano, o que torna 0 municipio o 7° produtor catarinense (OLIVEIRA



NETO, 2005). Em 2004, foram produzidas 9.800,8 toneladas de mexilhdo (OLIVEIRA NETO,
2005) e estima-se um crescimento de 30% no ano de 2005 (OLIVEIRA NETO, comunicacao
pessoal). Segundo relatério da FAO (2004), a producao de mexilhdes de diversas espécies no
mundo foi de 1.370.953 toneladas em 2000, de 1.444.734 toneladas em 2002 e 1.775.803
toneladas em 2003, demonstrando um crescimento continuo na producdo anual (FAOSTAT
data, 2005a).

A ostra do Pacifico, Crassostrea gigas é a espécie de molusco mais produzida no
mundo. A produ¢do mundial deste bivalve tem crescido anualmente, com 3.997.394 toneladas
em 2000, 4.317.380 toneladas em 2002 e 5.272.947 toneladas em 2003 (FAO, 2004;
FAOSTAT data, 2005b).

Essa espécie foi intfroduzida em Santa Catarina no ano de 1985, com 5.000 sementes
adquiridas em Cabo Frio/RJ, como parte de um projeto realizado pelo Laboratério de Moluscos
Marinhos (LMM — UFSC). Os experimentos foram satisfatorios e culminaram na situacéo atual,
em que o estado de Santa Catarina produz em cultivo, quantidades comercialmente
significativas deste molusco no Brasil (POLI, 1990). Em 2004, a producéo de Crassostrea gigas
em Santa Catarina foi de 2.512,7 toneladas e, destas, 1.542,4 toneladas foram provenientes do
municipio de Floriandpolis (OLIVEIRA NETO, 2005).

Além destas espécies cultivadas com sucesso, outros animais tém sido estudados e
representam uma forma de ampliar o setor de cultivo de moluscos. Dentre eles temos dois
bivalves nativos, a vieira Nodipecten nodosus (Linné, 1758) e a ostra nativa Crassostrea
rhizophorae (Guilding, 1828), bem como o cefalépodo Octopus vulgaris (Cuvier, 1797) (POLI,
1998; EMAPA/EPAGRI, 2004 OLIVEIRA NETO, 2005).

A aquicultura é o setor de produgdo de alimentos com maior crescimento mundial,
exibindo taxas acima de 11% ao ano desde 1984 na Asia e de 6,9% no resto do mundo,
enquanto a produgao de proteina animal terrestre cresce apenas 3,1%. No Brasil, entre 2000 e
2002, a taxa anual média de crescimento da atividade foi de 18,1% (FAO/NACA, 2001; FAO,
2004).

O crescimento da produgao aquicola de peixes, crustaceos e moluscos nos paises em
desenvolvimento tem sido superior ao registrado nos paises desenvolvidos. O incremento
anual médio nestes paises é de 10,4% desde 1970, frente aos 4,0% observados nos paises
desenvolvidos (FAO, 2004).

A malacocultura é o segundo setor aquicola em importancia no mundo. Dos 16,3 kg de
pescado per capita consumidos em 2001, 12,2 kg corresponderam a peixes, 2,1 kg a
moluscos, 1,5 kg a crustaceos e 0,5 kg a cefalépodos (FAO, 2004).

A Organizacao Mundial do Comércio (OMC) tem estabelecido uma série de acordos

multilaterais que, entre outras coisas, recomendam aos paises membros a ado¢ao de normas



de qualidade e inocuidade para os organismos aquaticos comercializados. Estes também
incentivam, no “Acordo sobre a Aplicacao de Medidas Sanitarias e Fitosanitarias” (FAO, 2004),
os signatarios a utilizarem as praticas harmonizadas entre os membros e sugeridas por érgéos
internacionais competentes. No caso da aquicultura, a OMC preconiza aos seus membros,
dentre eles o Brasil, a adocao das diretrizes estabelecidas pela Organizagao Internacional de
Epizootias — OIE (OMC, 1994).

A OIE é uma organizagao intergovernamental, criada em 1924 para promover a saude
animal mundial. Suas atividades principais sdo: colecionar e disseminar aos paises soécios,
informagdes sobre a ocorréncia, curso e tratamento de enfermidades animais, inclusive em
situagcdes de emergéncia; prover diretrizes e padrdes para regulamentos de saude, aplicaveis
ao comércio internacional de animais; promover a pesquisa coordenada na patologia,
diagnéstico, tratamento e prevengdo de enfermidades animais quando a colaboragao
internacional em tal pesquisa é desejavel (OIE, 2004).

O CODIGO DE SAUDE ANIMAL da OIE (Codigo Aquatico), lista atualmente onze infecgdes
em moluscos marinhos, causadas pelos protistas Bonamia ostreae, Bonamia exitiosus,
Mikrocytos roughleyi, Haplosporidium nelsoni, Haplosporidium costale, Marteilia refringens,
Marteilia sydneyi, Mikrocytos mackini, Perkinsus marinus, Perkinsus olseni/atlanticus e pela
bactéria Candidatus xenohaliotis californiensis (OIE, 2005a). O MANUAL DE TESTES DE
DIAGNOSTICO PARA ANIMAIS AQUATICOS da OIE (Manual Aquatico) apresenta uma organizagao
diferente da encontrada no Cédigo Aquatico. Este Manual lista primariamente as enfermidades
(Tabela 1).

Em linhas gerais e considerando o rapido crescimento da aquicultura, ndo tem sido
verificada uma expansao correspondente da infra-estrutura sanitaria para os animais aquaticos.
Além disto, este setor ndo dispde atualmente de servigos de diagndstico, nem de servigos
profissionais de sanidade como no setor pecuario (OIE, 2004), principalmente nos paises em
desenvolvimento.

Sem dulvida, a experiéncia gerada com o cultivo de organismos marinhos tem
demonstrado que devido a mobilizacido de exemplares de uma regido do planeta a outra, a
distribuicdo geografica das enfermidades esta mudando. Aliada a mudanca geografica das
enfermidades, a deterioragdo do meio ambiente e as mutagdes sofridas por agentes
patogénicos, tém propiciado o aparecimento de parasitas em novos organismos.

Existem inumeros trabalhos relatando morte massiva em determinadas regides,

diminuindo a possibilidade de cultivo da espécie na regido afetada, bem como a rentabilidade



Tabela 1. Correspondéncia entre os capitulos sobre as enfermidades de moluscos, contidos no Manual
de Aquatico com os do Cédigo Aquético (OIE, 2003).

Manual Aquatico Cédigo Aquatico

Bonamiose infeccdo por Bonamia ostreae
infecgao por Bonamia exitiosus
infecgao por Mikrocytos roughleyi

Enfermidade MSX infeccao por Haplosporidium nelsoni
Marteiliose infeccao por Marteilia refringens
infecgao por Marteilia sydneyi
Microcitose infeccao por Mikrocytos mackini
Perkinsiose infeccao por Perkinsus marinus
infec¢ao por Perkinsus olseni/atlanticus
Enfermidade SSO infecgao por Haplosporidium costale
Sindrome withering do abalone infeccao por Candidatus xenohaliotis californiensis

econbmica da mesma (ABREU, 1965; CHENG et al.,, 1983; GRIZEL et al., 1988; ELSTON,
1990; BLATEAU et al.,, 1992; FUENTES et al., 1998; SILVA et al., 2002; KIM e POWELL,
2004). O risco de introdugédo de enfermidades exdticas que podem resultar em um decréscimo
significativo das populagbes de bivalves (BOWER e FIGUERAS, 1989), nativas ou ndo,
cultivadas ou nao, € latente.

Caso tal fenbmeno ocorra em Santa Catarina, o prejuizo aos produtores seria enorme.
A economia de Floriandpolis também seria afetada, pois o cultivo estimulou o desenvolvimento
de uma gastronomia voltada aos moluscos cultivados e isto tem sido usado como um atrativo
extra ao turismo. Um grande problema ¢é a falta de laboratérios e técnicos especializados na
identificacdo dos patdégenos causadores destas enfermidades.

Durante os ultimos anos, pesquisas tém sido realizadas em Santa Catarina como forma
de suprir esta lacuna no conhecimento malacolégico. Dentre eles temos SILVA et al., 1996;
MAGALHAES, 1998; MARENZI, et al. 1998; MAGALHAES, 1999; SILVA, 1999; MAGALHAES
et al., 2000; PEREIRA, 2000; IBBOTSON, 2002; SILVA et al., 2002 e SABRY, 2003.

A produgédo crescente de moluscos e outros organismos aquaticos requerem cuidados
sanitarios especiais. Isto ocorre tanto para evitar a transmissdo de patégenos ao homem,
quanto para nao disseminar enfermidades entre os cultivos. Em 01 de outubro de 2002 o
governo estadual aprovou a Portaria n® 021/02 da Secretaria do Desenvolvimento Rural e da
Agricultura - SDA. Neste documento estao as normas técnicas para a execug¢ao do Programa
de Sanidade Aquicola do Estado de Santa Catarina. Dentre outras informagbes, podemos
encontrar as enfermidades de moluscos de notificagdo obrigatéria no Art. 12 (Il - MOLUSCOS:

Microcitose) e as enfermidades a serem investigadas, controladas e/ou erradicadas no Art. 13



(I - MOLUSCOS: iridovirose, bucefalose, hepatite e identificagdo das toxinas DSP/PSP)
(SANTA CATARINA, 2002).

Algumas destas patologias ja estdo sendo estudadas em laboratérios de pesquisa da
UFSC e da Universidade do Vale do Itajai — UNIVALI. O virus da hepatite e sua possivel
transmissdo dos moluscos ao homem, tem sido averiguada por pesquisadores do
Departamento de Microbiologia e Parasitologia - CCB/UFSC. A identificagdo de toxinas
DSP/PSP produzidas por algas causadoras de maré vermelha, esta sendo desenvolvida por
pesquisadores da Engenharia Sanitaria e Ambiental - CTC/UFSC e da UNIVALI.

Em 2004 foi criado o Laboratério de Diagnoéstico e Patologia em Aquiicultura - LADPAQ,
no Departamento de Aquicultura — CCA/UFSC, reunindo os pesquisadores envolvidos com
sanidade e patologia em organismos aquaticos, desse Departamento.

Dentre os diversos patdégenos contidos na lista de notificacdo obrigatéria da OIE, com
potencial para infectar os moluscos cultivados no litoral catarinense, estdo: Haplosporidium
nelsoni, H. costale, Marteilia refringens, Perkinsus marinus, P. olseni/atlanticus. Estes
patégenos podem causar forte impacto no desenvolvimento sécio-econémico da malacocultura,
quer pela possibilidade de morte massiva, castragdo parasitaria ou pela diminuicdo na

qualidade visual do molusco, como explicitado a seguir.

Haplosporidium spp.

Haplosporidium nelsoni (=Minchinia nelsoni) e H. costale (=Minchinia costale) sao
protoparasitas do Filo Haplosporidia (OIE, 2003).

H. nelsoni causa a enfermidade MSX (Multinucleate Sphere X), ou Haplosporidiose ou
Enfermidade da Baia Delaware, em Crassostrea virginica e C. gigas (Figura 1). Contudo, sua
prevaléncia e viruléncia € maior em C. virginica. Pode ser encontrado na costa Atlantica dos
Estados Unidos (da Flérida ao Maine) até a Nova Escécia (Canada). Areas enzodticas sdo as
Baias Delaware e Chesapeake, os estuarios de Long Island Sound, Cape Cod e Nova Escécia.
H. nelsoni foi encontrado infectando C. gigas nos Estados Unidos (Califérnia e Washington), na
Korea, Japao e Frangca (BONDAD-RENTASO et al., 2001; OIE, 2003).

Outros Haplosporidium spp. infectam diversos bivalves. H. tumefacientis infecta Mytilus
californianus nos Estados Unidos (Califérnia) e H. (=Minchinia) armoricanum infecta Ostrea
edulis, na Europa (Frangca e Holanda) e O. angasi na Australia. Haplosporidium sp também
ocorre em C. gigas na Franca. H. tapetis em Ruditapus decussatus e R. philippinarum na
Europa (Franga, Espanha e Portugal) e Australia (BONDAD-RENTASO et al., 2001; AFF, 2002;
OIE, 2003).

Plasmodios do protozoario ocorrem entre células do tecido conjuntivo, epitelial e

glandulas digestivas. A esporulagéo é rara em ostras adultas, frequiente em juvenis (1 a 2 anos)



e s6 ocorrem no epitélio digestivo, causando sua ruptura. A enfermidade MSX esta restrita as
salinidades acima de 15 %. e mortalidades rapidas e elevadas podem ocorrer a 20 %o. A
imersao de ostras infectadas, por duas semanas em agua a 10 %o de salinidade ou abaixo de
20°C, matam apenas H. nelsoni. Animais suscetiveis a infeccdo morrem rapidamente, sem
perda da condigdo. Nas ostras tolerantes, o indice de condicdo diminui com o aumento da
infeccao. Ao morrer, estdo com o estoque celular reduzido e rompido (BONDAD-RENTASO et
al., 2001; OIE, 2003).

Figura 1. Esporos de Haplosporidium nelsoni no epitélio digestivo de
Crassostrea virginica. Tc- tecido conjuntivo; ep- epitélio da glandula digestiva;
es- esporos de H. nelsoni (HE) (modificado de VIMS, 2003a).

H. costale causa a enfermidade SSO (Seaside Organism) e infecta Crassostrea
virginica. Ocorre em baias com salinidade alta (25%.) ao longo da costa leste dos Estados
Unidos (da Virginia a Nova Escdcia), Canada e Australia.

Plasmoédios de H. costale ocorrem entre as células do tecido conjuntivo, glandula
digestiva, manto e génada (Figura 2). A esporulagao € tida como final das infecgbes; causa
rompimento do tecido conjuntivo e morte. A parasitose tem sazonalidade limitada entre maio e
junho e apresenta vestigios subclinicos durante o outono e inverno. Os plasmddios se
desenvolvem entre margo e abril, seguidos por esporulacées e mortalidade entre maio e junho.
A distribuicdo de H. costale e H. nelsoni coincide em areas com alta salinidade nos Estados
Unidos ao Canada. Co-infec¢des com os dois patdégenos foram reportadas e sua diferenciagéo

ocorre através da esporulacdo. Enquanto H. costale esporula no tecido conjuntivo, H. nelsoni



esporula no epitélio dos tubulos digestivos. Nos estagios plasmodiais e na auséncia de

esporos, a identificagdo dos parasitas requer testes moleculares (OIE, 2003).

Figura 2. Esporos de Haplosporidium costale no tecido conjuntivo de
Crassostrea virginica. Tc- tecido conjuntivo; ep- epitélio da glandula digestiva;
es- esporos de H. costale (HE) (modificado de VIMS, 2003a).

Figura 3. Hibridizacao in situ (HIS) de secgdes histoldgicas consecutivas de ostra Crassostrea virginica,
com infecgdo mista de Haplosporidiun nelsoni e H. costale. A. Dois plasmédios, de muitos estdo no
tecido conjuntivo indicados pelas setas (HE). Barra= 100 ym. B. HIS com sonda de DNA de H. costale da
mesma area mostrada em A. Note os plasmddios de H. costale no tecido conjuntivo (indicado pelas
setas) mas n&o no tecido epitelial (modificado de BURRESON e FORD, 2004).



A transmissao experimental, em laboratério, de H. nelsoni e H. costale ainda nao foi
realizada. O ciclo vital dos haplosporidios nao foi elucidado, mas suspeita-se da existéncia de
hospedeiros intermediarios (BONDAD-RENTASO et al., 2001; OIE, 2003). O diagnéstico
presuntivo para H. nelsoni e H. costale é feito por histologia classica e PCR a partir de DNA
obtido do tecido de ostra. A confirmagao da identificagdo dos patdégenos ocorre por exames de
hibridizacao in situ (Figura 3) (BONDAD-RENTASO et al., 2001; OIE, 2003).

Marteilia spp.

No Filo Paramyxea sao encontrados protoparasitas do género Marteilia, causadores de
infeccdo e mortalidade em massa em diversos bivalves comerciais na Australia, Europa e
Estados Unidos. Sua presenca em qualquer bivalve deve ser considerada séria e o Laboratério
de Referéncia da OIE deve ser consultado (OIE, 2003).

Marteilia refringens causa a enfermidade Aber ou da Glandula Digestiva. E um parasita
letal da ostra Européia, Ostrea edulis. Infecta também, outros bivalves como O. angasi, O.
puelchana, Ceratoderma (=Cardim) edule, Mytilus edulis, M. galloprovincialis, Crassostrea
gigas, C. virginica e Tiostrea lutaria (=chilensis). Pode ser encontrado no sul da Inglaterra, na
Franca, ltalia, Portugal, Espanha, Marrocos e Grécia (BOWER et al, 1994; BONDAD-
RENTASO et al., 2001; OIE, 2003, BERTHE et al., 2004).

M. sydneyi causa a enfermidade QX (Queensland unknown) e infecta Saccostrea
commercialis (=glomerata) e possivelmente também S. echinata e Ostrea concha. Este parasita
infecta S. commercialis na Australia (New South Wales, Queensland e Australia Ocidental)
(BOWER et al., 1994; BONDAD-RENTASO et al., 2001; OIE, 2003; BERTHE et al., 2004).

M. maurini parasita Mytilus galloprovincialis e Mytilus edulis da Franga, Italia e Espanha
(Figura 4) (BONDAD-RENTASO et al., 2001; OIE, 2003, BERTHE et al., 2004).

M. christenseni infecta o venerideo Scrobicularia plana na Franga e M. lengehi a ostra
Saccostrea cucullata, do Golfo Pérsico e Australia (OIE, 2003; BERTHE et al., 2004). Outras
Marteilia sp. foram observadas em Cardium edule, Tapes rhomboides e T. pullastra
(FIGUERAS et al,, 1996); em Ensis minor e E. siliqua (CESCHIA et al., 2001); Mytilus
galloprovincialis na Croacia (ZRNCIC et al., 2001); Argopecten gibbus, na Flérida (MOYER et
al., 1993) e Tridacna maxima, em Fiji (NORTON et al., 1993).

A infeccdo por Marteilia refringens e M. sydneyi estd associada ao baixo indice de
condigdo com completa reabsor¢ao da gbnada, emaciagao da ostra, exaustado das reservas de
glicogénio, descoloracdo da glandula digestiva, parada no crescimento e mortalidade.
Plasmddios iniciais destes protozoarios ocorrem na parede do estdbmago, causam destruicéo
dos tecidos, aumento da secre¢do de muco e infiltracdo de hemdcitos dentro da glandula
digestiva (FIGUERAS et al., 1991).



O local inicial da infecgao por M. sydneyi é o epitélio dos palpos e das branquias (OIE,
2003). Segundo KLEEMAN et al. (2002a), no inicio da infeccao ocorre hiperplasia epitelial,
infiltracdo de hemdcitos, hipertrofia e fusdo dos filamentos branquiais. Os estagios de pré-
esporulagao sao encontrados no tecido conjuntivo e epitélio da glandula digestiva. Infecgbes
massivas desorganizam o epitélio da glandula digestiva e a morte resulta por inani¢éo, 60 dias
apos o inicio da infestacao (OIE, 2003).

A pré-esporulagdo de M. refringens ocorre no epitélio dos palpos labiais, estémago,
tubulos digestivos e talvez nas branquias (Figura 5). A morte do hospedeiro parece estar
relacionada a esporulagcdo que rompe o epitélio dos tubulos digestivos, causando inanicao
(BONDAD-RENTASO et al., 2001; OIE, 2003).

Figura 4. Marteilia maurini (seta) no epitélio da glandula digestiva do mexilhdo
Mytilus ~ galloprovincialis, observado em microscopio 6ptico (x1000, HE)
(BERTHE et al., 2004).

Embora as infecgbes por M. refringens e M. sydneyi ocorram quando a temperatura da
agua é superior a 17°C, a enfermidade n&o é sazonal. Mortalidade elevada e esporos ocorrem
ao longo do ano. Salinidade alta, 35-37 %o, limita o desenvolvimento de Marteilia spp. Os
esporos nao sobrevivem mais de 7-10 dias fora dos bivalves. Contudo, temperaturas baixas
prolongam sua sobrevivéncia (35 dias a 15°C) e caso estejam dentro de peixes ou aves podem
resistir por 2h, sugerindo uma possivel dispersdo ou transmissdo (BOWER et al., 1994;
BONDAD- RENTASO et al., 2001; OIE, 2003; BERTHE et al., 2004).

Todavia, 0 modo de infecgao e o ciclo vital fora do hospedeiro, ainda sao desconhecidos
(OIE, 2003). H4 um caso de transmissdo experimental da enfermidade em laboratério para

Mytilus galloprovincialis, usando Marteilia refringens extraido da glandula digestiva de O. edulis
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(COMPS e JOLY apud BERTHE et al., 2004). Existe a possibilidade de haver hospedeiros
intermediarios (BONDAD-RENTASO et al., 2001; OIE, 2003).

Figura 5. Marteilia refringens (seta), estagios avangados no epitélio da glandula
digestiva da ostra plana, Ostrea edulis, observado em microscépio 6ptico (HE,
x1000) (BERTHE et al., 2004).

O diagnéstico presuntivo de M. refringens e M. sydneyi ocorre por histologia classica e
pelo exame citolégico com “imprints” de tecidos (Figura 6). A confirmag&o da identificacdo dos

patégenos requer exames de hibridizacao in situ de Marteilia spp. (Figura 7).

Figura 6. Diagnostico presuntivo de M. refringens através de exame citolégico
com “imprints” de tecidos. Foto: Franck Berthe (HERFORT, 2004).
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Outro teste é feito para detectar o polimorfismo no comprimento do fragmento de
restricdo, obtidos pela reacdo em cadeia da polimerase (RFLP-PCR) para identificacao de
Marteilia refringens e M. sydneyi, além de discriminar M. refringens de M. maurini. Como nao é
facil distinguir M. maurini de M. refringens, a deteccdo do parasita em mexilhdes requer este
exame de confirmacao (OIE, 2003).

e
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Figura 7. Especificidade das sondas ITS1 e Smart 2 em hibridizagao in situ, testados em Marteilia
sydneyi, nos tubulos digestivos de Saccostrea glomerata. A. Detecgéo por histologia classica em
HE. B. Deteccéo de estagios esporontes maturos ( >) e imaturos (==J») pela sonda ITS1. C.
Deteccao de estagios maduros e esporontes pela sonda Smart 2 (KLEEMAN et al., 2002)

Perkinsus spp.

Investigagbes moleculares indicaram que Perkinsus spp. nado pertencem ao Filo
Apicomplexa, como sugeria sua ultraestrutura. Estes protoparasitas letais estdo mais
relacionados a Dinoflagelada. Alguns autores os tém classificado no Filo Perkinsozoa ou no
Filo Dinozoa, subfilo Protalveolata (BONDAD-RENTASO et al., 2001; OIE, 2003).
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Perkinsiose, também chamada de enfermidade Dermo é a denominagao genérica das
enfermidades infecciosas causadas por Perkinsus marinus e P. olseni/atlanticus. Perkinsus
marinus recebeu 7 nomes desde 1940, dentre eles, Dermocystidium marinum e
Labyrinthomyxa marina (ICES, 2003; OIE, 2003). Esta espécie causa sérios danos em
Crassostrea virginica (Figura 8). Pode infectar C. gigas e C. ariakensis, porém estas ostras sao
mais resistentes a enfermidade. Infecta também Dendostrea frons e Ostreola equestris
(CASTILLO, 1998). Outros Perkinsus spp. infectam diversos bivalves no hemisfério norte e no
sul, em aguas tropicais e subtropicais. P. chesapeaki (=andrewsi) infecta Mya arenaria e
Macoma balthica, nos Estados Unidos, enquanto P. qugwadi em Patinopecten yessoensis no
Canada. Estas espécies nao sao consideradas atualmente de notificacdo pela OIE. Contudo,
até que se conheca melhor a identidade, biologia e patologia dos outros Perkinsus spp., sua
presenga em qualquer bivalve, deve ser considerada séria e o Laboratério de Referéncia da
OIE deve ser consultado (BONDAD-RENTASO et al., 2001; OIE, 2003).

Figura 8. Crassostrea virginica saudavel (1) e infectada (2) com P. marinus.
Foto: F. Berthe (HERFORT, 2004).

Perkinsus marinus é encontrado nos Estados Unidos (Baia de Delaware, New Jersey,
Cape Cod, Maine a Florida), no Golfo do México (Peninsula de Yucutan), Venezuela; Porto
Rico, Cuba, Hawaii. (BOWER et al., 1994; BONDAD-RENTASO et al., 2001; AFF, 2002; OIE,
2003). APEC/FAO/NACA/SEMARNAP (2001) e BOWER et al., 1994 citam o Brasil entre os
paises de ocorréncia de Perkinsus marinus. Contudo, a citacdo foi um equivoco ocorrido por
ocasiao da publicagédo do trabalho “Synopsis of infection diseases e parasites of commercially
exploited shellfish”, segundo BOWER (comunicagao pessoal), devendo ser desconsiderada.

Perkinsus marinus se multiplica e causa liquefagao dos tecidos infectados das ostras.

Observagoes in vitro indicam a producao de fatores proteoliticos, liberados extracelularmente, o
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que explica as lises dos tecidos e o bloqueio de alguns dos mecanismos defensivos das ostras
(CASTILLO, 1998). C. virginica com a enfermidade Dermo, apresenta a glandula digestiva com
“aspecto palido”, redugcdo do indice de condigcdo, severa emaciagcao, abertura da concha
(gaping), retragcdo do manto, inibicdo do desenvolvimento gonadico, crescimento retardado,
abcessos e lesbes. A mortalidade ocorre em 95% das ostras infectadas (BOWER et al.,1994;
BONDAD-RENTASO et al., 2001; OIE, 2003).

Perkinsus olseni foi descrito a partir de Haliotis ruber rubra, na Australia e P. atlanticus
a partir Ruditapes decussatus (AZEVEDO, 1989) em Portugal (Figura 9). Outros hospedeiros
susceptiveis incluem Haliotis cyclobates, H. scalaris, H. laevigata, Anadara trapezia,
Austrovenus stutchburyi e Ruditapes philippinarum. Similaridades nas sequéncias de
nucleotideos dos espacgadores internos transcritos (ITS) e da regido dos espagadores nao
transcritos (NTS) do RNA ribossomal sugeriram “co-especificidade” de P. olseni e P. atlanticus.
A sinonimia das duas espécies foi estabelecida e Perkinsus olseni tem prioridade taxonémica
(OIE, 2003).

Figura 9. P. olseni/atlanticus no bivalve arenicola Ruditapes decussatus.

Trofozoitos maduros (seta) com o caracteristico nucleo acéntrico (VIMS, 2003b).

P. olseni/atlanticus ocorre em Australia, Vanuata, Nova Zelandia, Korea, Japao, Kuwait,
Portugal, Franga, Italia, Holanda e Espanha (BOWER et al., 1994; BONDAD-RENTASO et al.,
2001; AFF, 2002; OIE, 2003).

A disseminacao de P. olseni/atlanticus € causada pela ruptura do tecido conjuntivo e
epitelial. Cistos macroscopicos ocorrem nas branquias infectadas de R. decussatus. Pode

haver abscessos no abalone Haliotis spp.. Pustulas com mais de 8 mm de didmetro no pé e
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manto Haliotis spp. infectados, reduzem seu valor comercial. Perkinsus olseni/atlanticus foi
associado a perdas do abalone H. laevigata, na Australia e mortalidade do venerideo R.
decussatus em Portugal e R. philippinarum na Korea (BONDAD-RENTASO et al., 2001; OIE,
2003).

A morfologia dos estagios e ciclo vital é similar a todos os Perkinsus spp.. O ciclo vital
de P. marinus ocorre, geralmente, dentro de fagécitos ou “bolsas” (Figura 10). A proliferagao de
Perkinsus spp. esta correlacionada ao aumento da temperatura da agua acima 20°C, quando a
patogenicidade e mortalidades associadas, se elevam. Todos os estagios do ciclo vital
parecem ser infectantes.

Trofozoitos maduros, com grandes vacuolos que deslocam o nucleo para a periferia
da célula (nucleo acéntrico), ttm de 3 a 10 ym de didmetro. Estes trofozoitos ocorrem dentro
das células do tecido conjuntivo e epitelial, onde realizam cissiparidade sucessiva
(zooesporulagao). Neste estagio de “roseta”, esporangios ou esquizontes, medem de 4 a 15
pm de didmetro e contém 2, 4, 8, 16 ou 32 trofozoitos em desenvolvimento. No final do
processo ocorre liberagdo de 8 a 32 trofozoitos imaturos. Estes trofozoitos imaturos, merontes,
merozoitos ou aplandsporos, tém de 2-3 uym de didmetro (BONDAD-RENTASO et al., 2001;
OIE, 2003).

Figura 10. Perkinsus marinus em Crassostrea virginica apresentando trofozoitos

maduros com nucleo acéntrico (seta) (VIMS, 2003b).

Os hospedeiros sao infectados através de zodsporos biflagelados. Todavia a fungao
do zodsporo na transmissdo no ambiente ndo esta clara (BONDAD-RENTASO et al., 2001;
OIE, 2003).
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Ha quatro testes presuntivos para detecgdo de Perkinsus spp.. A histologia classica
nao é eficiente em infestagdes leves, porém associada a cultura em meio fluido de tioglicolato
(Figura 11) é eficiente na identificacao de Perkinsus spp.. A microscopia eletrbnica de
transmissdo nao é adequada a identificacdo, pois a ultra-estrutura ndo é exclusiva para esta
espécie. O teste de PCR identifica a presenga do parasito, mas ndo pode ser usado para
separar as espécies entre si. Para o diagndstico de confirmagao da identificacdo de Perkinsus
spp., recomenda-se a analise da sequéncia da regido ITS. Os produtos do PCR podem ser

seqlenciados para a identificagéo das espécies. (OIE, 2003).

Figura 11. Diagnéstico de Perkinsus spp. (seta) cultivado em fluido tioglicolato e
corado com tintura de iodo ou lugol (VIMS, 2003b)

As enfermidades a serem investigadas, controladas e/ou erradicadas contidas na
Portaria n® 021/02/SDA, sao descritas a seguir.

Mikrocytos mackini

Mikrocytos mackini causa Microcitose (Enfermidade da Microcélula) ou Enfermidade da
llha Denman (Canada). Este parasita de afiliacdo taxondmica desconhecida nao tem relagao
com outras microcélulas parasitas (Bonamia (=Mikrocytos) roughleyi, B. ostreae, B. exitiosus)
(CARNEGIE et al.,, 2004). Pode infectar Crassostrea gigas, que parece ser mais resistente,
Ostrea edulis, O. conchaphila (=lurica) e, experimentalmente, C. virginica e S. glomerata
(=commercialis) (HINE et al., 2001; OIE, 2003; BOWER et al., 2005).
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A ocorréncia de Mikrocytos mackini foi registrada na costa oeste da América do Norte
(sudeste da Columbia Britanica - Canada) e nas adjacéncias do Estado de Washington (Estado
Unidos) (BOWER et al., 2005).

O pequeno protoparasita, 2-4pm de didmetro, ndo possui organelas como mitocéndria e
haplosporossomos. A infecgcao tem inicio com vesiculas nas células do tecido conjuntivo, nos
miécitos do coragao, do musculo adutor e nos hemécitos dos hospedeiros (CARNEGIE et al.,
2003; BOWER et al., 2005). Este induz a formacao de pustulas amarelo-esverdeadas (Figura
12), abscessos, Ulceras, necrose tecidual, freqientemente no manto, com correspondente
cicatrizacdo marrom na concha. Lesdes macroscopicas nem sempre estido presentes. Os

abscessos, com hemdécitos granulares e hialinos, podem conter células de 1-3 ym de didmetro.

Figura 12. Pustulas amarelo-esverdeadas ocasionadas pela infeccdo com
Mikrocytos mackini. 1. Pustulas no manto de Crassostrea gigas, indicando o
estagio final da infecgéo. 2. Pustulas no musculo adutor da ostra européia Ostrea
edulis. Fotos: Susan Bower (HERFORT, 2004).

Infecgbes severas parecem ser restritas a ostras com mais de 2 anos de idade, com
mortalidade em torno de 40% (OIE, 2003). Contudo, BOWER et al. (2005) em experimento de
laboratério, infectaram juvenis de Crassostrea gigas com M. mackini, extraidos de O. edulis
(JOLY et al., 2001). Os resultados demonstraram que além de ser suscetivel ao parasita, com
prevaléncia de 100%, os juvenis desenvolveram a enfermidade e mortalidades ocorreram em
ostras com 18 mm de comprimento (BOWER et al., 2005).

A enfermidade ocorre quando a temperatura da agua se eleva, apds 3 a 4 meses sob

temperaturas abaixo de 10°C. A colheita ou movimentagdo de ostras para locais mais
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profundos, com agua mais fria tem sido implementado com sucesso para controlar a
enfermidade (OIE, 2003).

A diagnose presuntiva usa o exame citolégico com “imprints” de tecidos. Os exames de
confirmacgao da parasitose, por M. mackini, usam a histologia classica e os procedimentos para
analise por microscopia eletrénica de transmissao (OIE, 2003).

A identificagdo positiva requer testes moleculares (Figura 13) e microscopia eletrénica,
para identificar e distinguir M. mackini de outras microcélulas (Bonamia (=Mikrocytos) roughleyi,

B. ostreae, B. exitiosus) onde exista co-ocorréncia. A presenca destes patdogenos, em qualquer

bivalve, deve ser considerada séria e o Laboratério de Referéncia da OIE, consultado (OIE,
2003; BOWER et al., 2005).

Figura 13. Deteccdo de microcéclulas por hibridizagédo in situ fluorescente. A- Bonamia ostreae em
hemdcitos infiltrados no tecido branquial de Ostrea edulis. Um B. ostreae maior esta indicado pela seta e
o grupo de células menores pela extremidade da seta. Barra= 10 ym. B- Células de Mikrocytos mackini

no musculo adutor de O. edulis infectada experimentalmente. Barra = 10 um (CARNEGIE, 2004).

Iridovirus

Iridovirus é o virus causador da Iridovirose, Enfermidade Viral do Vélum de Ostras
(OVVD) ou Enfermidade da Bolha, somente em larvas de Crassostrea gigas (Figura 14). Este
virus tem morfologia similar aos Iridoviridae, causadores da Enfermidade ou Mal da Branquia e
Enfermidade Hemocitica Infecciosa de Virus (HIV), em Crassostrea angulata e C. gigas. Foram
reportadas infeccbes em larvas de C. gigas somente em duas larviculturas de moluscos nos
Estados Unidos (Washington). Acredita-se ser virtualmente ubiquo em aguas temperadas do
mundo. Ha 20 anos esta enfermidade, OVVD, n3o é reportada. Foi listada em “outras
enfermidades significantes” na lista da OIE de 1997 e FAO/NACA, mas foi retirada de listas
mais recentes da OIE (BOWER, 1994; APEC et al., 2000; BONDAD-RENTASO et al., 2001;
AFF, 2002).
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A OVVD causa degradacéao e necrose do epitélio do vélum, em larvas com concha >150
pm de comprimento e mais de 10 dias de idade, quando cultivadas entre 25 e 30°C. Células
infectadas sdo hipertrofiadas e sem cilios, o que causa as "bolhas" caracteristicas desta
enfermidade. Pode haver perda total do cilios do vélum, mas esta ndo € uma caracteristica
especifica para OVVD. Causa perdas severas nas larviculturas, de quase 100% em tanques
afetados. Pode aparecer de margo a maio € ao longo do verdo do hemisfério norte. O efeito
subclinico da exposicdo a esta enfermidade em assentamentos remotos de larvas e
crescimento da semente nao é conhecido (BOWER, 1994; BONDAD-RENTASO et al., 2001).
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Figura 14. Iridovirus causador da Enfermidade Viral do Vélum de Ostras
(OVVD), em larvas da ostra do Pacifico (Crassostrea gigas). Viroplasma
citoplasmatico (seta) esta rodeado por particulas virais completas (vp) e
particulas incompletas (vc) ligadas ao estroma viroplasmico. Barra = 1 ym.
(Elston and Wilkinson, 1985 apud ELSTON, 1997).

O virus ocorre como corpos de inclusdo intracitoplasmaticos, com 1,2-2,4 um de
didmetro, forma esférical/icosaedra, com DNA e com capside bilamelar. Estes corpos sao

densos e basofilicos nas fases iniciais das infecgdes, mas podem se tornar irregulares e menos
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basofilicos com a formagéao de virions. Os corpos de inclusdo ocorrem no epitélio esofagico da
base do vélum, epitélio oral e raramente no epitélio do manto (BOWER, 1994; BONDAD-
RENTASO et al., 2001).

A profilaxia da enfermidade é feita pela destruicido e descarte das larvas infectadas. A
Unica forma de controle é o rapido reconhecimento da infeccéo e subseqliente desinfec¢ao dos
tanques e equipamentos para prevenir a disseminagdo do patdgeno. Crescimento lento,
auséncia de alimentacao e natagcdo podem indicar a presenga de OVVD (BOWER, 1994;
BONDAD-RENTASO et al., 2001).

O diagnéstico presuntivo é feito por observagcao do comportamento das larvas nas
incubadoras e por histologia classica. A confirmacao da identificagcao é feita pela associagdo
entre a histologia classica e os procedimentos de microscopia eletrbnica de transmissao
(BOWER, 1994; BONDAD-RENTASO et al., 2001).

Bucephalus spp.

A bucefalose ou “enfermidade laranja” é causada pelo trematddeo digenético Bucephalus
sp, do Filo Platyhelminthes (CHENG, 1978). Ha diversas espécies de Bucephalus: B. papillosus
(OLSEN, 1974), B. brevitentaculatus, B. cynoscion, B. gorgon, B. kathetostomae, B. priacanthi,
B. scorpaenae (AMATO, 1982), B. cuculus, B. elegans, B. heterotentaculatus, B. introversus, B.
varicus (ITIS, 2005), dentre outras. Estes digenéticos podem ser encontrados nas Ameéricas,
Europa, Africa, Asia e Oceania.

Bucephalus spp. foram reportados nos bivalves Mytilus edulis platensis, Crassostrea
virginica, C. madrasensis , Ostrea edulis, Pinctada radiata, Dreissena polymorpha, Donax
variabilis, Paphia aurea, Anomalocardia brasiliana, Eurynia iris, Pecten fumatus, Chlamys
(=Mimachlamys) asperrima, Perumytilus sp. e Perna perna (GARCIA, 2005).

Acredita-se que B. varicus, de ampla distribuicdo geografica, possa infestar P. perna no
litoral brasileiro. Este trematédeo ocorre em peixes no litoral do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Rio de Janeiro (PEREIRA JR. et al., 1996; CHAVES, 1998; ALVES et al., 2004). Ha
registro de seus esporocistos e cercarias em mitilideos no litoral da Argentina (MORRIS, 1982
apud PEREIRA JR. et al., 1996).

O ciclo vital dos trematdédeos digenéticos € muito complexo. Segundo AMATO (1982),
ROBALDO (1995) e PEREIRA JR. et al. (1996), os adultos de Bucephalus sp. tém como
hospedeiro definitivo um peixe carnivoro, como Urophycis brasiliensis (abrétea), Menticirrhus
americanus, M. litoralis (papa-terra), Chloroscombrus chrysurus (palombeta) e Centropomus
undecimalis (robalo-flexa). As formas larvais (miracideos, “esporocistos” e cercarias) infestam o
primeiro hospedeiro intermediario, um molusco como Perna perna. A forma larval metacercaria

infesta 0o segundo hospedeiro intermediario, um peixe herbivoro e/ou carnivoro. O parasita


http://www.itis.usda.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=55488
http://www.itis.usda.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=55490
http://www.itis.usda.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=55491
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http://www.itis.usda.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=55493
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pode chegar ao hospedeiro definitivo, quando este se alimenta do primeiro ou do segundo
hospedeiro intermediario (PEREIRA JR. et al., 1996; UMIJI et al., 1976).

O manto de mexilhdes infectados tem filamentos alaranjados, devido a pigmentagéo dos
esporocistos (Figura 15). Estes sao bolsas ramificadas, de tamanhos irregulares, que penetram
nas cavidades dos vasos sanguineos, intestino, glandula digestiva, camaras branquias,
gonodutos e foliculos gonadicos. Infestagdes elevadas impossibilitam a identificagdo
macroscopica e, muitas vezes, microscopica do sexo do hospedeiro. O parasita eleva o
consumo de glicogénio na infestacao inicial e de lipideos em estagios avangados. A deficiéncia
nutricional causa castragao parasitaria, emaciagao do corpo e, provavelmente, ha rompimento
dos tecidos do hospedeiro durante a saida das cercarias. Existe possibilidade de morte em
mexilhbes e outros moluscos parasitados. As caracteristicas das cercarias facilitam sua
identificacdo até género. Contudo, a identificacdo da espécie é mais dificil em funcdo do
complexo ciclo vital (CHENG, 1978; LAUCKNER, 1983; MAGALHAES, 1998; SILVA et al.,
2002).

Figura 15. Perna perna parasitado pelo trematédeo Bucephalus sp.
Esporocistos, filamentos de coloracdo alaranjada (seta), ramificam-se
intensamente através do manto dificultando a identificagdo do sexo do mexilhao.

Foto: Andréa Ricetti Cochda.

O inicio da enfermidade em P. perna esta relacionado ao tamanho do mexilhdo: animais
menores que 30mm n&o sdo parasitados (LASIAK, 1989; MAGALHAES, 1998), sendo mais

intensa em animais entre 60 e 70mm. Nao é possivel identificar esporocistos de Bucephalus sp.,
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em cerca de 8% da populagcdo de mexilhdes, nos estagios iniciais da enfermidade
(MAGALHAES, 1998).

O diagndstico presuntivo é feito por observagdo macroscopica do manto de mexilhdes e
a confirmacgao da enfermidade utiliza histologia classica (Figura 16).

Em maio de 2003, durante a 712 Sessao Geral da OIE, o Comité Internacional aprovou
uma série de critérios para inscricdo de enfermidades de animais aquaticos em sua lista de
notificacdo obrigatéria, além de revisar as enfermidades estabelecidas até entdo. Este Comité
solicita aos Paises Membros, entre eles o Brasil, que entendam bem estes novos dispositivos
para que subscrevam e cumpram suas obrigagdes de notificagcdo de enfermidades (OIE, 2004).
Neste caso é necessario ter laboratérios e profissionais capazes de realizar diagnésticos
confiaveis acerca das patologias de notificagao obrigatérias da OIE, bem como as requeridas
pelo Estado. Por outro lado, a lista pertencente ao projeto estadual para sanidade de animais

aquaticos, tem por base a lista de enfermidades da OIE.

Figura 16. Branquias do mexilhdo Perna perna com esporocistos do trematodeo
Bucephalus sp, repletos de cercarias (fi- filamentos branquiais, ci- camaras

interbranquiais, es- esporocisto, c- cercarias). Foto: Patricia Garcia.

A maior parte dos Paises Membros da OIE apresenta informes anuais e trimestrais
sobre as enfermidades dos animais aquaticos, porém sdo numerosos os erros de notificagao
como, por exemplo, o uso de simbolos inadequados; o fornecimento de informagobes
contraditérias e a falta de declaracdo de ocorréncias de enfermidades que poderiam ter
repercussdes epidemioldgicas para os demais paises da regido (OIE, 2004). No Relatério

Plurianual da Situagcdo Zoosanitaria (OIE, 2005b) todas as enfermidades de notificagdo
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obrigatéria para moluscos estdo catalogados, para o Brasil, como “ndo avaliadas” entre os
anos de 1996 a 2002 e “nunca reportadas” para 2003 e 2004. Isto indica claramente nao haver
qualquer tipo de acompanhamento clinico ou laboratorial destas enfermidades.

Em maio de 2004, durante a 722 Sessdo Geral da OIE, a Comissdo de Normas
Bioldgicas afirmou que os Laboratérios de Referéncia e Centros Colaboradores desempenham
um papel central na rede internacional de pericia cientifica que apdia os objetivos da OIE. A
referida Comissdo relatou estar ciente dos desequilibrios na distribuicdo mundial de
Laboratérios de Referéncia da OIE e declarou desejar identificar laboratérios nos paises em
desenvolvimento que possam desempenhar este papel e fortalecer suas operacgoes
aumentando sua ligagdo com laboratérios de paises desenvolvidos (OIE, 2004).

Em Santa Catarina, a Comissao Estadual para Implantacdo do Programa de Sanidade
para Animais Aquaticos tem como proposta a implantacdo de um laboratério capaz de realizar
as analises sugeridas pela OIE e exigidas pela Portaria n® 021/02/SDA. Os mentores do projeto
pretendem ter o reconhecimento da Ministério da Agricultura, Pesca e Abastecimento - MAPA e
o reconhecimento da OIE.

A OIE, através de normas de padrdo administrativo e exigéncias técnicas para os
laboratérios que Administram Testes para Enfermidades Infecciosas em Animais, estabeleceu
uma série de regras para credenciar e/ou reconhecer os laboratérios que realizam os testes de

diagnéstico e confirmagao das patologias de ocorréncia em moluscos.

Embora as informagbes sobre as enfermidades estejam disponiveis em diversos
trabalhos, urge a necessidade de sistematizagdo deste conhecimento. Principalmente em
funcdo da proposta da Comissao Estadual para Implantacao do Programa de Sanidade para
Animais Aquaticos, que inclui contar com laboratoérios credenciados pelo MAPA e reconhecidos
pela OIE (SANTA CATARINA, 2001).

Urge a necessidade de realizar um levantamento adequado, para rapida consulta de
cada uma das enfermidades, dos testes de diagndstico e de confirmacao, dos custos destes
testes, de sua viabilidade de execucéo e dos requisitos ao credenciamento de um laboratério

de diagnéstico para estas enfermidades.

Sendo assim, foram elaborados dois artigos relativos as enfermidades supracitadas. O
primeiro artigo faz um levantamento sobre as enfermidades de notificagdo obrigatéria da OIE e
da Portaria n° 021/02/DAS, seus respectivos protocolos de identificagcio, custos e os requisitos
ao credenciamento de um Laboratorio pelo MAPA. Este artigo sera encaminhado a revista
Biotemas (normas em anexo). O segundo artigo propde um protocolo para identificacdo e
quantificagdo para bucefalose em mexilhdes Perna perna a ser encaminhado ao Boletim do

Instituto de Pesca (normas em anexo).
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1. OBJETIVO GERAL.:

Contribuir para a exequibilidade de parte do programa estadual de sanidade para
moluscos marinhos cultivados no litoral catarinense, que trata do diagndstico das

enfermidades.

1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

o Listar as enfermidades de notificagdo obrigatéria pela OIE e pelo Projeto de

Sanidade Aquicola do Estado;

o Fazer um levantamento dos testes para diagnéstico e confirmagdo das
enfermidades indicadas na Portaria n°® 021/02/SDA (microcitose, iridovirose e

bucefalose) e pela OIE (Haplosporidium spp., Perkinsus spp. e Marteilia spp.);

o Avaliar a viabilidade de execucgao técnica dos referidos testes;

o Realizar o levantamento da legislagcdo referente ao credenciamento de um
laboratério de diagndstico de enfermidades em Agquicultura, pelo Ministério da

Agricultura, Pesca e Abastecimento;

o Propor um protocolo para identificacdo e quantificagcdo de bucefalose em

mexilhdes Perna perna.
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Resumo

A infra-estrutura sanitdria para organismos aqudticos ndao acompanhou o
incremento da aqiiicultura brasileira. Em fung¢do da Portaria n® 021/02/SDA - SC, foram
averiguados os protocolos das enfermidades de moluscos (microcitose, iridovirose,
bucefalose) e requisitos ao credenciamento do LADPAQ pelo MAPA. Na lista de
patdgenos de notificagdo obrigatoria da OIE, dos organismos que podem infectar
moluscos cultivados no estado de Santa Catarina, foram averiguados: Haplosporidium
nelsoni, H. costale Marteilia refringens, M. sydneyi, Mikrocytos mackini, Perkinsus
marinus, P. olseni/atlanticus. A infraestrutura atual do LADPAQ e a capacidade técnica
permitem realizar: histologia cléssica, exame citologico com “imprints” de tecidos e
cultura em tioglicolato. Parcerias entre 0 LADPAQ (CCA-UFSC) e o LABICAI (CCB-
UFSC) permitiria a execucao dos testes de hibridizacgao in situ, PCR e RFLP-PCR. Nao

ha infra-estrutura, no momento, para executar testes de microscopia eletronica. O
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credenciamento deve cumprir a mesma legislacao aplicada aos laboratérios de analises
clinicas em saude humana. Dentre elas: Instru¢des Normativas n° 24 ¢ n° 51; RDC n°
50 (21/02/2002); RDC n° 189 (18/07/2003); RDC n°® 245 (15/09/2003); RDC n° 302
(13/10/2005); RDC n° 306 (07/12/2004); Resolugao n° 358 (29/04/2005); Portaria n°
021/02/SDA; obter concessao do alvara sanitario; codigo de obras do municipio e

Padrio Internacional ISO/IEC 17025.

Unitermos: Protocolos; enfermidades; moluscos; aqiiicultura;

Abstract

Disease obligatory notification to sanitary service in marine molluscs:
diagnostic protocols and execution viability. The sanitary infrastructure for aquatic
organisms didn't accompany the increment of the Brazilian aquaculture. Because of the
Law n°. 021/02/SDA - SC, the protocols for the mollusc disease (Mikrocytosis, oyster
velar virus disease, bucephalosis) were acquired, as well as the requirements to the
accreditation of LADPAQ for the MAPA. From the obligatory notification list of the
OIE pathogens, the organisms that can infect molluscs cultivated in the state of Santa
Catarina, the following were studied: Haplosporidium nelsoni, H. costale Marteilia
refringens, M. sydneyi, Mikrocytos mackini, Perkinsus marinus, P. olseni/atlanticus.
With the current infrastructure of LADPAQ and the technical capacity, the following
could be accomplished: classical histology, cytological exam of tissue imprints and in
Ray's fluid thioglycollate medium. Partnerships between LADPAQ (CCA-UFSC) and
LABICAI (CCB-UFSC), would allow the execution of the in sifu hybridization tests,

PCR and RFLP-PCR. Currently, there is no infrastructure to execute tests of electron
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microscopy. The accreditation must meet the same legislation applied to the laboratories of
clinical analyses in human health. Among the regulations that must be met are: Normative
Instructions n° 24 and n° 51; RDC n° 50 (21/02/2002); RDC n° 189 (18/07/2003); RDC
n® 245 (15/09/2003); RDC n° 302 (13/10/2005); RDC n® 306 (07/12/2004); Resolution
n° 358 (29/04/2005); Law n°. 021/02/SDA; concession of the sanitary license;

construction codes of the municipality and International Standart ISO/IEC 17025.

Key words: Protocols, disease, molluscs, aquaculture

Enfermidades de notificacio em bivalves marinhos: diagndstico e execuc¢iao

INTRODUCAO

Santa Catarina ¢ o maior produtor de moluscos marinhos no Brasil. Atualmente,
ha 786 malacocultores com permissao de cultivo no Estado, com assinatura do Termo
de Ajustamento de Conduta — TAC, em conformidade com a Portaria do IBAMA n.° 69
de 30/10/2003 (Oliveira Neto, 2005).

No litoral catarinense sdo produzidos em larga escala um molusco nativo, o
mexilhdo Perna perna (Linné, 1758) e outro exoético, a ostra Crassostrea gigas
(Thunberg, 1793). Esta ostra ¢ a espécie mais produzida no mundo (FAO/NACA,
2001). Em 2004, 9.800,8 toneladas de mexilhdo e 2.512,7 toneladas de ostras foram
cultivadas no Estado de Santa Catarina (Oliveira Neto, 2005). Estima-se um incremento
de 30% na producdo destes animais em 2005. Segundo Garcia (2001) e Oliveira Neto
(2005) ha cultivos de moluscos nos municipios de Balneario Barra do Sul, Balneério
Camboria, Biguagi, Bombinhas, Floriandpolis, Garopaba, Governador Celso Ramos,

Itapema, Jaguaruna, Palhoga, Penha, Porto Belo, Sao Francisco do Sul e Sao José.
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O transporte de animais vivos ¢ o grande vetor de patdogenos no mundo ¢ a
introdu¢do de novas enfermidades pode causar danos ecoldgicos e econdmicos
incalculéveis, sendo um risco constante. Surtos de enfermidades epizodticas em muitos
paises causam impacto social, econdmico e ambiental. Estes tem resultado de
irresponsabilidade humana, do transporte de animais aquaticos infectados ou de seus
produtos sem os devidos cuidados sanitarios (Elston, 1990; Bower et al., 1994; Bondad-
Rentaso et al., 2001; OIE, 2003a).

A infra-estrutura sanitdria para os animais aquaticos ndo tem acompanhado o
incremento da aquicultura. Atualmente, o setor ndo dispde de servigos de diagndstico,
nem de servigos profissionais de sanidade como no setor pecudrio. A experiéncia com o
cultivo tem demonstrado que a alteracao na distribui¢do geografica das enfermidades, a
deterioragao do meio ambiente e as mutagdes sofridas por agentes patogénicos, tém
propiciado o aparecimento de patégenos em novos organismos (OIE, 2004;
FAO/NACA, 2001).

A globalizagdo do comércio impde, entre outros, restricdes ndo tarifarias ao
comércio internacional de produtos de origem animal e vegetal, incluindo a aqiiicultura.
Estas restricoes estdo consolidadas em acordos comerciais estabelecidos em
negociacdes multilaterais, como o “Acordo sobre a Aplicagdo de Medidas Sanitérias e
Fitosanitarias”da Organizagdo Mundial do Comércio (OMC) (FAO, 2004). Tal acordo
recomenda a adocdo de medidas necessarias a prote¢do da vida e saude dos seres
humanos, bem como de plantas e animais. Determina, ainda, que os paises exportadores
se enquadrem as normas das organizacdes internacionais (OMC, 1994). No caso dos
animais aqiiicolas, aplicam-se as regras sanitarias da Organizagdo Internacional de

Epizootias (OIE), também conhecida como Organizagdo Mundial para Saide Animal.
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As recomendagdes sanitarias da OIE estdo contidas no Cdédigo de Saude de Animais
Aquaticos (Cddigo Aquatico) e no Manual de Diagnostico para Animais Aquaticos
(Manual Aquatico).

O Coédigo de Saude Animal da OIE (Cédigo Aquatico), lista atualmente onze
infecgdes de moluscos, causadas pelos protistas Bonamia ostreae, Bonamia exitiosus,
Mikrocytos roughleyi, Haplosporidium nelsoni, Haplosporidium costale, Marteilia
refringens, Marteilia sydneyi, Mikrocytos mackini, Perkinsus marinus, Perkinsus
olseni/atlanticus, e pela bactéria Candidatus xenohaliotis californiensis (OIE, 2005a).

A expansdo da malacocultura e de outros setores aqiiicolas em Santa Catarina,
requer cuidados sanitarios especiais para evitar a transmissao de patégenos ao homem e
a disseminagdo de enfermidades entre os cultivos. Em 01 de outubro de 2002 o governo
estadual aprovou a Portaria n°® 021/02/SDA que contém as normas técnicas para
execucao do Programa de Sanidade Aqiiicola de Santa Catarina. A Portaria discrimina
as enfermidades de notificagdo obrigatéria de moluscos no Art. 12 (II - MOLUSCOS:
Microcitose) e as enfermidades a serem investigadas, controladas e/ou erradicadas no
Art. 13 (IT - MOLUSCOS: iridovirose, bucefalose, hepatite e identificagdo das toxinas
DSP/PSP) (Santa Catarina, 2002).

Estas enfermidades podem causar forte impacto nos cultivos catarinenses, quer
pela possibilidade de morte massiva, castragdo parasitaria ou pela diminuicdo na
qualidade visual do molusco. Um grande problema ¢ a falta de laboratérios e técnicos
especializados na identificagdo dos patdgenos causadores destas enfermidades.

Os Paises Membros da OIE devem apresentar informes anuais e trimestrais das
enfermidades em animais aquaticos. No Relatorio Plurianual da Situagdo Zoosanitaria,

todas as doencas de notificagdo obrigatoria para moluscos estdo catalogadas, para o
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Brasil, como “ndo avaliadas” entre os anos de 1996 a 2002 e “nunca reportadas” para
2003 e 2004 (OIE, 2005b). Isto indica a inexisténcia de acompanhamento ou
diagnostico destas enfermidades.

A Comissao de implantacdo do Programa de Sanidade Aqiiicola Estadual propde
a criacdo de um laboratdrio capaz de realizar as analises sugeridas pela OIE e exigidas
pela Portaria n° 021/02/SDA. E proposito deste laboratorio solicitar reconhecimento
junto ao Ministério da Agricultura, Pesca ¢ Abastecimento — MAPA (Santa Catarina,
2001). Existe, ainda, a intencdo de obter o reconhecimento da OIE as atividades deste
Laboratorio.

A OIE (2004), por sua vez, deseja identificar laboratérios nos paises em
desenvolvimento que possam desempenhar este papel, bem como fortalecer suas
operacdes, aumentando sua ligacdo com laboratérios de paises desenvolvidos. Através
de normas de padrdo administrativo e exigéncias técnicas, a OIE estabeleceu regras para
credenciar e/ou reconhecer estes laboratorios de diagndstico e confirmagdo das
patologias.

Objetivou-se listar as enfermidades de notificagdo obrigatoria da OIE e do
Projeto de Sanidade Agqliicola Estadual; identificar os testes para diagnostico e
confirmagdo das enfermidades e discutir a viabilidade de sua realizagdo. Verificou-se,
também, os requisitos ao credenciamento de um Laboratorio de diagnostico pelo
MAPA. O objetivo geral é contribuir com parte do programa de sanidade para moluscos

marinhos cultivados no Estado de Santa Catarina.

MATERIAL E METODOS

Enfermidades de notificacdo obrigatdria
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Foram selecionadas as enfermidades com potencial para infestar moluscos
cultivados no litoral catarinense, contidos na lista de notificagdo obrigatéria do Codigo
Aquatico da OIE: Haplosporidium nelsoni, H. costale, Marteilia refringens, M. sydneyi,
Mikrocytos mackini, Perkinsus marinus, P. olseni/atlanticus. E também as infecgdes de
notificagdo obrigatoria (microcitose) do Projeto de Sanidade Agqiiicola do Estado de
Santa Catarina e as enfermidades a serem investigadas, controladas e/ou erradicadas:

iridovirose € bucefalose.

Protocolos das enfermidades

Os protocolos de identificacdo e confirmacdo das infec¢des de notificagao
obrigatdria da lista da OIE e do Projeto de Sanidade Aqiiicola Estadual foram obtidos
no Manual Aquatico da OIE (OIE, 2003a). O protocolo para identificagdo e
confirmagdo da iridovirose foi elaborado segundo Bondad-Rentaso et al. (2001) e

Bower et al. (1994). O de bucefalose foi obtido em Garcia (2005).

Requisitos ao credenciamento de laboratérios pelo MAPA

Foram verificados os requisitos necessarios ao reconhecimento pelo MAPA, do
Laboratério de Diagnostico ¢ Patologia em Agqiiicultura (LADPAQ) pretendido pelo
Programa Estadual de Sanidade Agqiiicola. Na legisla¢do federal foram consultadas as
Instrugdes Normativas n° 24 (Brasil, 2001) e n° 51 (Brasil, 2003a); os documentos para
solicitagdo de credenciamento do laboratério a rede animal, estipulados pelo MAPA
(MAPA, 2001); as Resolugdes da Diretoria Colegiada (RDC) da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA): RDC n° 50 - 21/02/2002 (Brasil, 2002); RDC n° 189 -

18/07/2003 (Brasil, 2003b); RDC n° 245 - 15/09/2003 (Brasil, 2003c); RDC n° 302 -
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13/10/2005 (Brasil, 2005a); RDC n° 306 — 07/12/2004 (Brasil, 2004); Resolu¢ao
(CONAMA) n° 358 — 29/04/2005 (Brasil, 2005b). No ambito estadual, o Projeto de
Sanidade Aqiiicola do Estado de Santa Catarina (Santa Catarina, 2001) e a Portaria n°
021/02/SDA (Santa Catarina, 2002). No ambito municipal, as normas referentes ao
alvara sanitario (Pro-cidadao, 2005a) para estabelecimentos com atividades relacionadas
a laboratorios de andlises clinicas ¢ o cddigo de obras do municipio (Pro-cidadao,
2005b). As normas internacionais que regem os requisitos ao reconhecimento de um
laboratorio de ensaios, podem ser encontradas no Manual Aquatico da OIE (2003a) e no

Padrao Internacional 17025 (ISO/IEC, 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Enfermidades de notificacio obrigatdria

Sao listadas, atualmente, onze enfermidades significantes de moluscos no
Codigo Aquatico (OIE, 2005a). Informagdes pertinentes a estas enfermidades sdo
fornecidas no Manual Aquatico (OIE, 2003a).

Os agentes patogénicos em potencial dos moluscos cultivados no litoral
catarinense, sua distribuicdo geografica e hospedeiros estdo resumidos e listados na
tabela 1, a partir de Bower et al. (1994; 2005), Bondad-Rentaso et al. (2001),
APEC/FAO/NACA/SEMARNAP (2001), AFF (2002) e OIE (2003a).

Segundo a OIE (2003a), até que se conheca melhor a identidade, biologia e
patologia dos protoparasitas considerados de notificagdo obrigatoria (Tabela 1), sua
presenca em qualquer bivalve deve ser considerada potencialmente séria. Recomenda
ainda, que os Laboratérios de Referéncia da OIE para estas enfermidades sejam

consultados.
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Analises moleculares filogenéticas forneceram informacdes que reorganizaram a
lista de enfermidades do Coédigo Aquatico da OIE. A nova afiliagdo taxondmica de
Mikrocytos (agora Bonamia) roughley (Carnegie, 2004), em funcdo de sua intima
relacdo com Bonamia, resultou em redefinicdo das enfermidades bonamiose e
microcitose.

Os patdgenos a serem investigados, controlados e/ou erradicados, conforme
indicagdo da Portaria n® 021/02/SDA, estdo discriminados na tabela 2 (Bower et al.,

1994; Bondad-Rentaso et al., 2001; AFF, 2002; Garcia, 2005).

Protocolos das enfermidades

O protocolo para o diagndstico presuntivo de Enfermidade MSX
(Haplosporidim nelsoni) e Enfermidade SSO (H. costale) envolve histologia classica e
PCR do DNA obtido do tecido de ostra. A confirmagao da identificagdo dos patdégenos
ocorre por exames de hibridizacdo in situ (OIE, 2003b; OIE, 2003c).

No diagnostico presuntivo de Enfermidade de Aber (Marteilia refringens) e
Enfermidade QX (M. sydneyi), o protocolo do Manual Aquatico da OIE recomenda
histologia classica e exame citoldgico de “imprints” de tecidos. A confirmag¢dao da
identificagdo dos patdgenos requer exames de hibridizacdo in situ de Marteilia spp.
Outro teste ¢ feito para determinar o polimorfismo no comprimento de fragmentos de
restricdo, obtidos pela reacdo em cadeia da polimerase (RFLP-PCR) para identifica¢ao
de Marteilia refringens ¢ M. sydneyi, além de discriminar M. refringens de M. maurini.
Como ndo ¢ facil distinguir M. maurini de M. refringens, a deteccdo do parasita em

mexilhdes requer este exame de confirmagao (OIE, 2003d).
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TABELA 1 — Lista de patogenos de notificagao obrigatoria da OIE e do Programa de Sanidade Aqiiicola do Estado de Santa Catarina,

indicando as enfermidades, hospedeiros e distribuicdo geografica.

Patogeno Enfermidade Hospedeiros Distribuicio geografica Observacio
Hap{ospgrtjdium Haplosporidiose; Crassostrea virginica e C. Estados Unidos, Canadd, Franca, ‘Hap'IOSpOI"l..dl.um. tumefacientis infgcta
(=Minchinia) MSX; ; : : ~ Mytilus californianus (Estados Unidos).

. . gigas (mais resistente). Japio, Korea. T : .
nelsoni Enfermidade da *H. (=Minchinia) armoricanum infecta
Baia Delaware. Ostrea edulis (Franga ¢ Holanda) e O.
angasi (Australia).
o *Haplosporidium sp infecta C. gigas
Hapl.osp(.)rl.dlum Hanl di Estados Unidos, Canada, (Franca).
(=Minchinia) Sgg OSPOTICIOSE, Crassostrea virginica Australia, Kuwait, Martinica e *H. tapetis em Ruditapus decussatus ¢ R.
costale ‘ Holanda. philippinarum (Franga, Espanha, Portugal
¢ Australia).
Crassostrea gigas, C. *Marteilia maurini parasita Mytilus edulis
Enfermidade de virginica, Mytilus edulis, M. e M. galloprovincialis (Franga, Italia e
Marteilia Aber, AEnfermidade gallqprovincialis, Ostrea Grécia, Frana, Itélia, Marrocos, Espanha). N - .
refringens dq Glapdula ec?ulzs, 0. pue{chana, . . Portugal, Espanha. *M. christenseni infecta Scrobicularia
Digestiva, Tiostrea lutaria (=chilensis), plana (Franga).
Marteiliose. Ceratoderma (Cardim) *M. lengehi: Saccostrea cucullata (Golfo
edule. Pérsico e Australia).
Ostrea conchaphila; *Outras Marteilia sp. infectam Cardium
Enfermidade QX, | Saccostrea glomerata edule, Tapes rhomboides e T. pullastra,
Marteilia sydneyi | Marteiliose. (commercialis) , Australia Ensis minor ¢ E. siliqua, Modiolus
possivelmente em S. modiolus, Mytilus edulis, M.
echinata. galloprovincialis (Croacia), Argopecten
gibbus (Florida), Tridacna maxima (Fiji).
Crassostrea gigas, Ostrea *Em infecgdo experimental de juvenis de
. Microcitose, edulis, O. conchaphila , . Crassostrea gigas com M. mackini:
%;Z{OZZJ; fos Enfermidade da (Elurica), iigii?;f;iﬁl;:i?mdos’ prevaléncia de 100%, juvenis
Ilha Denman, experimentalmente, C. ’ : desenvolveram a enfermidade e houve
Enfermidade da virginica e S. glomerata ocorréncia de morte (animais com 18mm
Microcélula. (commercialis). de comprimento) (Bower et al., 2005).
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Continuagdo Tabela 1

Patogeno Enfermidade Hospedeiros Distribuicao Geografica Observacao
Crassostrea virginica, . . .
Perkinsus marinus Enfermidade | Mercenaria mercenaria, EsFados Unidos, Golfo do -Mals de 50 especles de moluscc:s, como
Dermo Macoma mitchelli, Mexmo, Venezuelg; Porto Pmctada maxima e Arca spp. sdo
Perkins,iose. experimentalmente em C. Rico, Cuba, Hawaii. 1nfectadp§ por Perkinsus spp., sem
gigas. patogenicidade aparente. .
Haliotis ruber, H. cyclobates, °P. chesqpeaki (=andrewsi? infecta Mya
P olsoni ) H. scalaris, H. laevigata, Sul da Australia, Italia, Korea, arenaria e Macoma balthica (Estados
. olseni/ atlanticus Perkinsiose Anadara trapezia, Kuwait, Nova Zelandia, Japdo, = Unidos).
Austrovenus stutchburyi e Espanha, Portugal, Franga, *P. qugwadi 1nfecta’ Patinopecten
Ruditapes philippinarum, R. Vanuata, Holanda. yessoensis (Canada).
decussatus, Venerupis spp..

TABELA 2 — Patogenos a serem investigados, controlados e/ou erradicados conforme indicagdo da Portaria n° 021/02/SDA .

Patoégeno Enfermidade Hospedeiros Distribuicao Geografica Observacao
Iridovirus (virus | Iridovirose, . TNEa & .
-cosahedro de Enfermidade do C. gigas. Estados Unidos. Nao € reportada ha 20 anos.

DNA)

vélum da ostra.

*Foi retirado de listas mais recentes da OIE.

Bucephalus spp.

Bucefalose,
Enfermidade
laranja.

Perna perna, Mytilus edulis
platensis, Crassostrea
virginica, C. madrasensis ,
Ostrea edulis, Pinctada radiata,
Dreissena polymorpha, Donax
variabilis, Paphia aurea,
Anomalocardia brasiliana,
Eurynia iris, Pecten fumatus,
Chlamys (=Mimachlamys)

asperrima, Perumytilus sp.

Género cosmopolita

*Diversas espécies conhecidas: Bucephalus
papillosus, B. brevitentaculatus, B.
cynoscion, B. gorgon, B. kathetostomae, B.
priacanthi, B. scorpaenae B. cuculus, B.
elegans, B. heterotentaculatus, B.
introversus, B. varicus.
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Como teste presuntivo para identificacdo da Microcitose (Mikrocytos mackini), o
protocolo da OIE usa o exame citoldogico de “imprints” de tecidos. Os exames de
confirmagdo da enfermidade requerem histologia cladssica e procedimentos para analise
por microscopia eletronica de transmissdo (OIE, 2003e).

Ha quatro testes presuntivos para deteccdo de Perkinsus spp. A histologia
classica ndo ¢ indicada em infecgdes leves, porém associada a cultura em meio fluido de
tioglicolato torna-se eficiente na identificagdo de Perkinsus spp.. A microscopia
eletronica de transmissdo ndo ¢ adequada a identificacdo, pois a ultra-estrutura ndo ¢
exclusiva para esta espécie. O teste de PCR identifica a presenga do parasito, mas nao
pode ser usado para distinguir as espécies. Para o diagnostico de confirmacdo da
identificagdo de Perkinsus spp., recomenda-se a analise da seqiiéncia da regido ITS. Os
produtos do PCR, neste caso podem ser seqiienciados para a identificagdo das espécies
(OIE, 2003f).

O diagnostico presuntivo da iridovirose ¢ feito por observacdo do
comportamento das larvas nas incubadoras e por histologia classica. A confirmagdo da
identificagdo ¢ feita pela associagdo entre a histologia classica e os procedimentos de
microscopia eletronica de transmissdo (Bower et al., 1994; Bondad-Rentaso et al.,
2001).

O protocolo para o diagnodstico presuntivo da Bucefalose (Bucephalus sp.),
recomenda observagdo macroscopica do manto dos moluscos. A confirmagdo da

enfermidade utiliza histologia classica (Garcia, 2005).

Requisitos ao credenciamento de laboratérios pelo MAPA
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Um laboratério de diagnodstico de enfermidades em animais aquaticos para ser
reconhecido pelo MAPA, deve se filiar a rede de laboratorios da area animal, deste
Ministério. Etapas prévias devem ser efetuadas antes do pedido de filiagdo ao MAPA.
Dentre elas, estd a obtencdo do alvara sanitario para estabelecimentos que exercam
atividades relacionadas com laboratoérios de andlises clinicas. Como nao ha legislacao
especifica para os laboratorios de andlises clinicas em patologia animal, deve-se
considerar o tipo de andlise laboratorial a ser efetuado. No caso das enfermidades em
moluscos, os testes preconizados nos protocolos pesquisados sdo exames
macroscopicos, histologia classica, exames de “imprints” de tecidos, cultura de parasita
em meio especifico, hibridizacao in situ, PCR, RFLP-PCR e microscopia eletronica de
transmissdo. Neste caso, ¢ necessario cumprir 0s mesmos requisitos exigidos aos
laboratorios de andlises clinicas em saide humana.

Nos municipios com vigilancia sanitaria estruturada, a ANVISA delegou poder a
entidade local para fiscalizar e conceder o alvard sanitario. A concessdo deste esta
condicionada ao cumprimento da RDC n°® 50 - 21/02/2002 (Brasil, 2002), que
regulamenta o planejamento, programacao, elaboragdo e avaliagdo de projetos fisicos de
estabelecimentos assistenciais de saide. Também deve atender a RDC n° 189 -
18/07/2003 (Brasil, 2003a), que determina os procedimentos de andlise, avaliagdo e
aprovagdo dos projetos fisicos de estabelecimentos de saude e altera o Regulamento
Técnico aprovado pela RDC n° 50. Neste caso, obras de constru¢do ou reforma do
laboratorio, deverdao seguir as normas previstas no Coédigo de Obras e Edifica¢des do
Municipio (Pr6-Cidadiao, 2005b). Além do cumprimento desta legislagdo, ha o

fornecimento dos documentos exigidos pela Secretaria Municipal de Saude (Pro-
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Cidadao, 2005). Dentre eles, merecem atengao o Manual de Boas Praticas (MBP) e o
Termo de Responsabilidade Técnica (TRT).

O Manual de Boas Praticas ou Manual de Qualidade ¢ formado por um conjunto
de Planos Operacionais Padronizados (POPs), que devem explicitar os requisitos da
geréncia relativos: a organizacdo; ao sistema de qualidade; ao controle de documentos; a
analise critica dos pedidos, propostas e contratos; a subcontratacdo de ensaios e
calibragodes; a aquisicao de servicos e suprimentos; ao atendimento ao cliente; a solugdo
de reclamacgdes; ao controle de ensaios ¢/ou calibragdes nao-conformes; as agodes
corretivas as ndo conformidades; as agdes corretivas; as agdes preventivas; ao controle
de registros; as auditorias internas; as analises criticas pela geréncia. Os POPs devem
explicitar também os requisitos técnicos do laboratério como: pessoal; as acomodagdes
e condi¢gdes ambientais do laboratorio; os métodos de ensaio e calibragdo e validagao de
métodos; os equipamentos; a rastreabilidade de medi¢do; as amostragens; o manuseio
de itens de ensaio e calibragdo através das Instru¢des de Trabalho (IT); a garantia de
qualidade de resultados de ensaio e calibragdo; a apresentagdo dos resultados (ISO/IEC,
1999).

Sendo assim, a concessdo do alvara requer também o cumprimento da RDC n°
245 - 15/09/2003. Esta resolugdo aprovou o Manual Brasileiro de Acreditagdo de
Organizacdes Prestadoras de Servicos de Laboratério Clinico — MBAOPSLC (Brasil,
2003b). Determinou, também, que a Organizacao Nacional de Acreditacdo - ONA e as
Institui¢des Acreditadoras por ela credenciadas utilizem apenas os padrdes e niveis
definidos pelo MBAOPSLC. Este manual, de facil acesso e em portugués, se baseia na
norma internacional ISO/IEC 17025, cuja adocdo é recomendada pela OIE no Manual

Aquatico (OIE, 2003a). Esta norma estabelece aos laboratorios a serem acreditados, os
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critérios a demonstracdo de sua competéncia técnica, da existéncia de sistema de
qualidade efetivo e de sua capacidade em produzir resultados tecnicamente validos
(Valle e Bicho, 2001). Neste caso, o0 Manual de Boas Praticas deve seguir rigorosamente
o formato e as orientacdes do MBAOPSLC.

O laboratorio deve seguir também a RDC n° 302 — 13/10/2005 que dispde sobre
o Regulamento Técnico para funcionamento de Laboratérios Clinicos, em funcdo da
necessidade de normalizar o funcionamento destas instituicdes (Brasil, 2005a). Outra
resolugdo importante ¢ a RDC n° 306 — 07/12/2004, que dispde sobre o Regulamento
Técnico para o gerenciamento de residuos de servicos de satide humana ou animal,
requisito exigido na RDC n° 50. Esta norma determina o emprego de medidas técnico-
administrativas, considerando os principios de biosseguranca na prevencao de acidentes,
preservagdo da saude publica e do meio ambiente. Estabelece competéncia a Vigilancia
Sanitaria Estadual e Municipal, com apoio dos Orgios de Meio Ambiente, de Limpeza
Urbana para divulgar, orientar e fiscalizar o cumprimento desta Resolugdo (Brasil,
2004). O CONAMA também regulamentou matéria neste sentido, por meio da
Resolugdo n® 358 — 29/04/2005. Esta norma dispde sobre o tratamento e a disposi¢ao

final dos residuos dos servigos de saude (Brasil, 2005b).

A Dbiosseguranca em laboratorios representa um conjunto de praticas,
equipamentos e instalagdes voltadas ao controle dos riscos inerentes as suas atividades.
O intuito ¢ preservar a saide humana, o meio ambiente e a qualidade de seus resultados
(Brasil, 2002). Considerando os protocolos de enfermidades supracitados e a lista de
enfermidades da Portaria n° 021/02/SDA, o Nivel de Biosseguranca (NB) 2 seria
adequado ao laboratoério de patologia em aqiiicultura. Informagdes acerca dos requisitos

necessarios ao trabalho seguro em ambiente de contengdo, serdo encontradas nos
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manuais: “Diretrizes Gerais para o Trabalho em Contencdo com Material Bioldgico” e
“Biosseguranca em Laboratérios Biomédicos e de Microbiologia” (Ministério da Satde,
2004a; 2004b).

O municipio exige um Responsavel Técnico (TRT) como requisito ao alvara
sanitario ¢ o MAPA, ao credenciamento. O Responsavel Técnico designado pelo
laboratorio ¢ um profissional de nivel superior, registrado no respectivo Conselho de
Classe. O RT respondera pelas operacdes técnicas efetuadas no laboratorio, pelas agdes
e atividades do credenciamento. A nomeagdo e a substituicdo do RT ou seu substituto
deverd ser aprovada pela CLA. Este RT pode ser um bidlogo, bioquimico, engenheiro
de aqiiicultura ou médico veterinario, pois sdo profissionais habilitados legalmente a
realizar diagnosticos laboratoriais.

Cumprindo todos os requisitos anteriores, os procedimentos de solicitagdo de
acreditagdo ao MAPA devem seguir as diretrizes da Instrucdo Normativa n® 24 -
07/07/2001 (Brasil, 2001). Esta Instru¢do da Secretaria de Defesa Agropecuaria do
MAPA trata das “Normas Gerais de Credenciamento ¢ Reconhecimento de Laboratérios
da Area Animal e Vegetal”. Deve seguir também a Instrugio Normativa n° 51 —
27/06/2003, que ¢ uma atualizacdo das normas gerais contidas na Instru¢do Normativa
n°® 24 (Brasil, 2001). Ambas estabelecem os requisitos de qualidade ao laboratério para
que seja credenciado ou reconhecido pela Coordenagdo de Laboratério Animal (CLA)
do Departamento de Defesa Animal (DDA) do MAPA. Em linhas gerais, o
reconhecimento se fundamenta no Sistema da Qualidade, exceléncia técnica, norma
especifica e o cumprimento da legislacdo vigente e os atos complementares a serem

baixados (Brasil, 2001; 2003a).
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O processo de credenciamento inicia mediante solicitacao formal a CLA ou ao
representante legal, através dos formularios de diagnoéstico 1, 2 e 3 (MAPA, 2001).
Devem ser anexados a estes formularios os seguintes documentos: solicitacdo de
credenciamento; formulario de cadastro nacional de laboratorio animal; planta baixa ou
croqui do laboratorio com a localizagdao dos equipamentos; cadastro nacional de pessoa
juridica-CNPJ (copia, dentro da validade); relagdao da equipe técnica do laboratério com
nome, funcdo e carga horaria; curriculum vitae resumido dentro da atividade a ser
credenciada; carteira de habilitacao profissional (copia).

Outros documentos deverao ser anexados ao pedido, como: manual da qualidade
do laboratério ou manual de boas praticas (copia controlada); formulérios de registros,
manuten¢do, verificagdo e calibragdo de equipamentos e padrdes; formuldrios de
registros de reagentes, padrdes e solugdes; formularios de registros de dados brutos de
ensaios; alvard de funcionamento atualizado (cOpia autenticada); declaracdo de
funcionamento emitida por autoridade maior, no caso de instituicdo de ensino e
pesquisa; procedimentos para manuseio de amostras para ensaio; manual de
procedimentos de aplicagdo e uso de equipamentos de proteg¢do individual e coletivo;
manual de procedimentos de descarte de produtos quimicos e/ou biologicos (MAPA,
2001). Ou seja, devera ter entrado em conformidade com todas as RDCs citadas
anteriormente.

O laboratorio credenciado devera disponibilizar e atualizar a equipe os Manuais
de Metodologia, da Politica de Qualidade e o de Procedimentos Técnicos, ou

documentacao equivalente, discriminando as agdes ¢ atividades do laboratorio.

Concretizado o processo, o laboratério credenciado fard parte do Cadastro

Nacional de Laboratérios (CNL) da Coordenacao de Laboratério Animal (CLA) do
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Departamento de Defesa Animal (DDA). O reconhecimento atende as exigéncias
contidas no Decreto n.° 24.548 - 3/07/1934 que regulamenta o Servico de Defesa
Sanitaria Animal Federal (SDFA). Tal servi¢o determina medidas profilaticas para
preservar o Pais da invasdo de zoonoses exoticas, combater as moléstias infecto-
contagiosas e parasitarias existentes (Brasil, 1934). Estard em conformidade com o
Decreto n® 3527 — 15/12/1998, que regulamenta e padroniza a Politica de Defesa
Sanitaria Animal no Estado (Santa Catarina, 1998). Cumpre também, com a Portaria n°
021/02/SDA — 01/10/2002, composta pelas normas técnicas para execugdo do Programa
de Sanidade Agqiiicola estadual (Santa Catarina, 2002). Atende, também, ao disposto no
Decreto federal n°® 5.564 — 19/10/2005 (Brasil, 2005¢), que Institui o Comité Nacional
de Controle Higiénico-Sanitario de Moluscos Bivalves — CNCMB. Este Comité ira
estabelecer e avaliar os requisitos necessarios para garantir a qualidade higiénico-
sanitaria dos moluscos bivalves. Visa, também, proteger a satide da populacdo e criar
mecanismos seguros ao comércio nacional e internacional de moluscos. O CNCMB ira
elaborar, propor a implementagao e avaliar o Programa Nacional de Controle Higiénico-
Sanitario de Moluscos Bivalves, contemplando todas as etapas da cadeia produtiva

(Brasil, 2005b).

CONCLUSAO

A Portaria n® 021/02/SDA contempla alguns dos patégenos com potencial para
infectar os moluscos cultivados no litoral catarinense. No Codigo Aquatico da OIE ha
outros como Haplosporidium sp, Marteilia sp e Perkinsus sp., considerados agentes de

notificacdo obrigatéria da OIE. Estes patdgenos sdo responsaveis por sérios danos em
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ostras, mexilhdes e bivalves arenicolas (venerideos) em muitos paises e necessitam ser
melhor pesquisados.

A infra-estrutura atual do LADPAQ e a capacidade técnica permitem realizar:
histologia classica, exame citologico de “imprints” de tecidos e cultura em tioglicolato.
Parcerias entre o LADPAQ (CCA-UFSC) e o Laboratério de Biomarcadores de
Contaminag¢ao Aquatica ¢ Imunoquimica (CCB-UFSC) permitiria a execucdo dos testes
de hibridizagdo in situ, PCR ¢ RFLP-PCR. Atualmente, ndo ha infra-estrutura para
executar os testes de microscopia eletronica.

Por ndo haver legislagdo especifica para os laboratorios de diagnostico em
animais, devem ser cumpridos os requisitos das legislagdes pertinentes aos laboratérios
de andlises clinicas em saide humana. O credenciamento pelo MAPA requer o
cumprimento: das Instrugdes Normativas n° 24 e n° 51; RDC n° 50 (21/02/2002); RDC
n° 189 (18/07/2003); RDC n°® 245 (15/09/2003); RDC n° 302 (13/10/2005); RDC n°
306 (07/12/2004); Resolugdo n° 358 (29/04/2005); concessao do alvard sanitario;

codigo de obras do municipio; Padrao Internacional ISO/IEC 17025.
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PROTOCOLO DE IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE BUCEFALOSE
(ENFERMIDADE LARANJA) EM MEXILHOES Perna perna

Patricia GARCIA* 12 e Aimé Rachel Magenta MAGALHAES 12

RESUMO

Este trabalho propde um protocolo de identificacdo e quantificacdo da bucefalose
em Perna perna, através da histologia classica e andlise estereoldgica. De 50 mexilhdes
entre 30 e 70mm, obtidos em cordas do cultivo experimental da UFSC, na Praia de
Sambaqui - Florian6polis/SC, foram identificados 6 animais parasitados por Bucephalus
sp., com prevaléncia de 12%. Sec¢Oes transversais dos moluscos foram fixadas em
Davidson, processadas por histologia classica, cortadas (3um) e coradas com HHE. O
volume fraciondrio do tecido do parasita (TP), do hospedeiro (TH) e espacos vazios
(EV) foi quantificado por estereologia, com a graticula de Weibel acoplada ao
microscopio Optico. A objetiva de 10X foi mais eficiente do que a de 40X, na andlise
microscopica das sec¢des. Metade dos animais apresentou grau moderado (5-50%) de
parasitismo e, a outra metade, grau pesado (>50%). Nao foram encontrados animais
com parasitismo leve (<5% da seccdo com tecidos do parasita).

Palavras - chave: Perna perna; protocolo; Bucephalus sp, histopatologia; estereologia.

PROTOCOL OF IDENTIFICATION AND QUANTIFICATION OF
BUCEPHALOSIS (ORANGE DISEASE) IN MUSSEL Perna perna

ABSTRACT
This study proposes a protocol for the identification and quantification of bucephalosis
in Perna perna, by classical histology and stereological methods. Fifty animals, between
30 and 70mm, from experimental mussel culture strings of the UFSC, at Sambaqui
Beach - Florianépolis /SC, were identified six animals infected with Bucephalus sp.,
with 12% of prevalence. Transverse standard section of the molluscs were fixed in
Davidson's solution, processed through classical histology, cut (3um) and stained with

HHE. The fractional volume of the parasite tissue (PT), host tissue (HT)

! Laboratério de Diagnéstico e Patologia em Agiiicultura, CCA, UFSC, Florianopolis, SC, Brasil.

2 Enderego/Address: Universidade Federal de Santa Catarina, Departamento de Aqiiicultura - Rodovia Ademar Gonzaga, 1346,
Itacorubi, CEP: 88034-001, Floriandpolis, SC, Brasil. E-mail: patricigarcia@gmail.com
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and empty spaces (EV) were quantified by Weibel graticule attached to a microscope.
The objective of 10X was more efficient than that of 40X, for the stereological analysis
of the sections. Half of the animals presented a moderate rate of parasite infections (5-
50%), while the other half, presented greater rates (>50%). Animals with light
infections were not found (<5% on the section with parasite tissue).

Key words: Perna perna; protocol; Bucephalus sp.; histopathology; stereology

INTRODUCAO

A produgao de moluscos é uma atividade econdmica recente e em plena expansao
no estado de Santa Catarina, considerado o maior produtor destes animais marinhos
no Brasil (MAGALHAES, 1998; POLI, 1998). Em 2004 foram produzidas no litoral
catarinense, 9.800,8 toneladas de mexilhdo e 2.512,7 toneladas de ostras (OLIVEIRA
NETO, 2005). Estima-se um incremento de 30% na producao destes moluscos em 2005.

Em muitos paises a producdo de moluscos marinhos é afetada por diversas
emfermidades, causando impacto severo na economia e gerando um ponto de
estrangulamento do crescimento e sustentabilidade desta atividade (OIE, 2003). A
introdugdo do agente patogénico ocorre por transferéncias de moluscos vivos (ELSTON,
1990; BOWER et al., 1994; WALKER e SUBASINGHE, 2000). Segundo a OIE (2003), esta
foi a principal causa de surtos de enfermidades epizoéticas, podendo resultar num
decréscimo significativo das populagdes de bivalves (BOWER e FIGUERAS, 1989). Sao
registrados em diversos paises mortalidade massiva em bivalves, causada por
microorganismos (GRIZEL et al., 1988; CACERES-MARTINEZ e FIGUERAS, 1995;
BURRESON e CALVO, 1996), bem como efeitos deletérios e mortalidade imposta por
metazoarios parasitas (ABREU, 1965; BAYNE, 1978; CHENG et al., 1983; TURNER, 1985;
ELSTON, 1990; BLATEAU et al.,1992; JONSSON e ANDRE, 1992; FUENTES et al., 1998;
SILVA et al., 2002; KIM e POWELL, 2004).

Em mexilhdes, a ocorréncia de patégenos causadores de enfermidades é pouco
documentada (SILVA et al., 2002), o que ndo significa uma satde superior a de outros
moluscos (FIGUERAS e VILLALBA, 1988). Provavelmente isto advém da falta de
informagdes em fungdo do menor valor econdmico, se comparados as ostras (BOWER e
FIGUERAS, 1989) e da caréncia de pesquisas relativas a sanidade dos mexilhdes.

Os trematodeos digenéticos sdo metazodrios de interrese na patologia de moluscos
(KINNE, 1983). Compreendem mais de 40.000 espécies, com o ciclo vital mais complexo

ndo s6 dentre os platelmintos, mas de todo o reino animal (CHENG, 1978).
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A bucefalose ou “enfermidade laranja”, denominada por Cole, apud UMIJI et al.
(1976), é causada pelo trematddeo Bucephalus. Caracteriza-se macroscopicamente pela
existéncia de estruturas filamentosas de cor laranja brilhante no manto, em funcao da
pigmentagdo dos esporocistos do parasita. Em infestacdes elevadas o manto adquire
uma tonalidade laranja intenso, tornando impossivel a identificagdo macroscopica e,
muitas vezes, microscopica do sexo do hospedeiro. O parasitismo eleva o consumo de
nutrientes como glicogénio (infestacao inicial) e lipideos (infestacdo elevada) e reduz as
reservas do hospedeiro (MAGALHAES, 1998). A deficiéncia nutricional inviabiliza a
gametogénese, emacia seu corpo e provavelmente destrdi seus tecidos pela saida das
cercarias, com possibilidade de morte aos mexilhdes (LAUCKNER, 1983;
MAGALHAES, 1998).

A identificacdo das cercarias, presentes no bivalve, até género é relativamente facil,
em funcdo das caracteristicas da larva (CHENG, 1978). Porém, a identificacdo da
espécie é mais dificil em funcdo do complexo ciclo de vida. O adulto de Bucephalus sp.
elimina ovos que saem com as fezes do hospedeiro definitivo, um peixe que pode ser
Urophycis brasiliensis (abrotea), Menticirrhus americanus (papa-terra), M. litoralis e
Centropomus undecimalis (robalo-flexa) (AMATO, 1982; PEREIRA ]JR, 1996; ROBALDO,
1995). Destes eclodem larvas com cilios plumulados (CHENG, 1978), denominadas
miracideos, que penetram no primeiro hospedeiro intermediario, moluscos como Perna
perna (UMIJI et al., 1976). Ai se transformam em esporocistos, sacos ovais com células
germinais (CHENG, 1978). Neste estdgio, os esporocistos de tamanhos irregulares se
ramificam e penetram em cavidades corpdéreas como as dos vasos sangiiineos,
intestino, glandula digestiva, cAmaras branquiais, gonodutos e foliculos gonadicos,
causando castragdo parasitaria (ELSTON, 1990; MAGALHAES, 1998). Dentro dos
esporocistos podem ser encontrados diversos estagios de cercarias (CHENG, 1978). As
cercarias maduras rompem os tecidos do primeiro hospedeiro intermediario, um
molusco e, na dgua, penetram no segundo hospedeiro intermediario, um peixe como
Micropogonias furnier (corvina), transformando-se em metacercarias. Bucephalus sp.
pode chegar ao hospedeiro definitivo, um peixe carnivoro, quando este se alimenta do
hospedeiro intermedidrio com metacercédrias ou do mexilhdo com cercédrias (UMIJI et
al., 1976; CHENG, 1978; PEREIRA JR. et al., 1996). Esporocistos e cercarias de
Bucephalus sp. ocorrem nos moluscos Perna perna (LUNETTA, 1969), Mytilus edulis
platensis (Morris, apud PEREIRA JR. et al., 1996), Crassostrea virginica.( WINSTEAD et
al.,2004), C. madrasensis (KUMAR, 2000), Ostrea edulis (PRINCEP et al., 1996), Pinctada
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radiata (KHAMDAN, 1998), Dreissena polymorpha (LAURELLE et al., 2002), Donax
variabilis (Hopkins, apud PEREIRA JR. et al., 1996), Paphia aurea (POLENTA E
FROGLIA, 1997), Anomalocardia brasiliana (ARAU]O, 2001), Eurynia iris (OLSEN, 1974),
Pecten fumatus e Chlamys (Mimachlamys) asperrima (HEASMAN et al.,1996) e Perumytilus
sp. (LASIAK, 1992).

No género Bucephalus sdo conhecidas as espécies: Bucephalus papillosus (OLSEN,
1974), B. brevitentaculatus, B. cynoscion, B. gorgon, B. kathetostomae, B. priacanthi, B.
scorpaenae (AMATO, 1982), B. cuculus, B. elegans, B. heterotentaculatus, B. introversus, B.
varicus (ITIS, 2005), dentre outras.

Adultos de Bucephalus varicus, de ampla distribuicdo geogréfica, sdo facilmente
encontrados em peixes no litoral do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Rio de Janeiro
(PEREIRA JR. et al., 1996; CHAVES, 1998; ALVES et al., 2004). Ha registro de seus
esporocistos e cercarias em mitilideos no litoral da Argentina (Morris, apud PEREIRA
JR. et al., 1996).

Na Africa do Sul, os trematédeos mais comuns em P. perna sao metacercarias de
Proctoeces e esporocistos de bucefalideos, com prevaléncia de 62% e 49%,
respectivamente (CALVO-UGARTEBURU e MCQUAID, 1998a). Enquanto Proctoeces
afeta o crescimento destes bivalves pequenos, os esporocistos de bucefalideos castram
animais maiores que gastam mais energia na fase reprodutiva (CALVO-UGARTEBURU
e MCQUALID, 1998b). No Brasil, UMIJI et al. (1976) fizeram o primeiro relato de sérios
danos causados pela infestagdo de Bucephalus a P. perna, em pesquisas realizadas em
1974, no estado de Sao Paulo. Estes autores registraram alta prevaléncia do parasita no
cultivo (30-35%) e em areas abrigadas de agua poluida (15 - 20%). A ocorréncia deste
trematédeo tem sido acompanhada no litoral brasileiro, porém a prevaléncia das
infestagdes reportadas tem variado entre os locais analisados: 2% a 49%, observado a
partir de LUNETTA, 1969; CASAS, 1986, GARCIA, 1990; SILVA et al., 1996;
MAGALHAES, 1998; MARENZI, et al. 1998; MAGALHAES et al., 1999; SILVA, 1999;
MAGALHAES et al., 2000; LIMA et al., 2001; SILVA et al., 2002; HENRIQUES, 2004.

O inicio da parasitose em P. perna esta relacionado ao tamanho do individuo: animais
<30mm nao sao parasitados (LASIAK, 1989; MAGALHAES, 1998), parasitados entre 30-
40mm, parasitismo intenso entre 60 e 70mm e decrescente em animais > 70mm
(MAGALHAES, 1998). A maior incidéncia da patologia coincide com a maior freqiiéncia
de mexilhdes férteis nos meses de maio a agosto (MAGALHAES, 1998; SILVA et al.,
2002).
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Embora de facil identificagdo macroscépica, nos estagios iniciais da bucefalose nao é
possivel identificar a presenca dos esporocistos de Bucephalus sp. em cerca de 8% da
amostra de mexilhoes (MAGALHAES, 1998). Portanto, recomenda-se a histologia
classica (OIE, 2003), associada a estereologia por classificar o grau de infestagdo nos
mexilhdes, evitando equivocos da observacdo macroscopica e estereoscopica
(ARAUJO, 1993; MAGALHAES, 1998; SILVA et al., 2002).

Este trabalho teve por objetivo propor o protocolo de identificagio e de
quantificagdo da bucefalose em P. perna, através da histologia classica e andlise
estereoldgica. O principal intuito é contribuir com o diagnéstico da bucefalose, parte
do programa estadual de sanidade para moluscos marinhos cultivados no litoral

catarinense.

MATERIAL E METODOS

Animais

Os mexilhdes Perna perna Linné, 1758 (Bivalvia: Mytilidae) deste trabalho, foram
provenientes do cultivo experimental do Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM) da
Universidade Federal de Santa Catarina, localizado na Praia de Sambaqui (27°29' S e
48°33' W), municipio de Florianépolis/SC.

Em agosto de 2005, 50 mexilhdes cultivados, de 3 a 7 cm de comprimento, foram

aleatoriamente selecionados.

Prevaléncia de Bucephalus sp.

Ap6s seccionar o musculo adutor posterior e abrir as valvas, procedeu-se o exame
macroscopico das partes moles com o intuito de identificar a presenca do trematédeo
Bucephalus sp.. A prevaléncia do parasita em P. perna foi estimada pelo calculo
percentual dos animais infestados através de observagdo macroscépica em relacdao ao
numero total de animais amostrados (MAGALHAES, 1998; SILVA, 1999; SILVA et al.,
2002).

Analise histopatologica

Com auxilio de um escalpelo, o corpo de cada mexilhdo parasitado foi
cuidadosamente separado de sua respectiva concha para efetuar cortes transversais em
diagonal, da massa visceral. Estas se¢es incluiam branquias, manto, intestino e

glandula digestiva, conforme recomendacao da OIE (2003) e HOWARD et al. (2004). As
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pecas foram fixadas em solugdo de Davidson marinho por 24-48h (MAGALHAES,
1998; OIE, 2003) e posteriormente transferidas para alcool 70° (MAGALHAES, 1998;
SABRY, 2003).

O material foi submetido aos procedimentos histolégicos classicos de desidratacao
(alcool 70°, 90° e 100°- com dois banhos cada), diafanizacao em 2 banhos cada de xilol e
inclusdo em parafina. Cortes de 3um de espessura (micrétomo CUT 4055 - Olympus)

foram corados com hematoxilina de Harris e eosina aquosa 1% - HHE (BECAK e

PAULETTE, 1976; MAGALHAES, 1998; HOWARD et al., 2004).

Intensidade da infestagio

Foi determinada quantitativamente pela anédlise estereolégica, através do uso da
graticula de Weibel acoplada ao microscopio 6ptico (LOWE e MOORE, 1985;
MAGALHAES, 1998; SILVA, 1999; SILVA et al., 2002). A analise foi feita pela contagem
dos constituintes tissulares do hospedeiro (TH), do parasita (TP) e dos espagos vazios
(EV) subpostos a cada um dos 42 pontos presentes na graticula. A contagem foi
realizada em duas dreas de cada animal. Em cada uma, cinco campos escolhidos
aleatoriamente e ndo sobrepostos foram mensurados (42 x 2 x 5), totalizando 420
pontos no maximo, por corte, por animal. As contagens foram realizadas em
microscopio 6ptico (Olympus CX 31), utilizando as objetivas de 10x e 40x. A fragdo do
volume de cada item foi calculada segundo férmula de LOWE e MOORE (1985).

A intensidade da infestacao foi expressa em porcentagem de TP encontrado no
manto do mexilhdo. Os animais foram classificados em diferentes graus: leve (L) <56%
de TP; moderado (M) 5-50 % e pesado (P) >50%, adaptado de MAGALHAES (1998).

A comparacdo entre as objetivas foi realizada pelo teste t de Student, utilizando o
procedimento de permutacdo implementado no pacote computacional SAS (2002). Tal
procedimento permite comparar as médias utilizando a real distribuicdo dos dados,

evitando o viés produzido pela falta de normalidade.

RESULTADOS e DISCUSSAO

A prevaléncia do parasita Bucephalus sp. em P. perna, no presente trabalho, foi
relativamente alta: 12% (n=50) em animais coletados em agosto de 2005.

Embora a prevaléncia desta patologia tenha oscilado, nos diversos locais
amostrados do litoral catarinense, de <1% a 49% (CASAS, 1986; GARCIA, 1990; SILVA
et al., 1996; MAGALHAES, 1998; MARENZI, et al., 1998; MAGALHAES, 1999; SILVA,
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1999; MAGALHAES et al., 2000; SILVA et al., 2002), espera-se uma incidéncia maior do
parasita de junho a setembro. MAGALHAES (1998), pesquisando o efeito da
bucefalose na reproducdo, composicao bioquimica e indice de condicdo em P. perna,
verificou uma quantidade maior de animais férteis nos meses de maio a agosto,
coincidindo com maior prevaléncia de Bucephalus sp nos meses de junho a setembro.
Este fato também foi observado por SILVA et al. (2002).

Em pesquisas prévias, LASIAK (1989 e 1993) e CALVO-UGARTEBURU e
MCQUAID (1998a) na Africa do Sul, e MAGALHAES (1998) em Palhoga-SC,
encontraram correlagdo positiva entre o tamanho dos mexilhdes e a presenca de
Bucephalus sp.. A partir de 30mm, o mexilhdo P. perna ja inicia a producdo de gametas.
Estes animais j4 armazenam quantidades considerédveis de glicogénio e lipidios, que na
fase reprodutiva serdo direcionados principalmente a gametogénse. Isto auxilia o
entendimento da presenca do parasita em meses nos quais estas reservas sao maiores
em fungao do ciclo gonadico do hospedeiro. Contudo, MAGALHAES (1998) considera
que a sazonalidade da bucefalose esteja mais vinculada a presenca de diferentes
espécies de peixes na regido que seriam os hospedeiros definitivos.

Em funcdo das caracteristicas citadas anteriormente: parasita, tamanho do
hospedeiro e seu estadio sexual, é que foram selecionados apenas animais entre 30 e
70mm de concha. Esta faixa de tamanho mostrou-se adequada a obtengdo de animais
portadores de bucefalose e indicadores de sua prevaléncia naquela populacao.

A identificagdo macroscopica deste parasita, apés um certo grau de infestagdo, é
percebida pelos filamentos alaranjados no manto, caracteristicos da ramificagdo dos
esporocistos através do corpo do bivalve. A remocao da concha permitiu visualizar um
maior grau de infestacdo na regido dorsal-anterior, indicando um possivel sitio inicial
de infestacdo, conforme verificado por MAGALHAES (1998). Esta observagao
corrobora a necessidade de realizar cortes transversais em diagonal. Os cortes de 3um
fornecem dados do aspecto morfolégico dos esporocistos jovens e velhos; das massas
germinais intraesporocisticas; dos estdgios das cercarias e do efeito deletério da
parasitose sobre o tecido conjuntivo e gonadico do hospedeiro.

Acertadamente, FIGUERAS e FIGUERAS (1987) e a OIE (2003) propdem a
histologia cldssica como método inicial e rotineiro de vigilancia de patégenos em
moluscos, por sua eficiéncia e pela incapacidade do exame macroscépico indicar
claramente o potencial da patogenia. A OIE (2003) no MANUAL AQUATICO e BONDAD-

RENTASO et al. (2001), no GUIA ASIATICO DE DIAGNOSTICO PARA ENFERMIDADES EM



56

ANIMAIS AQUATICOS, recomendam cortes de 2-3um de espessura para os exames
histologicos, em todos os protocolos de identificagdo de patologias de moluscos. Tal
procedimento facilita a primeira andlise de investigagdo da possivel presenca de outros
patégenos em moluscos.

A quantificacdo da infestacdo de Bucephalus sp em secgdes histolégicas de P. perna,
ao microscopio 6ptico com as objetivas de 10x e 40x (Tabela 1), foram expressas em

volume fracionario de cada item amostrado.

Tabelal. Volume fracionério (%) dos constituintes tissulares do parasita (IP),
hospedeiro (TH) e dos espacos vazios (EV), mensurados ao microscépio 6ptico
com objetiva de 10x e 40x.

Individuo TP (%) TH(%) EVC) Total
10x 40x 10x 40x 10x 40x
1 60,2 40,7 31,5 34,8 8,3 24,5 100
2 8,6 16,9 83,3 65,2 8,1 17,9 100
3 33,8 26,7 20,0 17 4 46,2 56,0 100
4 50,5 25,5 41,7 46,4 7,9 28,1 100
5 50,4 25,7 30,7 46,7 18,9 27,6 100
6 443 37,9 38,8 27,6 16,9 34,5 100

Nao houve diferenca significativa nas andlises realizadas para TH e TP, utilizando
as duas objetivas. Contudo, houve indicacao de distor¢des na andlise de EV (<.0001),
nos individuos 5 e 6, em comparacdo efetuada entre as objetivas de 10X e 40X. A
objetiva de 10X foi mais eficiente do que a de 40X, na quantificacdo da bucefalose com
a graticula de Weibel, em funcdo da varredura mais ampla em cada drea. Sendo mais
abrangente, mais representativo foi o resultado fracionario do tecido do parasita em
relagdo aos tecidos do hospedeiro. A objetiva de 40X causa certa distor¢do nas analises,
por avaliar uma drea reduzida do animal, principalmente quando ha redugao
significativa do tecido conjuntivo interfolivular. A parasitose foi moderada nos animais
analisados: individuos 2, 3 e 6 (M=5-50%), enquanto nos individuos 1, 4 e 5 foi pesada
(P=>50%), ndo sendo encontrados individuos com parasitismo leve (L=>5%) (Figura 1).

No parasitismo moderado foi possivel determinar o sexo do individuo 6
macroscopicamente, enquanto os animais 2 e 3, apenas ao microscépio. Houve
predominio dos tecidos do hospedeiro (tecido conjuntivo interfolicular; remanescéncia
dos foliculos e/ou paredes foliculares), incremento do tecido parasitario, células
germinativas foliculares raras, esporocistos com muitas esferas germinais ou massas

germinais formadoras de cercérias e cercarias de diversos tamanhos. O animal 3
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apresentou alto grau de emaciagdo, com reducdo do tecido conjuntivo interfolicular,

provavelmente em funcdo do desgaste causado pelo parasito.

Figura 1. Intensidade de bucefalose em Perna perna: (1) M - moderada, (2) P - pesada.
Legenda: fg- foliculo da gonada; es- esporocisto; c- cercaria; tc- tecido conjuntivo.

Na bucefalose pesada, foi possivel determinar o sexo do individuo 1 e 4
macroscopicamente, enquanto o animal 5 apenas ao microscépio. Houve predominio
na andlise macro e microscopica, de tecido do parasita, com foliculos remanescentes e
esporocistos com predominio de cercarias maduras.

Nos dois casos foram encontrados animais emaciados, com reducdo do tecido
conjuntivo interfolicular, provavelmente por desgaste nutricional e com tecidos
rompidos pela saida das cercarias maduras. Nas cdmaras branquiais observou-se

muitos esporocistos, repletos de cercarias maduras.

CONCLUSAO

O protocolo sugerido para diagnostico de bucefalose, também denominada
“enfermidade laranja” dos mexilhdes inclui: exame macroscépico das partes moles;
segdes transversais em diagonal da massa visceral (brdnquias, manto, intestino e
glandula digestiva); fixacdo das pecas em solucdo de Davidson marinho por 24-48h;
transferéncia para alcool 70° procedimentos histolégicos classicos de desidratacao
(alcool 70°, 90° e 100°); diafanizagdo e inclusdo em parafina. Cortes de 3pm de
espessura; coloragdo com HHE. Andlise microscépica e se necessario, a quantificacao
da infestagdo deve ser realizada com estereologia. Sugere-se a seguinte classificagdo,
para expressar a intensidade da infestagdo em porcentagem de tecido do parasita (ITP)
encontrado no manto do mexilhao: leve (L) <5%; moderado (M) 5-50 % e pesado (P)

>50% de TP.
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Conclusoes Gerais

O diagnéstico de bucefalose e a prevaléncia no hospedeiro devem ser feitos através de
exame microscopico, a partir do protocolo que inclui fixagdo por Davidson, histologia

classica e coloragdo HHE.

A infraestrutura atual do LADPAQ e a capacidade técnica, permitem realizar: histologia
classica, exame citolégico com “imprints”de tecidos e cultura em tioglicolato. Parcerias
entre o LADPAQ (CCA-UFSC) e o Laboratorio de Biomarcadores de Contaminagao
Aquatica e Imunoquimica (CCB-UFSC) permitiria a execugéo dos testes de hibridizagéo in
situ, PCR e RFLP-PCR. Atualmente, ndo ha infra-estrutura para executar os testes de
microscopia eletronica, pela falta dos equipamentos (microscopio eletronico,

ultramicrétomo, etc.)

Por n&o haver legislagdo especifica para o credenciamento de laboratérios de diagnéstico
em animais, devem ser cumpridos 0s requisitos das legislagbes pertinentes aos
laboratérios de analises clinicas em saude humana, através do cumprimento: das
Instrugdes Normativas n° 24 e n° 51; RDC n° 50 (21/02/2002); RDC n° 189 (18/07/2003);
RDC n° 245 (15/09/2003); RDC n° 302 (13/10/2005); RDC n° 306 (07/12/2004); Resolugéo
n° 358 (29/04/2005); concessao do alvara sanitario; cddigo de obras do municipio; Padrao
Internacional ISO/IEC 17025.

CONSIDERAGOES FINAIS

O Estado de Santa Catarina precisa efetivar o Programa de Sanidade Aquicola

elaborado pela comissao instituida pela Secretaria da Agricultura e Desenvolvimento Rural.

E fundamental a realizacdo de trabalhos continuos de investigacdo, relacionados a

presenga de possiveis patégenos nos moluscos cultivados ou de estoques naturais do litoral

catarinense. Isto ocorrera através da implementacao de agées que permitam:
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1. Viabilizar as analises dos patdégenos através da disponibilizacdo de reagentes,
equipamentos e instalagdes adequadas;

2. Implementar parcerias nacionais e internacionais com o intuito de formar e manter

recursos humanos que possibilitem atingir autonomia na realizagédo destas analises.

E essencial o reconhecimento, por todas as autoridades envolvidas no processo
produtivo, da importancia do Programa de Sanidade Aquicola para concretizar a malacocultura

como atividade segura, do ponto de vista da saude animal e publica.
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SOLUGAO DE DAVIDSON (FIXADORES)

INFORMAGOES GERAIS

A funcgao do fixador é manter a morfologia dos tecidos como estavam quando vivos,
para evitar a necrose pés-amostragem. A solugao de Davidson é o fixador recomendado para
patologias de moluscos em geral, por preservar adequadamente as estruturas dos tecidos de
espécimens grandes. Além disto, as secgbes de tecidos fixadas com este fixador podem ser
coradas posteriormente por diferentes métodos histoquimicos, bem como com sondas de DNA
na hibridizacao in situ. O tempo adequado de fixacdo deve ser entre 24 e 48h. Superfixagao
deve ser evitada. O material fixado deve ser refrigerado a 4°C. Apds a primeira etapa de
fixagdo o material deve ser transferido em seguida para alcool 70° A proporgéo indicada para
uma boa fixacado deve ser de 1 volume de tecido para 10 volumes de fixador. Recomenda-se
fixar uma parte da amostra dos moluscos em solugcdo de Davidson e a outra em solucédo de
Carson, para futura investigagcdo em microscopia eletrbnica. Se estes fixadores nao estiverem
disponiveis, formalina 10% tamponada, preparada com agua do mar filtrada é adequada.
Dentro de cada pais, a industria aqliicola de moluscos deve acordar sobre 0 modo mais efetivo
de assegurar uma fixagdo adequada.

Para melhores resultados, seguir a ordem dos ingredientes quando da preparagéao da

solugao estoque. Armazenar em sala a temperatura ambiente e agitar antes de usar.

Formula: Manual Aquatico (OIE, 2003)

(€11 Te7=T o ) S RSRRR 400 mi
Formaldeido 38% .....cccuvvveeiieeeeiiieieeeeee e 300 ml
AICOOI 95% ..o 1200 ml
AQua dOMar ..o, 1200 ml
Acido acético glacial ............ccccveveveeereeeeeeeeeeeee e, 10% (adicionar na hora da fixagao)

Formula: Shaw and Battle (1957) apud HOWARD et al. (2004)

1 galdo de solucdo estoque (3600ml)

(€] [o7=Y (o] IR 400 ml
Formaldeido 37-40% .....oveeeeeeeeeeeeeeeeee e 800 ml
AICOOI 95% .o, 1200 ml
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Agua do mar filtrada ...........cccooeeveeeeeeeeeeeeeee e 1200 ml

Solucao de trabalho - 10% acido acético (Shaw and Battle (1957) apud HOWARD et al.,
2004)

1. Solucdo de Davidson estoque .............eeveevveiiiieiiieinnennnns 9 partes
2. Acido acético glacial ...........ccccoveveuereeeeeeeeeeeeeeeeee, 1 parte
Nota:

Para extracao futura de DNA, fixar apenas com solucido estoque. O acido acético na solucao
de trabalho, interfere com a recuperagao do DNA. Adicionar acido acético na solugcado de
Davidson estoque, somente no momento da fixagdo. O acido acético auxilia na desintegracéo

da concha de pequenos bivalves. Em preparagdes citoldgicas, usar 1% de acido acético.
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SOLUGAO DE CARSON (FIXADOR)

INFORMAGOES GERAIS

A funcéao do fixador € manter a morfologia dos tecidos como estavam quando vivos para evitar
a necrose pos-amostragem. A solugcdo de Carson pode ndo ser tdo boa quanto a solugdo de
Davidson para analise histologica. Nao obstante, permite boa preservagdo da ultraestrutura e
pode ser usado para preservar amostras para posterior estudo através de microscopia
eletrénica. A microscopia eletrbnica pode ser um valioso auxiliar no diagndéstico ou confirmacgéao
de infeccbes em moluscos. O material fixado em solugdo de Carson e que contenha niveis
adequados de agentes patogénicos ou anormalidades, pode ser refixado em glutaraldeido.
Recomenda-se que parte dos moluscos sejam fixados em solugdo de Davidson e outra parte,
em solucdo de Carson para investigacao adicional. Isto deveria ser feito para assegurar fixagdo
de todos os tecidos/6rgéos nos dois fixadores. Caso estes fixadores ndo estiverem disponiveis,
formalina 10% tamponada, preparada com agua do mar filtrada é adequada. Dentro de cada
pais, a industria aqlicola de moluscos deve acordar sobre 0 modo mais efetivo de assegurar

uma fixagao adequada.

Formula: Manual Aquatico (OIE, 2003)

NaH:PO4.2H20 ..o 23.8¢
NAOH .o 52g
Agua destilada ...........ccoovieoeeeeieeeeeeeeeee 900 ml
Formaldeido 40% .........ooovvuuueeiiiiiiieeeeeee e 100 ml

Ajustar o pH para 7,2-7,4

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

OIE. Manual of Diagnostic Tests for Aquatic Animals. Paris: OIE, 2003. Disponivel em:
<http: www.oie.int/esp/normes/fmanual/A_summry.htm>. Acesso em: 16 de fevereiro de 2005.
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Enfermidade MSX (Haplosporidium nelsoni)
INFORMAGOES GERAIS

A enfermidade MSX é causada pelo protista Haplosporidium nelsoni (=Minchinia
nelsoni) do filo Haplosporidia (14). Haplosporidium nelsoni € conhecido comumente como MSX
(Esfera Multinucleada X). As ostras Crassostrea virginica e Crassostrea gigas sao infectadas
por H. nelsoni; contudo, a prevaléncia e viruléncia destes patdégenos sdo mais altas em C.
virginica do que em C. gigas (1, 5, 10, 11).

A distribuicdo geografica de H. nelsoni em C. virginica vai da costa leste da Florida
(América do Norte, EUA, até a Nova Escécia, Canada (9, 12). Areas enzodticas s&o as Baias
Delaware e Chesapeake, com ocasional epizodticos nos estuarios da Carolina do Norte, Long
Island Sound, Cape Cod e Nova Escdcia (1, 8, 22). Haplosporidium nelsoni foi identificado em
Crassostrea gigas na California, EUA (10, 11), na Korea, Japao, e Francga (5, 10, 15, 16, 18).
Outro Haplosporidium sp. também ocorre em C. gigas na Franga (6).

O estagio de plasmadio de H. nelsoni ocorre intercelularmente no tecido conjuntivo e
epitelial. Esporos de H. nelsoni ocorrem exclusivamente no epitélio dos tubulos digestivos. A
esporulacao de H. nelsoni é rara em ostras adultas infectadas, mas é frequentemente
observada em ostras jovens infectadas (2, 3). A infec¢ao por H. nelsoni ocorre entre o meio de
maio e o fim de outubro. Mortalidades de novas infec¢gdes ocorrem durante o verao e no pico
em julho/agosto. Mortalidades podem ocorrer na primavera de infecgdes adquiridas no inverno.
A enfermidade MSX esta restrita as salinidades acima de 15 %o; rapidas e altas mortalidades
podem ocorrer a 20 %o (1, 8, 13). Ostras infectadas mantidas por 2 semanas em agua a 10 %o
de salinidade ou menos de 20°C, matam H. nelsoni, mas ndo matam C. virginica (7).

Mortalidade de ostras altamente suscetiveis as infecgbes de H. nelsoni, é rapida e
ocorre sem a perda da condigdo. Ostras mais tolerantes sobrevivem mais tempo € mostram
reducao no indice de condicdo correlacionado com a intensidade da infecgao (9). Até a morte
eles estdo excessivamente emaciados e o estoque de células apresenta-se reduzido e
rompido. A esporulagao causa ruptura do epitélio do tubo digestivo.

Nao tem sido possivel transmitir H. nelsoni experimentalmente em laboratério.
Nenhum ciclo vital de qualquer membro do filo Haplosporidia foi elucidado, mas suspeita-se da
existéncia de hospedeiro intermediario (12).

Para diagnose, recomenda-se usar o0 guia de amostras contidos nos Capitulos 1.1.4 e
Capitulo 1.2, do Manual Aquatico.

PROCEDIMENTOS DE EXAME
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Métodos de Varredura

11.

Exame histolégico

Os procedimentos histolégicos gerais estdo detalhados no Capitulo 1.2., do Manual
Aquatico. Corte uma secgao transversal através da massa visceral que inclui o
manto, branquia e glandula digestiva. Coloque a amostra em um fixador, como a
solucdo de Davidson ou Carson (mais tarde as amostras podem ser re-utilizadas
para microscopia eletrénica, se necessario). A propor¢ao nao deve ser maior que 1
volume de tecido para 10 volumes de fixador. Os cortes sdo subsequentemente
tratados pelos procedimentos convencionais de histologia (4). Haplosporidios sao
revelados por muitos corantes nao especificos, como hematoxilina e eosina (HE).

O plasmédio multinucleado de Haplosporidium nelsoni (usualmente com 5-15 um
didmetro, mas pode ser mais de 25 pm) ocorre em todo tecido conjuntivo e
frequentemente, no epitélio das branquias e intestino. Os plasmédios sao
detectados ao longo de todo ano. Esporocistos contém esporos e estao restritos
aos tubulos do epitélio digestivo. A esporulagdo de H. nelsoni é rara em ostras
adultas infectadas, mas é frequentemente observada em jovens ostras infectadas.
Esporos maduros medem cerca de 6 x 8 ym. Esporocistos podem romper o epitélio
digestivo pela liberacdo dos esporos desenvolvidos e maduros dentro do lumen
dos tubulos digestivos. Os esporos podem ser encontrados de junho a dezembro
em C. virginica.

A intensidade da infeccdo tem sido classificada como:

1. localizada (LO) = qualquer infecgdo onde o plasmédio esta localizado em
uma pequena area em um tipo de tecido, usualmente o epitélio das
branquias ou intestino;

2. rara (R) = infecgdes sistematicas com menos de dez plasmddios dentro da
seccao;

3. leve (L) = infecgbes sistematicas com menos de dois plasmddios por
campo em aumento de 400X, mas acima de dez plasmddios em toda a
seccao;

4. moderada (M) = infecgbes sistematicas com 2-5 plasmédios por campo,
em aumento de 400X;

5. pesada (P) = mais de cinco plasmaddios por campo, em aumento de 400X;

o

esporulagao (E) = qualquer infecgdo onde os esporos estdo presentes.

Métodos de Diagnéstico Presuntivo
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Histologia

Veja na secdo 1.1. acima os procedimentos técnicos. Quando os esporos estao
presentes, H. nelsoni pode ser presuntivamente diagnosticado em ostras se os
esporos sdo do tamanho correto e se ocorrem exclusivamente no epitélio dos
tubulos digestivos. Em areas ao longo da costa leste dos EUA, onde a salinidade é
menor que 25 %o, plasmaodios dos haplosporidios em ostras podem ser presumidos
como sendo de H. nelsoni. Em areas onde a salinidade é consistentemente maior
do que 25 %o, H. nelsoni e H. costale (o agente causador da enfermidade SSO) co-
ocorrem e o0s plasmodios das duas espécies nao podem distinguidos
histologicamente (ver Capitulo 3.1.6. enfermidade SSO).

PCR do DNA de tecido de ostra

Um resultado positivo da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) é somente um
diagnéstico presuntivo, porque ela detecta DNA do patégeno e ndo
necessariamente um patégeno viavel. Outras técnicas, preferencialmente

hibridizagao in situ, devem ser usadas para visualizar o patégeno.

Os iniciadores de PCR desenvolvidos para a deteccao de H. nelsoni, MSX-A' (5'-
CGA-CTT-TGG-CAT-TAG-GT-TTC-AGA-CC-3') e MSX-B (5'-ATG-TGT-TGG-TGA-
CGC-TAA-CCG-3'), ttm como alvo o DNA da subunidade ribossomal menor. Estes
iniciadores tém se mostrado sensiveis e especificos para este patéogeno (18, 21).
Um PCR multiplo (17) para H. nelsoni e H. costale (SSO) foi desenvolvido usando
estes iniciadores, mas ele nao foi validado. As reacdes de PCR contém tampao da
reacao (Tris 10 mM; pH 8,3; KCI 50 mM; MgCl, 1,5 mM; 10 pg/ml gelatina), 400
ug/ml de albumina de soro bovino, 25 pmoles de cada iniciador (MSX-A' e MSX-B),
200 pM de cada dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 0,6 unidades AmpliTag DNA
polimerase (Applied Biosystems), e DNA molde, em um volume final de 25 pl. As
reacdes ocorrem em um termo-ciclador. O programa para o termo-ciclador
“‘GeneAmp PCR System 9600” da Applied Biosystems, tem inicio com uma
desnaturacéo a 94°C por 4 minutos; seguida de 35 ciclos a 94°C, por 30 segundos;
a 59°C por 30 segundos e a 72°C por 1,5 minutos, e uma extensao final a 72°C,
por 5 minutos. Uma aliquota (10% do volume da reagéo) de cada reacdo de PCR é
checada quanto a presencga do produto amplificado (573 pares de bases-bp) por
eletroforese em gel de agarose, apds coloragdo do gel com brometo de etidio.

Confirmacgao da Identificagao do Patégeno
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Exame de hibridizagao in situ de Haplosporidium nelsoni

A hibridizacéo in situ € o método indicado para confirmar a identificacido de H.
nelsoni, porque ele permite a visualizagdo da hibridizacdo de uma sonda
especifica com o organismo alvo. As sondas de DNA devem ser cuidadosamente
testadas quanto a especificidade e validadas através de estudos comparativos

antes que possam ser usadas na identificagao confirmatéria.

A hibridizacao in situ foi desenvolvida recentemente para diferenciar plasmodios
de H. nelsoni dos de H. costale em tecidos seccionados (19, 20).
Oligonucleotideos espécie-especificos, marcados e usados como sondas,
hibridizam com o RNA ribossomal do parasito, localizado na subunidade menor do
ribossomo. Esta hibridizagdo é detectada por um anticorpo conjugado que
reconhece as sondas marcadas. O substrato para o anticorpo conjugado €
adicionado, causando uma reacdo colorimétrica que permite a visualizacdo da

hibridizagdo do RNA-parasita com a sonda.

O procedimento para hibridizagdo in situ é feito como segue abaixo. Controles,

positivo e negativo, devem estar inclusos nos procedimentos.

i) Cortar uma seccao transversal através da massa visceral e colocar em um
frasco com fixador de Davidson AFA (glicerina [10%)], formalina [20%], 95%
etanol [30%], dH,O [30%], acido acético glacial [10%]) por 24-48 horas, e
entdo transferir para etanol 70% até realizar os procedimentos de inclusao
histolégica (passo ii). A propor¢cao nao deve ser mais do que 1 volume de

tecido para 10 volumes de fixador.

i) As amostras sdo, subsequentemente, embebidas em parafina por
procedimentos convencionais de histologia. Fazer cortes de 5-6 ym e
coloca-los sobre laminas positivamente carregadas ou laminas cobertas
com 3-aminopropil-trietosilano. Os cortes histolégicos sdo entdo secos

durante a noite em estufa a 40°C.

iii) Os cortes sdo desparafinados por imersdo em xilol ou outro produto
diafanizador menos téxico, por 10 minutos. O solvente é eliminado por
imersdo em dois banhos sucessivos em etanol absoluto, por 10 minutos
cada e reidratados por imersao em uma série de banhos em etanol. Os
cortes sdo entao lavados duas vezes por 5 minutos, em solugcdo salina

tamponada com fosfato (PBS).
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Os cortes sao tratados com proteinase K, 50 ug/ml em PBS, a 37°C por 15
minutos. A reagao é interrompida por lavagem dos cortes em PBS com 0,2%
de glicina por 5 minutos. Os cortes sdo colocados em 2 x SSC (solu¢do

salina com citrato s6dio) por 10 minutos.

Os cortes sao pré-hibridizados por 1 hora, a 42°C em solugdo de pré-
hibridizacédo (4 x SSC, 50% formamida, 5 x solugdo de Denhardt, 0,5 mg/ml
de RNAt de levedura, e 0,5 mg/ml de DNA de esperma de arenque termo-

desnaturado).

A solugao de pré-hibridizagao € substituida por tampéao de pré-hibridizacéo
contendo 2ng/ul da sonda de oligonucleotideo marcado com digoxigenina. A
sequéncia da sonda designada MSX1347 (19) é 5-ATG-TGT-TGG-TGA-
CGC-TAA-CCG-3'. Os cortes sao cobertos com laminulas plasticas de
hibridizacdo in situ e colocados em uma placa aquecida ou banho seco a
90°C, por 12 minutos. As laminas sao resfriadas sobre gelo por 1 minuto,

antes da hibridizacao durante a noite a 42°C, em uma camara umida.

Os cortes sao lavados duas vezes por 5 minutos cada em 2 x SSC a
temperatura ambiente, duas vezes por 5 minutos cada em 1 x SSC a
temperatura ambiente, e duas vezes por 10 minutos cada em 0,5 x SSC a
42°C. Os cortes sao colocados em tampao 1 (Tris 100 mM pH 7,5, NaCl 150

mM) por 1-2 minutos.

Os cortes sado colocados em tampao 1 (ver passo vii) suplementados com
0,3% de Triton X-100 e 2% de soro de ovelha por 30 minutos. O anticorpo
anti-digoxigenina conjugado com fosfatase alcalina é diluido 1/500 (ou de
acordo com o manual do fabricante) em tampéao 1 suplementado com 0,3%
de Triton X-100 e 1% de soro de ovelha e aplicado nos cortes do tecido. Os
cortes s&o cobertos com laminulas de hibridizag&o in situ e incubados por 3

horas a temperatura ambiente em camara umida.

As laminas sao lavadas duas vezes em tampao 1 por 5 minutos cada (ver
passo vii) e duas vezes em tampao 2 (Tris 100 mM, pH 9,5, NaCl 100 mM,
MgCl, 50 mM) por 5 minutos cada. As laminas s&o, entdo, colocadas em
uma solug¢do para desenvolvimento de cor (337,5 ug/ml de NBT, 175 pg/ml
de de sal 5-bromo-4-cloro-3-indol-fosfato-toluidina - BCIP, 240 pg/ml de
levamisol em tampdo 2) por 2 horas no escuro. A reagdo de coloragao é

interrompida por lavagem em tampao TE (Tris 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM).
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X) As laminas sdo lavadas em dH,O. Os cortes sdo contra-corados com
Bismarck Brown Y, lavados em dH,O, e laminulas sido aplicados usando um
meio de montagem aquoso. A presenca de H. nelsoni € demonstrada pela

coloragao purpura-negra das células do parasita.
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Enfermidade SSO (Haplosporidium costale)

INFORMAGOES GERAIS

A enfermidade SSO é causada pelo protista Haplosporidium costale (= Minchinia
costalis) (13) do filo Haplosporidia. Haplosporidium costale, comumente conhecido como SSO
(seaside organism) e infecta a ostra Crassostrea virginica (3).

A distribuicao geografica de H. costale estd em baias com alta salinidade (25%.) ao
longo da costa leste da América do Norte da Virginia, USA, a Nova Escécia, Canada (2, 7).
Mortalidades significantes em ostras sado atribuidas a enfermidade SSO, que tem
historicamente estado restrita a costa da Virginia, Maryland e Delaware, USA (2, 3), mas
mortalidades significantes atribuidas a SSO recentemente ocorreram em Massachusetts, EUA.

O estagio plasmodial de H. costale ocorre intercelularmente no tecido conjuntivo da
glandula digestiva, manto e génada (3, 11); Esporos ocorrem por todo tecido conjuntivo dos
nos mesmos orgaos (2, 3, 10). Haplosporidium costale tem sazonalidade limitada. As ostras
infectam-se em maio e junho, as vezes quando o0s esporos sdo eliminados de ostras
moribundas previamente infectadas (3, 6). As infecgdes apresentam vestigios subclinicos ao
longo do outono e inverno. Entdo, o plasmddio se desenvolve nos meses de margo/abril,
seguido por esporulagdes sincronicas e mortalidade das ostras em maio/junho (2, 3, 6). Esta
sazonalidade epizootiolégica pode ser mais complicada do que foi historicamente percebida. A
esporulacao de H. costale tem sido recentemente detectada, e verificada usando
testes/ferramentas moleculares, em ostras coletadas em outubro (11, 12).

A distribuicdo de H. costale e H. nelsoni (0 agente causador da enfermidade MSX) tem
coincidido em areas de alta salinidade da Virginia, ESA, a Nova Escdécia, Canada, e co-
infeccdes com ambos os patdgenos tém sido reportadas (5, 6, 11). Os patégenos podem ser
facilmente diferenciados durante a esporulagdo. Haplosporidium costale esporula por todo
tecido conjuntivo da maioria dos 6rgaos, enquanto H. nelsoni esporula somente no epitélio dos
tubulos digestivos (1, 3, 5). Todavia, os estagios plasmodiais destes dois patdgenos nao
podem ser diferenciados de forma confiavel com base na morfologia (5), e o diagnéstico
definitivo na auséncia de esporos requer ferramentas moleculares (11, 12).

A esporulagdo rompe o tecido conjuntivo e a alta prevaléncia de esporos em ostras
mortas sugere que a esporulacdo resulta na morte da ostra. A esporulagdo é vista como o
resultado final de todas as infec¢cdes de H. costale (1) e desta forma, as infecgdes sdo

invariavelmente fatais (7).
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Nao foi possivel, ainda, transmitir H. costale experimentalmente em laboratério. O ciclo
vital ndo foi elucidado para qualquer membro do filo Haplosporidia, mas suspeita-se da
existéncia de um hospedeiro intermediario (7).

Para diagnéstico, recomenda-se usar o guia de amostras contidos nos Capitulo 1.1.4 e

Capitulo 1.2., do Manual Aquatico.

PROCEDIMENTOS DE EXAME

1. Métodos de Varredura

1.1. Exame Histologico

Os procedimentos gerais para histologia estdo detalhados no Capitulo 1.2. do
Manual Aquatico. Cortar uma secc¢ao transversal através da massa visceral e
coloque em um fixador como solugdo de Davidson ou Carson (mais tarde as
amostras podem ser reutilizadas para microscopia eletrbnica, se necessario). A
proporgao nao deve ser a mais do que 1 volume de tecido para dez volumes de
fixador. O material é subsequencialmente tratado pelos procedimentos
convencionais de histologia (4). Os Haplosporidia sao indicados por muitos

corantes nao especificos, como hematoxilina e eosina (HE).

O plasmédio multinucleado de Haplosporidium costale (geralmente com 5-8 um
de didmetro) ocorre em todo o tecido conjuntivo. Os plasmaddios sao facilmente
detectados, somente, entre mar¢o e junho. Sincronia na esporulagido de H.
costale pode ser observada em todo tecido conjuntivo da glandula digestivo,
manto e génadas. A esporulagdo n&o ocorre no epitélio dos tubulos digestivos,
como ocorre com os esporos de H. nelsoni (1, 10). Os esporos (3 x 5 ym de
tamanho) sado encontrados normalmente em ostras abertas e moribundas. O
parasita ndao pode ser detectado, com facilidade, entre julho e marco (1, 3).
Todavia, infecgbes de H. costale tém co-ocorrido com as de H. nelsoni, sendo
recentemente reportadas em Outubro (11, 12). O plasmddio de H. costale nao

pode ser facilmente diferenciado dos de H. nelsoni com base em sua morfologia.

A intensidade da infeccdo tem sido classificada como:

1. localizada (LO) = qualquer infeccao onde o plasmédio esta localizado em
uma pequena area em um tipo de tecido;

2. rara (R) = infecgbes sistematicas com menos do que dez plasméddios dentro
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da secgao;

3. leve (L) = infecgdes sistematicas com menos do que dois plasméddios por
campo em aumento de 400X, mas mais do que dez plasmddios em toda a
Seccao;

4. moderada (M) = infecgbes sistematicas com 2-5 plasmaodios por campo, em
aumento de 400X;

5. pesada (H) = mais do que cinco plasmddios por campo em aumento de 400X;

6. esporulacgao (S) = qualquer infecgao onde os esporos estdo presentes.

2. Métodos de Diagnéstico Presuntivo

2.1.

2.2,

Histologia

Quando os esporos estdo presentes, H. costale pode ser presuntivamente
diagnosticado na ostra Crassostrea virginica, se os esporos tiverem o tamanho
correto e ocorrerem em todo o tecido conjuntivo. Para os procedimentos
histolégicos detalhados, ver a Secgdo 1.1. deste Capitulo e Capitulo 1.2. do

Manual Aquatico.

PCR do DNA de tecido de ostra

Um resultado positivo através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é
somente um diagndstico presuntivo, porque ela detecta DNA e néo
necessariamente um patégeno viavel. Outras técnicas, preferencialmente

hibridizac&o in situ, devem ser usadas para visualizar o patégeno.

Dois conjuntos de iniciadores de PCR foram desenvolvidos para detecgcédo de H.
costale: SSO1358F (5'-TAC-TGC-TAG-CGC-TTG-TTC-GCA-AGA-T-3'),
SSO1507R (5'-TCG-GGT-CGG-CCC-GCT-GAC-TGG-GT-3') (8) e SSO-A (5'-CAC-
GAC-TTT-GGC-AGT-TAG-TTT-TG-3"), SSO-B (5-CGA-ACA-AGC-GCT-AGC-
AGT-ACA-T-3') (11). Ambos os pares de iniciadores tém como alvo o DNA da
subunidade menor do ribossomo e tém se mostrado sensiveis e especificos para
este patégeno (8, 11). Um PCR multiplo (9) foi desenvolvido para H. costale e H.
nelsoni (MSX), usando um desenvolvido previamente para SSO (8), mas ele néo

foi validado. As reacdes de PCR contém tampao de reacgéo (Tris 10 mM, pH 8.3;
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KCI 50 mM; MgCl, 1.5 mM; 10 ug/ml gelatina), 400 ug/ml de albumina de soro
bovino, 25 pmoles cada de SSO1358F € SSO1507R ou SSO-A e SS0-B, 200 uM
de cada dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 0.6 unidades AmpliTaqg DNA polimerase
(Applied Biosystems), e DNA molde, em um volume final de 25 pl. Os reagentes
sdo colocadas em um termo-ciclador. O programa “GeneAmp PCR System 9600”
(Applied Biosystems) do termo-ciclador, usando SSO-A e SSO-B, inicia-se com a
desnaturagdo a 94°C por 4 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C durante 30
segundos, 59°C por 30 segundos, e 72°C durante 1,5 minutos, e uma extensao
final a 72°C por 5 minutos. O programa do ciclo é idéntico, quando SSO1358F e
SS01507R estdo em uso, exceto a temperatura de renaturacdo que é de 55°C.
Uma aliquota (10% do volume da reagéo) de cada reagdo de PCR é submentida a
eletroforese em gel de agarose, o qual é corado com brometo de etidio para
vizualizar os produtos amplificados. Neste caso, 150 bp para o par SSO1358F e

SS0O1507R ou 557 bp para o par SSO-A e SSO-B.

3. Confirmacgao da Identificagdao do Patégeno

3.1.

Exame da hibridizacao in situ de Haplosporidium costale

A hibridizagcdo in situ € o método indicado para confirmar a identificacdo do
parasito, por que ela permite a visualizagdo de uma sonda especifica que hibridiza
com o organismo alvo. As sondas de DNA devem ser cuidadosamente testadas
quanto a especificidade e validadas em estudos comparativos, antes de serem

utilizadas na identificagdo confirmatoria.

A hibridizacdo in situ foi desenvolvida recentemente, para diferenciar plasmodios
de H. costale dos de H. nelsoni em cortes histolégicos de tecidos (11).
Oligonucleotideos espécie-especificos, marcados e usados como sondas,
hibridizam com o RNA ribossomal do parasito localizado na subunidade menor do
ribossomo. Esta hibridizacdo € detectada por um anticorpo conjugado que
reconhece as sondas marcadas. O substrato para o anticorpo conjugado é
adicionado, causando uma reagao colorimétrica que permite a visualizagdo da

hibridizagdo do RNA parasita com a sonda.

i) Corte uma seccao transversal através da massa visceral incluindo manto,

branquias e glandula digestiva. Coloque na solugao fixadora de Davidson

http://www.oie.int/eng/normes/fmanual/A_00042.htm



ii)

Vi)

vii)

86

AFA (glicerina [10%)], formalina [20%], 95% etanol [30%], dH,O [30%], acido
acético glacial [10%]) por aproximadamente 24 horas. Transfira o material
para etanol 70%, antes de realizar os procedimentos histolégicos (passo ii).
A proporgédo ndo deve ser superior a 1 volume de tecido para dez volumes

de fixador.

As amostras sdo, subsequentemente, embebidas em parafina por
procedimentos convencionais de histologia. Fazer cortes de 5-6 ym e coloca-
los sobre Iaminas positivamente carregadas ou cobertas com 3-aminopropil-
trietosilano. Os cortes histolégicos sdo entdo secos durante a noite, em uma
estufa a 40°C.

Os cortes sdo desparafinados por imersdo em xilol ou outro produto
diafanizador menos toxico, por 10 minutos. O solvente é eliminado por
imersao em dois banhos sucessivos em etanol absoluto, por 10 minutos
cada e reidratados por imersdo em uma série de banhos em etanol. Os
cortes sdo entdo lavados duas vezes por 5 minutos, em solug¢ao salina com

tampéo fosfato (PBS).

Os cortes sdo tratados com proteinase K, 50 yg/ml em PBS, a 37°C por 15
minutos. A reacgao é interrompida por lavagem dos cortes em PBS com 0,2%
glicina por 5 minutos. Os cortes sdo colocados em 2 x SSC (solugdo salina

com citrato de sédio) por 10 minutos.

Os cortes sao pré-hibridizados por 1 hora, a 42°C em solugao de pré-
hibridizagédo (4 x SSC, 50% formamida, 5 x solugdo de Denhardt, 0.5 mg/ml
de RNAt de levedura, e 0,5 mg/ml de DNA de esperma de arenque termo-
desnaturado DNA).

A solucao de pré-hibridizacdo € substituida por tampéao de pré-hibridizagao
contendo 5 ng/ul da sonda de oligonucleotideo marcada com digoxigenina. A
sequéncia da sonda designada de SS0O1318 (11) é 5'-CGA-ACA-AGC-GCT-
AGC-AGT-ACA-T-3'. Os cortes sao cobertos com laminula plastica de
hibridizacdo in situ e colocados em uma placa aquecida a 90°C, por 12
minutos. As laminas sao resfriadas sobre gelo por 1 minuto, antes da

hibridizagao, durante a noite, a 42°C, em uma camara umida.

Os cortes sdo lavados duas vezes por 5 minutos cada em 2 x SSC a

temperatura ambiente, duas vezes por 5 minutos cada em 1 x SSC a
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temperatura ambiente, e duas vezes por 10 minutos cada em 0.5 x SSC a
42°C.. Os cortes sido colocados em tampao 1 (Tris 100 mM, pH 7,5, NaCl
150 mM) por 1-2 minutos.

Os cortes sao colocados em tampao 1 (ver passo vii) suplementados com
0,3% de Triton X-100 e soro de ovelha 2%, por 30 minutos. O anticorpo anti-
digoxigenina conjugado com fosfatase alcalina é diluido 1/500 (ou de acordo
com o manual do fabricante) em tampé&o 1 suplementado com 0,3% de Triton
X-100, com soro de ovelha 1% e aplicado nos cortes do tecido. Os cortes
sdo cobertos com laminulas de hibridizacao in situ e incubados por 3 horas a

temperatura ambiente em camara umida.

As laminas sio lavadas duas vezes em tampao 1 por 5 minutos cada (ver
passo vii) e duas vezes em tampéao 2 (Tris 100 mM, pH 9,5, NaCl 100 mM,
MgCl, 50 mM) por 5 minutos cada. As laminas sdo entdo colocadas em uma
solucdo para desenvolvimento de cor (337,5 pg/ml de nitroblue tetrazolium -
NBT, 175ug/ml de sal 5-bromo-4-cloro-3-indol-fosfato-toluidina - BCIP, 240
Mg/ml de levamisol em tampdo 2) por 2 horas no escuro. A reagdo de
coloragao é parada por lavagem em tampéao TE (Tris 10 mM, pH 8,0; EDTA

1mM [acido etileno diamino tetra-acético)).

As laminas sdo lavadas em dH,O. Os cortes sdo contra-corados com
Bismarck Brown Y, lavados em dH,0, e as laminulas sdo aplicados usando
um meio de montagem aquoso. A presenga de H. costale € demonstrado

pela marcagao purpura-negra das células do parasita.

REFERENCIAS

Andrews J.D. (1982). Epizootiology of late summer and fall infections of oysters by
Haplosporidium nelsoni, and comparison to annual life cycle of Haplosporidium costalis,
a typical haplosporidan. J. Shellfish Res., 2: 15-23.

Andrews J.D. (1988). Haplosporidium costale disease of oysters. In: Disease Diagnosis
and Control in North American Marine Aquaculture, Sindermann C.J. & Lightner
D.V., eds. Elsevier, Amsterdam, The Netherlands, 296-299.

Andrews J.D. & Castagna M. (1978). Epizootiology of Minchinia costalis in susceptible
oysters in seaside bays of Virginia's eastern shore, 1959-1976. J. Invert. Pathol., 32:
124-138.

http://www.oie.int/eng/normes/fmanual/A_00042.htm



10.

11.

12.

13.

88

Burreson E.M., Robinson M.E. & Villalba A. (1988). A comparison of paraffin histology
and hemolymph analysis for the diagnosis of Haplosporidium nelsoni (MSX) in
Crassostrea virginica (Gmelin). J. Shellfish Res., 7: 19-23.

Couch J.A. (1967). Concurrent haplosporidian infections of the oyster, Crassostrea
virginica (Gmelin). J. Parasitol., 53: 248-253.

Couch J.A. & Rosencampo A. (1968). Epizootiology of Minchinia costalis and Minchinia
nelsoni in oysters introduced into Chincoteague Bay, Virginia. Proc. Natl. Shellfish.
Assoc., 58: 51-59.

Ford S.E. & Tripp M.R. (1996). Diseases and defense mechanisms. In: The Eastern
Oyster Crassostrea virginica, Kennedy V.S., Newell R.I.LE. & Eble A.F., eds. Maryland
Sea Grant College, College Park, Maryland, USA, 581-660.

Ko Y.-T., Ford S.E. & Fong D. (1995). Characterization of the small subunit ribosomal
RNA gene of the oyster parasite Haplosporidium costale. Molec. Marine Biol.
Biotechnol., 4: 236-240.

Penna M.-S., Khan M. & French R.A. (2001). Development of a multiplex PCR for the
detection of Haplosporidium nelsoni, Haplosporidium costale and Perkinsus marinus in
the eastern oyster (Crassostrea virginica, Gmelin, 1791). Molec. Cell. Probes, 15: 385-
390.

Perkins F.O. (1969). Electron microscope studies of sporulation in the oyster pathogen
Minchinia costalis (Sporozoa: Haplosporida). J. Parasitol., 55; 897-920.

Stokes N.A. & Burreson E.M. (2001). Differential diagnosis of mixed Haplosporidium
costale and Haplosporidium nelsoni infections in the eastern oyster, Crassostrea
virginica, using DNA probes. J. Shellfish Res., 20: 207-213.

Sunila I., Stokes N.A., Smolowitz R., Karney R. C., & Burreson E.M. (2002).
Haplosporidium costale (Seaside Organism), a parasite of the eastern oyster, is present
in Long Island Sound. J. Shellfish Res., 21; 113-118.

Wood J.L. & Andrews J.D. (1962). Haplosporidium costale (Sporozoa) associated with a
disease of Virginia oysters. Science, 136: 710-711.

http://www.oie.int/eng/normes/fmanual/A_00042.htm



89

LAMINAS SILANADAS (AMINOALKISILANO)

INFORMAGOES GERAIS

Recomendado para preparagbes com ciliados, bem como em se¢des de tecidos para

histologia ou imuno-histoquimica.

PROCEDIMENTOS DE PREPARAGCAO

Limpar as laminas em *alcool 4cido (vide férmula abaixo);
2. Mergulhe as laminas em solu¢cdo de aminoalkisilano (3-aminopropil-trietosilano) por 2
min.;
Lave em agua destilada — 2 trocas, 2 min. cada;
Deixe as laminas escorrerem e secarem em local livre de poeira, ou em estufa por 30
min. a 57°C ou durante a noite (overnight) em uma sala com temperatura entre 18-26°C;
5.  Guarde as laminas dentro de uma caixa livre de poeira, em uma sala a temperatura
ambiente;

6. Usar as laminas dentro de 2-3 semanas.

Nota:

1. O adesivo disponivel na forma liquida (cat # 1007A) ou como laminas prontas ja silanadas
(cat # 5050) da Newcomer Supply®. A Newcomer Supply® sugere que 250ml de
aminoalkysilano deveriam tratar 400 laminas. Refrigerar a solucido restante; reutilizar
dentro de 2-3 semanas; estocar separadamente de produtos ndo usados.

2. Quando afixar o tecido na ldmina, carregada positivamente; ele aderira sob contato e sera
dificil reposiciona-lo. Evitar bolhas causadas pela agua sob as secc¢des.

3. Para aderir as secgdes de parafina e preservar a antigenicidade, ndo exceder 60°C
quando da secagem dos tecidos.

4, Para tecidos congelados, deixar secar sobre a lamina coberta antes da fixacao.

*Alcool acido:
=1 2= [ To I A0 TR 99,0ml
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- HCI concentrado, peso especifico 1,19 ... 1,0ml
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MARTEILIOSE (Marteilia refringens e M. sydneyi)

INFORMAGOES GERAIS

Marteiliose aqui, refere-se a enfermidades causadas por Marteilia refringens e M. sydneyi.
Outras Marteilia spp., infectam ostras e outros bivalves. Até & conhecido sobre a identidade,
biologia e patologia destes outros Marteilia spp.. A presenga destes patdgenos, em qualquer
bivalve, deveria ser considerada e o Laboratoério de Referéncia da OIE deveria ser consultado.

Marteiliose € primariamente causado por dois protistas parasitas do género Marteilia: M.
refringens e M. sydneyi (filo Paramyxea) (3, 11, 12, 26, 30). Marteiliose também é conhecida
como enfermidade Aber (M. refringens), e enfermidade QX (M. sydneyi).

A espécie tipo do género, M. refringens, é um parasita letal da ostra plana Européia,
Ostrea edulis (12). Marteilia sydneyi infecta Saccostrea glomerata (= commercialis) e,
possivelmente também, Saccostrea echinata (30, 31).

Encontra-se M. maurini (9) parasitando Mytilus galloprovincialis e Mytilus edulis tem sido
descrito da Francga, Italia e Espanha (21). Como nao é facil distinguir M. maurini de M.
refringens, a detecgdo do parasito em mexilhdes requer diagnéstico de confirmagao, como
descrito neste capitulo. Marteilia lengehi (7, 16) em Saccostrea cucullata do Golfo Pérsico e
Australia Ocidental, e M. christenseni (8) em Scrobicularia plana da Franga pode
aparentemente ser diferenciado de outras espécies pelas caracteristicas do conteudo
citoplasmatico dos esporangios e morfologia dos esporos. Marteilia spp. tém sido descritas nas
seguintes espécies: Tiostrea chilensis (13), Ostrea angasi (5), O. puelchana (25),
Cerastoderma (= Cardium) edule (10), Mytilus edulis (10, 22), Mytilus galloprovincialis (29),
Crassostrea gigas (6) e C. virginica (27). Um protista similar a M. sydneyi foi reportado no
bivalve gigante Tridacna maxima (24). A vieira Argopecten gibbus, é infectada por um tipo de
Marteilia sp. na Florida, Estados Unidos da América, que nao foi identificada ao nivel de
espécie (23).

A distribuicao geografica de M. refringens é: Franca, Grécia, Italia, Marrocos, Portugal, e
Espanha. Marteilia sydneyi é encontrada em New South Wales, Queensland e Australia
Ocidental.

Marteilia refringens e M. sydneyi esporulam no epitélio da gléandula digestiva, onde a
infeccdo esta associada com um baixo indice de condigdo, emaciagao da ostra, exaustao das
reservas de energia (glicogénio), descoloracado da glandula digestiva, parada no crescimento e
mortalidade. A mortalidade parece estar relacionada a esporulagdo do parasita (12). O sitio
inicial de infecgdo de M. sydneyi esta no epitélio dos palpos e das branquias e os estagios de

pré-esporulagdo sdo encontrados em todo o tecido conjuntivo e epitélio da glandula digestiva
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(18). Os estagios de pré-esporulagao de M. refringens ocorrem no epitélio dos palpos labiais,
estdbmago, ductos digestivos e possivelmente nas branquias. Ostras infectadas com M. sydneyi
e M. refringens tem uma pobre condicdo com completa reabsor¢cdo das gbdnadas (28). A
invasdo massiva de M. sydneyi leva a completa desorganizacdo do epitélio da glandula
digestiva. A morte resulta da inanicdo sob 60 dias apds o inicio da infecgao.

O periodo de infeccao para M. refringens em Ostrea edulis esta confinada a primavera e
verao, quando a temperatura da agua € maior que 17°C (1, 12, 14). As ostras podem ser
infectadas com M. sydneyi no verado e inicio do outono. Entretanto, a enfermidade nao é
sazonal; ocorre forte mortalidade e esporos podem ser encontrados ao longo do ano.
Salinidade alta limita o desenvolvimento de Marteilia spp.

O modo de infecgao e o ciclo vital fora do hospedeiro sdo desconhecidos. Em funcao
disto ndo tem sido possivel transmitir a enfermidade experimentalmente em laboratdrio. Existe
a possibilidade de haver hospedeiros intermediarios (2, 4, 14, 22, 28).

Para diagndstico, recomenda-se usar o guia de amostras contidos no Capitulo 1.1.4 e

Capitulo 1.2., do Manual Aquético.

PROCEDIMENTOS DOS EXAMES

1. Métodos de Investigacao
1.1. Histologia

Os procedimentos gerais de histologia estdo detalhados no Capitulo 1.2. do Manual
Aquatico. Para o exame histolégico, corte uma seccado através da glandula
digestiva e coloque a amostra em um fixador liquido, como a solu¢do de Davidson
ou Carson ou formalina 10% em &agua do mar filtrada (mais tarde as amostras
podem ser reutilizadas para microscopia eletrénica, se necessario). A proporgao

nao deve ser a mais do que 1 volume de tecido para dez volumes de fixador.

As amostras sdo subsequentemente preparadas de acordo com os métodos
classicos de histologia (ver Capitulo 1.2.). Muitos corantes nao especificos
permitem observar M. refringens, i.e. hematoxilina e eosina ou tricrémico de Millot.
Estes ndo sdo os unicos, e técnicas de coloracdo modificadas (15) podem

intensificar a detecgao dos parasitos.

Estagios jovens de Marteilia refringens estdo presentes no epitélio do estdbmago,
intestino e ductos digestivos. Os estagios da infecgao inicial de Marteilia sydneyi
estdo presentes no palpo labial, epitélio branquial e estagios de pré-esporulagao

sdo encontrados no tecido conjuntivo e epitelial dos tubulos digestivos, ductos

http://lwww.oie.int/eng/normes/fmanual/A_00039.htm



2.

93

digestivos, intestino e estdmago. Estagios esporulantes de M. refringens e M.
sydneyi podem ser encontrados no epitélio dos tubulos digestivos. Esporangios
livres também podem ser observados no lumen do intestino. A caracteristica Unica
da clivagem interna para produzir células dentro de células durante a esporulagao,

diferencia Marteilia spp. de todos os outros protistas.

Métodos de Diagnéstico Presuntivo

2.1.

2.2,

Histologia
Ver Seccgao 1.1. abaixo
Exame citolégico: “imprints” de tecidos

Ordem de preparacdo das laminas: cortar uma secc¢ao através da glandula
digestiva, remover o excesso de agua por colocacdo da amostra em papel
absorvente, entdo pressione a amostra, correspondente a secgao que passa
através do trato digestivo, na lamina. As laminas sao secas ao ar e entao fixadas

em metanol (2-3 minutos).

As amostras sao coradas usando um kit comercial disponivel para corar células
sanguineas de acordo com as instrugbes do fabricante. Apds a coloragao,
enxaguar com agua de torneira, seguido de secagem completa e cobrir com uma

laminula usando uma resina sintética apropriada.

O tamanho do parasita € de 5-8 ym nos estagios iniciais e pode chegar a 40 um
durante a esporulacdo. O citoplasma das células tem coloragdo basofilica e o
nucleo, eosinofilico. As células secundarias ou esporoblastos sido circundados por
um halo brilhante (a coloragao pode ficar muito leve em fungao do corante usado).

Observacgbdes por 10 minutos, por lamina sao consideradas suficiente.

Confirmacgao da Identificagao do Patégeno

3.1. Exame por Hibridizagao in situ de Marteilia spp.

http://lwww.oie.int/eng/normes/fmanual/A_00039.htm
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situ. A producido da sonda é feita através da reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR), usando os iniciadores SS2 (5-CCG-GTG-CCA-GGT-
ATA-TCT-CG-3') e SAS1 (5-TTC-GGG-TGG-TCT-TGA-AAG-GC-3'). A
reacdo de PCR é realizada como descrito na Secg¢ao 3.2., a partir M.
refringens purificada do DNA de Ostrea edulis, exceto pela adi¢cao de 1ul de
digoxigenina-dUTP (DIG-dUTP) 25 mM a reacao.

A sonda ITS 1 (espacador interno transcrito) de M. sydneyi é usada para
detectar especificamente este individuo, dentre as espécies relatadas. A
sonda é obtida pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) usando os
iniciadores PRO2 (5'-TCA-AGG-GAC-ATC-CAA-CGG-TC-3') e LEG1 (5'-
CGA-TCT-GTG-TAG-TCG-GAT-TCC-GA-3"). A reagédo de PCR é realizada
como descrita na Seccdo 3.2., a partir M. sydneyi purificada do DNA de
Saccostrea glomerata, exceto pela adicdo de 1 ul de digoxigenina-dUTP
(DIG-dUTP) 25 mM a reacgao.

A hibridizagcdo in situ é realizada como segue. Controles positivos e

negativos devem ser incluidos nos procedimentos.

Para a sonda Smart 2, a massa visceral do molusco € fixada com Davidson
AFA (glicerina [10%], formalina [20%], 95° etanol [30%], dH,O [30%], e acido
aceético glacial [10%]) ou formalina 10% tamponada por aproximadamente
24 horas. Em seguida é embebida em parafina. Cortes de 5 uym sao
colocados sobre laminas silanadas (cobertas com aminoalkilsilano /
aminopropiltrietoxi- silano) e entdo mantidos durante a noite em estufa a
40°C. Os cortes sao desparafinados por imersdo em xileno por 10 minutos.
Este passo é repetido mais uma vez e o solvente é eliminado por imerséo
em dois banhos sucessivos, em etanol absoluto por 10 minutos cada. Os
cortes sao reidratados por imersdo em uma série de etandis. Em seguida
sdo tratados com proteinase K (100 pg/ml) em tamp&o TE (Tris [50 mM],
acido etileno diamino tetra-acético [EDTA, 10 mM]), a 37°C por 30 minutos.
As laminas sao desidratadas por imersdo em uma série de etandis e secas
ao ar. Os cortes sdo incubados em 100 pl de tampao de hibridizagao (4 x
SSC [solucao salina com citrato de sodio], formamida 50%, 1x solugdo de
Denhardt, 250 ug/ml de RNAt de levedura, sulfato de dextran 10% contendo
10 ng (1 ul de reagdo de PCR) de digoxigenina marcada para o teste. As

ldminas sdo cobertas com laminula plastica para hibridizagdo in situ e
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3.2.

colocadas sobre uma placa aquecida ou banho seco a 95°C por 5 minutos.
As laminas sao entao resfriadas no gelo por 1 minuto antes da hibridizagao
durante a noite, a 42°C em uma camara Umida. As laminas sdo lavadas
duas vezes por 5 minutos em 2 x SSC, a temperatura ambiente, e uma vez
por 10 minutos em 0.4 x SSC a 42°C. As etapas de deteccao serao
executadas conforme instrucdes do fabricante. As laminas s&o lavadas em
dH,O. Os cortes sido contra-corados com Bismarck Brown Y, lavadas em
dH,O e cobertos com laminula usando um meio aquoso de montagem . A
presenca de Marteilia sp. € demonstrada pela coloragéo purpuro-negra das

células do parasita.

Polimorfismo no comprimento de fragmentos de restri¢cao, obtidos pela
reagcdo em cadeia da polimerase (RFLP-PCR) para Marteilia

refringens/M. sydneyi e discriminagao para M. refringens/M. maurini.

Ensaios de polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricao
realizados a partir de fragmentos obtidos por PCR (RFLP-PCR) foram
desenvolvidos para diferenciar M. refringens de M. maurini (21). Um ensaio

de PCR foi desenvolvido para detectar especificamente M. sydneyi (17-19).

Para extracdo de DNA, animais infectados sdo congelados a -80°C e os
tecidos sao pulverizados. Cerca de 10 volumes de tampao de extragao
(NaCl [100 mM], EDTA [25 mM], pH 8, SDS, 0,5%) sao adicionados com
proteinase K (100 ug/ml). Apés uma incubacao durante a noite, a 50°C, o
DNA é extraido usando um protocolo padrao fenol/cloroférmio e precipitado

com etanol.

O PCR é realizado em um volume de 50 ul. Apds a desnaturagdo do DNA a
94°C por 5 minutos, realiza-se 30 ciclos como descrito a seguir:
desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, pareamento a 55°C por 1 minuto e
extensdo a 72°C por 1 minuto por par de kilo-base. Uma extensao final de

10 minutos, a 72°C, é realizada.

Para a detecgéo de M. refringens, o PCR é realizado com iniciadores (4 + 5),
cujo alvo é a sequéncia ITS 1 (4: 5-CCG-CAC-ACG-TTC-TTC-ACT-CC-3' e
5: 5'-CTC-GCG-AGT-TTC-GAC-AGA-CG-3').

Para deteccdo de M. sydneyi, o PCR é realizado com os iniciadores LEG1
(5'-CGA-TCT-GTG-TAG-TCG-GAT-TCC-GA-3') e PRO2 (5-TCA-AGG-GAC-
ATC-CAA-CGG-TC-3') cujo alvo é a seqliiéncia ITS.
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Para diferenciar M. refringens de M. maurini, o polimorfismo entre os
produtos de PCR ¢ identificado através de clivagem com a enzima de
restricdo Hha1l. Os fragmentos de restricdo resultantes sdo analisados por
eletroforese em gel de agarose a 2%. O perfil correspondente a M. maurini
exibe trés bandas de 156, 157 e 68 bp, respectivamente, enquanto o de M.

refringens mostra duas bandas de: 226 e 156 bp, respectivamente.
3.3. Exame por Microscopia Eletronica

Os procedimentos para microscopia eletrbnica de transmissao estdo no
Capitulo 1.2, do Manual Aquatico da OIE.

Marteilia sydneyi pode ser diferenciada de M. refringens pela falta de
inclusbes estriadas no plasmaddio, formagao de 8-16 esporangios primordiais
por plasmédio (ao invés de 8 para M. refringens), ocorréncia de 2-3 esporos
em cada esporangio (em lugar de 4 em M. refringens), e a presenga de uma
capa pesada de membranas concéntricas ao redor do esporo maduro de M.

sydneyi.
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MICROCITOSE (Mikrocytos mackini)

INFORMAGOES GERAIS

Microcitose refere-se somente a enfermidade em ostras, causada por Mikrocytos
mackini na costa oeste do Canada. Se detectado fora da area conhecida de ocorréncia M.
mackini, microscopia eletrénica ou provas moleculares, se disponiveis, devem ser utilizadas
para identificar e distinguir o organismo detectado de outras espécies de microcélulas
(Mikrocytos roughleyi, Bonamia ostreae, B. exitiosus). A presenga destes patdégenos, em
qualquer bivalve deve ser considerada séria € o Laboratério de Referéncia da OIE deve ser
consultado.

Mikrocytos mackini ndo tem uma afinidade taxondémica certa, mas ele n&do esta
intimamente relacionado as outras microcélulas (8, 10, 11). A Microcitose também é conhecida
como Enfermidade da Ilha Denman (Denman Island disease) (2, 13) e Enfermidade da
Microcélula de ostras. Mikrocytos mackini infecta Crassostrea gigas, Ostrea edulis e O.
conchaphila (= O. lurida); e experimentalmente, C. virginica (1, 3, 4, 9). Crassostrea gigas
parece ser mais resistente a enfermidade do que outras espécies.

Mikrocytos mackini ocorre na costa sudoeste do Canada. Ele provavelmente é ubiquo
por todo o Estreito da Gedrgia, incluindo Baia Henry, Ilha Denman e esta confinado a outras
localidades ao redor das llhas Vancouver (Columbia Britanica).

Mikrocytos mackini produz infeccao intracelular no musculo e vesicular de células do
tecido conjuntivo, que resultam em infiltracido de hemécitos e necrose tecidual (5). O parasito
pode induzir a formacdo de pustulas amarelo-esverdeadas, abscessos e Ulceras,
freqientemente no manto, com correspondente cicatrizagdo marrom na concha. Lesbes
macroscopicas nem sempre estdo presentes. Os abscessos sdo compostos por hemdcitos
granulares e hialinos e podem conter pequenas células de 1-3 um de diametro. Infecgbes
severas parecem ser restritas a ostras com mais de 2 anos de idade.

A taxa de mortalidade tem girado em torno de 40%, em ostras mais velhas, até niveis
mais baixos (13). A enfermidade ocorre mais frequentemente em abril e maio, apés um periodo
de 3 a 4 meses com temperaturas menores que 10°C. A colheita ou a movimentacao de
grandes ostras para locais mais distantes da zona intertidal antes de margo e ndo colocagao de
ostras abaixo da linha de maré antes de junho, tém sido implementado com sucesso para
controlar a enfermidade (1).

Para diagnose, recomenda-se usar o guia de amostras contidos nos Capitulos 1.1.4 e

Capitulos 1.2, do Manual Aquatico.
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PROCEDIMENTOS DOS EXAMES

1. Métodos de Varredura

11.

Histologia

Corte uma seccado através do corpo da ostra incluindo o manto e glandula
digestiva. Incluir pustulas, abscessos e Ulceras, se elas estiverem presentes. Fixar
a amostra em solugédo de Davidson ou Carson (mais tarde as amostras podem ser
re-utilizadas para microscopia eletrénica, se necessario). A proporcao nao deve ser

maior que 1 volume de tecido para 10 volumes de fixador.

Apos a preparagdo histologica, corar os cortes com hematoxilina e eosina.
Recomenda-se examinar 2 secgdes (lAminas) por ostra com objetiva de 100X

(vezes).

M. mackini intracelular, com 1-3 um de didametro, pode ser detectado pelo exame
de vesiculas nas células do tecido conjuntivo imediatamente adjacente a lesdes
similares a abscessos. Este parasito tem sido observado em células musculares e
ocasionalmente em hemaocitos ou livre dentro lesdes, mas é mais dificil detecta-lo

nestas situagoes.

Microcytos mackini diferem de todas as outras microcélulas pela ocorréncia de
vesiculas dentro do citoplasma de células do tecido conjuntivo e na periferia das

lesoes.

2. Método de Diagnodstico Presuntivo

2.1.

Exame citolégico: “imprints” de tecidos

Para detectar o parasito, a impressao de tecidos em laminas é melhor do que
histologia (9). Corte uma secc¢éo através dos abscessos ou Ulceras, se presentes e
coloque sobre papel filtro para remover o excesso de agua. Entao faga impressodes
com a superficie da amostra sobre a lamina, correspondendo a secdo que passou

através da lesdo. Seque a ldmina ao ar e fixe em metanol (2-3 minutos).

Core as laminas usando um kit de corante disponivel comercialmente para células
sanguineas, de acordo com as instrugdes do fabricante. Apds secar, a lamina
impressa pode ser examinada diretamente usando 6leo de imersao, em objetiva de
100X. Todavia, se as laminas forem guardadas para futuros exames, elas deverao
ser montadas usando uma resina sintética com laminula, para aplicagdo com dleo

de imerséao.

O parasita, com 1-3 ym de diametro, aparece livre das células do hospedeiro ou,
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raramente, nos hemacitos. Tem citoplasma azul (basofilico) e um pequeno nucleo
vermelho (eosinofilico). A cor pode variar conforme o corante utilizado.

Observacdes de 10 minutos por Iamina sao suficientes, em objetiva de 100X.
3. Confirmagao da Identificagdo do Patégeno
3.1. Histologia

Quando infec¢des sao observadas dentro de uma area geografica conhecida, onde
ha M. mackini, a visualizagao intracelular de microcélulas dentro de vesiculas das
células do tecido conjuntivo, por exame histologico, pode ser considerada um

método confirmatorio (7).
3.2. Exame ao Microscopio Eletrénico de Transmissao

Os procedimentos de microscopia eletrénica de Transmissédo estdo descritos no

Capitulo 1.2, do Manual Aquatico.

A ultra-estrutura morfologica diferencia M. mackini de outras microcélulas. M.
mackini ndo tem mitocOndriais e haplosporossomos (10) e o nucléolo esta

localizado no centro do nucleo enquanto em Bonamia spp., tem localizagao

excéntrica.
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PERKINSIOSE (Perkinsus marinus e P. olseni/atlanticus)

INFORMAGOES GERAIS

Perkinsiose refere-se somente a enfermidades causadas por Perkinsus marinus e P.
olseni/atlanticus. Outras espécies descritas de Perkinsus incluem P. chesapeaki de Mya
arenaria (26), P. andrewsi em Macoma balthica (14), ambos da costa leste dos Estados Unidos
da América, e P. qugwadi de Patinopecten yessoensis do oeste do Canada (5). Estas espécies
nao sao consideradas atualmente causadoras de enfermidades de notificacdo da OIE. Outra
espécie nao identificada de Perkinsus spp infecta muitas espécies de bivalves em aguas
tropicais e subtropicais (22). Até que se conheca mais sobre a identidade, biologia e patologia
destes outros Perkinsus spp., a presenga deles em qualquer bivalve, deve ser considerada
séria e o Laboratério de Referéncia da OIE deve ser consultado.

Perkinsiose é uma enfermidade infecciosa de moluscos marinhos, causada pelo
protista parasita do género Perkinsus. Investigagdes recentes usando dados de sequéncia
molecular (21, 39, 42) indicaram que Perkinsus n&o € do filo Apicomplexa como sugeria sua
ultra-estrutura (25), mas esta mais relacionado aos Dinoflagellida. Alguns autores tém
classificado Perkinsus no filo Perkinsozoa (33), ou no filo Dinozoa subfilo Protalveolata (12),
mas mais informagdes moleculares sdo necessarias sobre Perkinsus e géneros relacionados
antes de esclarecer as relagdes filogenéticas.

Perkinsus marinus causa enfermidades de importancia econémica em Crassostrea
virginica (2, 7). Embora infec¢des de C. gigas e C. ariakensis sejam possiveis, estas espécies
parecem ser mais resistentes a enfermidade (4, 9, 10). Perkinsus marinus foi formalmente
nomeado de Dermocystidium marinum (29), e entdo de Labyrinthomyxa marina (30). Infeccao
por P. marinus é conhecida como “Dermo disease” (19). Perkinsus marinus é encontrado na
costa leste dos USA (2, 7) do Maine até a Florida, e ao longo do Golfo do México (costa da
Peninsula de Yucutan) (6). A recente expansao para o norte, de P. marinus, na Baia de
Delaware, New Jersey, Cape Cod e Maine, USA, ¢é atribuido a repetida introducdo por muitos
anos, em conjunto com o recente aumento na temperatura superficial da agua do mar (13, 18).
Os efeitos da infecgdo de P. marinus em C. virginica vao do “aspecto palido” da glandula
digestiva, redugéo do indice de condicdo, severa emaciagéo, abertura da concha (gaping),
retracdo do manto, inibicdo do desenvolvimento gonadal, crescimento retardado até a morte
(27, 28).

Perkinsus olseni foi originalmente descrito a partir de Haliotis ruber na Australia (24) e
P. atlanticus a partir RudiTapes decussatus em Portugal (3). Similaridades nas sequéncias de

nucleotideos dos espagadores internos transcritos (ITS) do grupo de gene do RNA ribossomal
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(20) tém sugerido que P. olseni é “co-especifico” com P. atlanticus. Recentemente, a sinonimia
das duas espécies foi formalmente estabelecida baseada também na sequéncia similar da
regiao de espacadores nao transcritos (NTS) no RNAr (32); Perkinsus olseni tem prioridade
taxondmica. Outros hospedeiros susceptiveis a P. olseni/atlanticus incluem Haliotis cyclobates,
H. scalaris, H. laevigata, Anadara trapezia, Austrovenus stutchburyi e Ruditapes philippinarum
(22, 23, 32, 34). A distribuicdo geografica de P. olseni/atlanticus vai do leste ao sul da Australia,
New Zealand, Korea, Japan, Portugal, France, ltaly e Espanha (1, 3, 11, 22, 23, 34, 40).

A proliferagdo de P. olseni/atlanticus resulta em ruptura do tecido conjuntivo e as
laminas celulares do tecido epitelial ficam enfraquecidas. Cistos sao visiveis
macroscopicamente nas branquias infectadas de R. decussatus (3). Abscessos podem ser
vistos ocasionalmente no abalone (Haliotis spp.) (24). Pustulas com mais de 8 mm de didmetro
no pé e manto do infectado Haliotis spp., reduzem seu valor comercial. Perkinsus
olseni/atlanticus foi diretamente associado com o aumento nas perdas do abalone H. laevigata
na Austradlia (22) e mortalidade no molusco (arenicola) R. decussatus em Portugal (3) e R.
philippinarum na Korea (34).

A morfologia dos estagios do ciclo vital é similar a todas as espécies de Perkinsus.
Trofozoitos, caracterizados por um grande vacuolo e nucleo acéntrico (deslocado), ocorrem
intercelularmente no tecido conjuntivo e epitelial. Trofozoitos maduros se dividem por
cissiparidade sucessiva, resultando na liberacdo de 8-32 trofozoitos imaturos (36, 44). O
desenvolvimento (ciclo) de P. marinus ocorre frequentemente dentro de fagocitos (“bolsas”). A
proliferacdo de todas as espécies de Perkinsus esta correlacionada com a elevagao da
temperatura da agua no verdo (mais de 20°C) quando a patogenicidade e mortalidades
associadas, sdo mais altas. Todos os estagios do ciclo vital parecem ser infectantes (45). Sob
certas condigcbes, pouco estudadas, os trofozoitos maduros expandem e suportam a
zooesporulagdo. Os hospedeiros sao infectados através de zodsporos biflagelados, todavia a
funcado do zodsporo na transmissdo no ambiente ndo esta clara.

Os métodos de referéncia para deteccao de Perkinsus spp. sdo cortes histolégicos e
cultura em meio fluido tioglicolato (8, 17, 37, 38). Para diagnose, recomenda-se usar o guia de

amostras contidos nos Capitulo 1.1.4 e Capitulo 1.2, do Manual Aquatico.

PROCEDIMENTOS DE EXAME

1. Métodos de Varredura

1.1. Diagnose por cultura em meio fluido de tioglicolato de Ray
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Amostras de tecidos, medindo cerca de 5 x 10 mm, sao retiradas de bivalves
arenicolas preferencialmente do reto, branquias e tecido do manto; em abalones,
do musculo adutor, do pé ou manto e colocados no meio fluido de tioglicolato
(Difco), contendo antibidticos. Recomenda-se um antifungico/antibiético nas doses:
200 unidades de micostatina (Nystatin), 500 unidades de penicilina G e 500 mg
diidro-estreptomicina por ml de meio de cultura (37). Cloromicetina pode ser usado
em lugar da penicilina/estreptomicina (38). A incubagao ocorre a 22-25°C, por4 a7

dias, no escuro.

Os parasitos cultivados se expandem de 2-10 ym para 50-70 ym durante a
incubacdo. Apds a incubagdo, os fragmentos dos tecidos s&o coletados e
macerados com uma lamina de escalpelo em uma lamina de vidro, uma gota
solugado de iodo (Lugol) a 1/5 é adicionada. A preparagdao € coberta com uma
laminula e deixada descansar por 10 minutos. As preparagdes sdo examinadas em
estado fresco. Os “hipnosporos” de Perkinsus sao esféricos e as paredes sao

coradas de azul ou negro-azulado com solug¢ao de Lugol.

A intensidade da infeccao tem sido medida (37) em uma escala de 0 a 5 como
segue:

a) 0 = nao infectado;

b) 0.5 (muito leve) = menos de 10 parasitas encontrados no tecido
preparado;

c) 1 (leve) = 11-100 células ao todo na preparacgao, os parasitas podem estar
espalhados ou ocorrer em grupos isolados de 10-15 células;

d) 2 (leve a moderado) = algumas areas livres de parasita, mas outras areas
mostram concentragdes localizadas de 24-50 células, ou células
distribuidas uniformemente de 2-3 células ocorrem a cada campo, em
objetiva de 100x;

e) 3 (moderado) = parasitas numerosos, espera-se encontrar 3 células em
todos os campos, em objetiva de 100x, massas de 50 células sdo ainda
mais ou menos localizados; tecidos nao mostram, macroscopicamente,
coloragao azul/negra;

f) 4 (moderado a forte [pesado]) = células parasitas presentes em grande
numero em todos os tecidos, mas menos da metade do tecido apresenta a
coloracao azul/negra, macroscopicamente;

g) 5 (forte/pesada) = células parasitas ocorrem em grande numero; a maior

parte do tecido apresenta coloragao azul/negro, macroscopicamente.
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Histologia

Os procedimentos gerais de histologia estdo detalhados no Capitulo 1.2. do Manual
Aquatico. Corte uma secgao transversal através da massa visceral incluindo
branquias, manto e glandula digestiva. Coloque os tecidos em um fixador, como a
solugao de Davidson. A proporcéo deve ser de 1 volume de tecido para 10 volumes

de fixador.

As amostras sdo processadas por histologia classica. Perkinsus spp. sao
“revelados” por corantes nao especificos, como hematoxilina e eosina. A Histologia
ndo € uma técnica sensivel como a cultura em solugdo de tioglicolato, nao

permitindo a identificacado de infecgbes leves (19).

A infeccdo por Perkinsus marinus € usualmente sistematica, embora células
possam ser localizadas no epitélio do intestino. A infeccdo causada por P.
olseni/atlanticus, normalmente se localiza no tecido conjuntivo. Assim, o tecido
conjuntivo de todos os o¢rgdos pode conter trofozoitos imaturos, trofozoitos
maduros e estagios em divisdo, contendo 2, 4, 8, 16 ou 32 trofozoitos em
desenvolvimento (19, 36, 44). Trofozoitos maduros caracterizam-se pela presenga

de vacuolos que deslocam o nucleo para a periferia da célula.

O histérico morfolégico dos estagios do ciclo vital é similar para todas as espécies.
O tamanho dos trofozoitos em hospedeiros infectados varia de 2-10 ym em P.
marinus € de 16 ym em P. olseni/atlanticus. Como sempre, as caracteristicas
morfoloégicas séo similares para todas as espécies de Perkinsus e o tamanho é
altamente variavel. Entdo a morfologia sozinha n&o pode ser utilizada para

distinguir as espécies.

2. Métodos de diagnéstico Presuntivo

2.1.

2.2,

Diagnose por cultura em meio fluido tioglicolato e histologia

Estes métodos, como descrito acima (ver Seg¢oes 1.1. e 1.2. deste Capitulo) e
usados em conjunto, podem ser utilizados no diagnéstico presuntivo para o género

Perkinsus. As técnicas ndo podem ser usadas para distinguir as espécies.
Microscoépio eletrénico de transmissao

Os procedimentos para microscopia eletrénica de Transmissao estao detalhados
no Capitulo 1.2 do Manual Aquatico. A ultraestrutura do zodsporo foi cogitada como
mecanismo para diagnosticar o género Perkinsus (3, 5, 36). Todavia, evidéncias

recentes baseadas em dados moleculares, mostraram que Colpodella, um
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flagelado predador tem ultraestrutura idéntica ao dos zodsporos de Perkinsus. Nao
ha, portanto, exclusividade na ultraestrutura dos zodsporos para Perkinsus (43).
Sendo assim, a ultraestrutura morfolégica dos zodsporos nédo é adequada a

identificacdo do género Perkinsus.
PCR (Reagao em cadeia da polimerase)

A amplificacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é um diagndstico
presuntivo porque detecta DNA e nao necessariamente um patdégeno viavel.
Iniciadores para PCR, tém sido desenvolvidos para P. marinus (31, 41, 46) e P.
atlanticus (15, 40), mas eles nado tém sido cuidadosamente testados por
inclusividade, especificidade e sensibilidade, especialmente sob os conhecimentos
atuais quanto a variabilidade dentro da sequéncia de uma simples espécie de
Perkinsus na regido dos espagadores internos transcritos (ITS) (11, 16). Um PCR
multiplo (35) foi desenvolvido para P. marinus, Haplosporidium nelsoni (MSX) e
Haplosporidium costale (SSO), mas ele ndo foi validado. O desenvolvimento de
ferramentas espécie-especificas e sensiveis para o diagnéstico molecular é uma
area de pesquisa ativa. O PCR nao é recomendado até o momento, como um

método presuntivo de diagndstico para qualquer espécie de Perkinsus.

3. Confirmagao da Identificagdao do Patégeno

3.1.

Analise da seqiiéncia da regiao ITS

Até o momento, o caminho para confirmar a identificacdo das espécies de
Perkinsus é comparar a sequéncia de nucleotideos da regido ITS com as
sequéncias depositadas no banco de dados GenBank:
http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/. Os iniciadores de PCR tém sido designados
para amplificar a regido ITS de qualquer Perkinsus spp. descrito. Exceto para P.
qugwadi, de tecidos infectados do hospedeiro (11). Os produtos do PCR podem ser

sequlienciados para a identificacdo das espécies.
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Meio de cultura: Fluido Tioglicolato de Ray

Cddigo do
500g - BC2025R
Produto
o Meio estéril, feito por especificagdo da farmacopéia dos Estados Unidos. O
Descricao ) . . - o
meio suporta crescimentos de organismos aerdbios e anaerdbios.

Férmula (gramas por litro)

Tryptone 15,0 Cloreto de sédio 2,5
L-Cistina 0,5 Tioglicolato de sodio 0,5
Extrato de levedura 5,0 Resazurin 0,001
Glicose 5,5 Agar bacteriolégico 0,75
pH7,1+/-0,2

Preparacdo

Suspenda 29,8 gramas de pdé em 1 litro de agua deionizada.
Deixe descansar por 10 minutos, misture e entdo ferva para dissolver. Para esterilizar,
autoclave a 121°C (15 p.s.i.) por 15 minutos. Estoque a temperatura ambiente no escuro, mas

nao em refrigerador.

Agua (litros) 1 2 3 4 5

P6 (gramas) 29,8 59,6 89,4 119,2 149

http://www.bioconnections.co.uk/cataloguepages/culture_media/e-p/BC2025.htm
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IRIDOVIROSE (Iridovirus)

INFORMAGOES GERAIS

Iridovirus é o virus causador da lIridovirose, Enfermidade Viral do Vélum de Ostras
(OVVD) ou Enfermidade da Bolha, somente em larvas de Crassostrea gigas (Figura 15). Este
virus tem morfologia similar aos Iridoviridae, causadores da Enfermidade ou Mal da Branquia e
Enfermidade Hemocitica Infecciosa de Virus (HIV), em Crassostrea angulata e C. gigas. Foram
reportadas infeccbes em larvas de C. gigas somente em duas “hatcheries” (incubadoras) de
moluscos nos Estados Unidos (Washington). Acredita-se ser virtualmente ubiquo em aguas
temperadas do mundo e na producido de juvenis de C. gigas, com manisfestacdo clinica
somente sob condi¢des de crescimento sub-6timas. Ha 20 anos esta enfermidade, OVVD, nao
€ reportada. Foi listada em “outras enfermidades significantes” na lista da OIE de 1997 e
FAO/NACA, mas foi retirado de Ilistas mais recentes da OIE (BOWER, 1994;
APEC/FAO/NACA/SEMARNAP, 2000; BONDAD-RENTASO et al., 2001; AFF, 2002).

A OVVD causa degradacao e necrose do epitélio do vélum, em larvas com concha >150
pm de comprimento e mais de 10 dias de idade, quando cultivadas entre 25 e 30°C. Células
infectadas sao hipertrofiadas e sem cilios, o que causa as "bolhas" caracteristicas desta
doenca. Pode haver perda total do cilios do vélum, mas esta ndo é uma caracteristica
especifica para OVVD. A larva doente ndo pode se alimentar, enfraquece e morre. Esta
enfermidade causa perdas severas nas “hatcheries”, de quase 100% em tanques afetados.

Larvas véliger amontodas e que demosntram desprendimento da superficie do epitélio
ciliado podem ser consideradas suspeitas de possuirem iridovirose. Outros patégenos podem
ocasionar sintomas similares, como bactérias e o herpes-like virus (BONDAD-RENTASO et al.,
2001).

Pode aparecer de margo a maio e ao longo do verdo. O efeito subclinico da exposicao a
esta doenca em assentamentos remotos de larvas e crescimento da semente ndo € conhecido
(BOWER, 1994; BONDAD-RENTASO et al., 2001).

O virus ocorre como corpos de inclusdo intracitoplasmaticos, com 1,2-2,4 um de
diametro, forma esférica/icosaedra, com DNA e com capside bilamelar. Estes corpos séao
densos e basofilicos nas fases iniciais das infecgdes, mas podem se tornar irregulares e menos
basofilicos com a formagéao de virions. Os corpos de inclusdo ocorrem no epitélio esofagico da
base do vélum, epitélio oral e raramente no epitélio do manto (BOWER, 1994; BONDAD-
RENTASO et al., 2001).

A profilaxia da enfermidade é feita pela destruicdo e descarte das larvas infectadas. A

Unica forma de controle é o rapido reconhecimento da infecgao e subseqliente desinfeccédo dos
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tanques e equipamentos para prevenir a disseminagdo do patégeno (BOWER, 1994
BONDAD-RENTASO et al., 2001). Nao ha métodos de controle conhecidos, exceto pela

reducdo da densidade nas larviculturas, troca de agua e por metodos gerais de cuidados

sanitarios (desinfecgcao de tanques e utensilios, etc).

O diagnéstico presuntivo é feito por observagdo do comportamento das larvas nas

incubadoras e por histologia classica. A confirmacao da identificagcao é feita pela associagao

entre a histologia classica e os procedimentos de microscopia eletrbnica de transmissao
(BOWER, 1994; BONDAD-RENTASO et al., 2001).

PROCEDIMENTOS DOS EXAMES

1. Métodos de Investigagao e Diagndstico Presuntivo

11.

1.2,

Observagao do comportamento

De forma genérica e considerando ser esta uma infecgao oportunista, somente

infecgdes clinicas demonstrarao infecgdes detectaveis.

Crescimento lento, auséncia de alimentagdo e natacdo podem indicar a presenca
de OVVD.

Histologia

Através das técnicas da histologia classica, caso haja deteccao de inclusdes ou

patologia no epitélio ciliado, pode ser confirmatdrio da presenca da doenca.

2. Confirmacgao da Identificagdo do Patégeno

2.1.

Histologia

Onde ha um histérico de iridovirose em larvas, a deteccao de inclusdes e patologia
no epitélio ciliado, como descrito abaixo, pode ser considerado confirmatério da
doenca. Todavia, deveria ser observado que outras infeccbes microbianas podem
induzir histopatologia similar e a microscopia eletrénica é a técnica confirmatoria

ideal.

As larvas devem ser concentradas por centrifugacdo ou filiragdo em um pellet
previamente para emblocar. O emblocamento ou inclusdo ocorre de forma mais
adequada se o material for pds-fixado em solu¢cdo de Davidson, 1G4F (1%

glutaraldeido:4% de formaldeido) ou outro fixador.

E possivel incluir o material em parafina, mas a inclusdo em resina é recomendada

pela 6timo seccionamento. A parafina permite cortes acima de 3um usando um
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micrétomo padrdo. Tecidos incluidos em resina podem ser seccionados em cortes
inferiores a 1 ym de espessura, mas requer micrétomos especializados e/ou

suporte de blocos e coloragdes especiais.

Coloracbes padrao, tipo hematoxilina e eosina, detectam corpos de inclusdo
intracitoplasmaticos nas células do epitélio ciliado do vélum. No inicio os corpos de
inclusdo sao esféricos, mas tornam-se mais irregulares a medida que os virus
proliferam. Os corpos de inclusdo podem ser detectado no es6fago, epitélio oral ou,

mais raramente, nas células epiteliais do manto.
2.2. Microscopio eletrénico de transmissao

A microscopia eletrénica de transmissdo é necessaria para visualizar a virose in
situ, em cortes do tecido das branquias das larvas que foram concentradas em
“pellets”.

A fixagdo em glutaraldeido 2-3% misturado e tamponado para agua do mar filtrada
nao deveria exceder 1h, para reduzir artefatos. Os tecidos podem também ser
fixados em 1G4F por 12-24 h. Apds a fixagado primaria, enxaguar em um tampao
adequado e pés-fixar em tetroxido de ésmio 1-2% (OsQ,). A fixagdo secundaria
deveria ser completada dentro de 1h. O material fixado em OsO, deve ser
enxaguado em tampdo preparado com agua salgada filtrada (0,22um)

previamente. Em seguida desidratar e incluir em parafina.

Tecidos pods-fixados deveriam ser guardados em tampao compativel ou incluidos
em resina adequada pds enxague, para cortar em ultramicrétomo. Varreduras nos
cortes de 1 ym colocados sobre laminas de microscopio com solugao de azul de
toluidina 1% é um dos métodos para selecionar os melhores espécimens para
seccionamento ultrafino. Os cortes ultrafinos sdo montados sobre grades de cobre
para corar com citrato de chumbo + acetato uranil ou corante equivalente para

microscopia eletronica.

Particulas virais icosaédricas (+/-228 nm de didmetro) com uma membrana
bilamelar no capside, deveriam ser visualisadas para confirmar a presenca do

iridovirus.
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SECRETARIA DE ESTADO DO DESENVOLVIMENTO RURAL E DA AGRICULTURA

Portaria n® 021/02/SDA, de 01 de outobro de 2002

O Secretario de Estado do Desenvolvimento Rural e da Agricultura, no uso de suas atribui¢cdes legais e tendo
em vista o disposto na Lei n® 10.366, de 24 de Janeiro de 1997 e no Decreto Estadual n° 2.919, de 1° de junho
de 1998, alterado pelo Decreto n° 3.527, de 15 de dezembro de 1998 e na Resolugdo n°
004/96/SDR/Cederural, de 07 de margo de 1996 e,

Considerando a necessidade de proteger sanitariamente os estabelecimentos de aquicultura.

Considerando que a Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina € o 6rgdo executor
das agdes Estaduais de Defesa Sanitaria Animal e do Projeto de Sanidade Aquicola criado pela Resolugéo n°
004/96/SDR/Cederural, de 07 de margo de 1996.

Resolve:

Art. 1° Aprovar as normas técnicas para a execugdo do Projeto de Sanidade Aquicola no Estado de Santa
Catarina.

Art. 2° Esta Portaria entra em vigor na data de sua publicagao.

OTTO LUIZ KIEHN

Secretario de Estado

NORMAS TECNICAS PARA A EXECUGAO DO PROJETO DE SANIDADE AQUICOLA
CAPITULO |

DAS ABREVIATURAS E DAS DEFINICOES

Art. 1° Para efeitos destas normas entende-se por:

| - ALEVINO: designa a primeira fase do peixe, biologicamente com as caracteristicas do peixe adulto da
mesma espécie;

Il - ANIMAL AQUATICO: s&o os peixes, moluscos e crustaceos destinados a aqiicultura, em qualquer de sua
fase de desenvolvimento;

Il - AQUICULTURA: ¢é o cultivo de organismos aquaticos, incluindo peixes, moluscos, crustaceos e plantas
aquaticas mediante a intervencdo do homem no processo de criacdo visando aumentar a producdo em
operagdes como reproducao, estocagem, alimentacao e protecao contra predadores e outros;

IV - BIOSSEGURANGCA: sdo medidas de ordem sanitaria, de controle de seguranga das instalagbes fisicas
dos estabelecimentos de aquicultura, da unidade de quarentena, das zonas de cultivo, da populagéo de
animais aquaticos e que visam garantir a saude e o controle sanitario, reduzindo o risco de introdugéo e de
disseminacao de agentes patogénicos;

V - CERTIFICADO SANITARIO: é um documento no qual consta o estado sanitario do estabelecimento de
aquicultura no que diz respeito ao monitoramento das enfermidades de notificacdo obrigatéria e as de
certificacdo em conformidade com a legislacdo sanitaria estadual vigente, emitido pelo 6rgao executor;

VI - CISTO: designa o ovo seco, em estado latente;

VIl - COMERCIALIZACAO: designa o comércio de animais aquaticos e produtos de animais aquaticos;

VIl - COMERCIO INTERNACIONAL: designa a importagdo, a exportagdo e o transito de animais aquaticos,
os produtos de animais aquaticos, produtos bioldgicos e materiais patoldgicos;

http://www.agricultura.sc.gov.br/internas/portaria.php?id=2
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IX - CRUSTACEO: designa os animais aquaticos pertencentes ao grupo Artropoda, categoria de animais
aquaticos caracterizados por um exoesqueleto de quitina e apéndices articulados;

X - ENFERMIDADE: designa a infec¢do provocada por agentes etiolégicos;

Xl - ESPECIE ORNAMENTAL: designa o animal aquatico em qualquer de suas fases de desenvolvimento que
se destine ou ndo ao comércio, com fins de exposigao e/ou adorno;

Xll - ESPECIE EXOTICA: espécie aquética de origem e ocorréncia natural fora dos limites das aguas sob
jurisdicao federal, quer tenha ou nao sido ja artificialmente introduzida em tais aguas;

Xl - ESTABELECIMENTO DE AQUICULTURA: é um estabelecimento onde se criam e/ou conservam
animais aquaticos com fins de reproducdo ou comercializagao;

XIV - FISCAL FEDERAL AGROPECUARIO: é o fiscal do MAPA, com formacdo em medicina veterinaria, que
realiza fiscalizagao e superviséo relativa a defesa sanitaria animal e a produgao animal;

XV - FOCO DE ENFERMIDADE: é o aparecimento em uma populagdo de animais aquaticos, de casos de
mortalidade/morbidade provocadas por agente(s) infeccioso(s) como bactérias, virus, fungos ou parasitas;

XVI - GAMETA: designa o material genético (s€men/évulo) de animais aquaticos conservado ou transportados
separadamente antes da fecundacéo;

XVII - GUIA DE TRANSITO ANIMAL - GTA: é o documento obrigatério para transito de animais aquaticos
emitido com propdsito de qualquer movimentagao e finalidade;

XVIIl - HABILITACAO DO ESTABELCECIMENTO: é a avaliacéo realizada pelo servico estadual de defesa
sanitaria animal do local destinado ao isolamento de animais aquaticos quanto ao risco de introdugédo e de
disseminacao de agentes patogénicos;

XIX - ISOLAMENTO: é o tempo transcorrido desde o momento da recepg¢ao dos animais aquaticos vivos no
estabelecimento até sua liberagéo pelo servigo estadual de defesa sanitaria animal;

XX - LABORATORIO CREDENCIADO: s3o laboratérios de outras instituicoes federais, estaduais, municipais
ou privados, que tenham sido habilitados e reconhecidos pelo MAPA, para a identificagdo de agentes
patogénicos por meio de técnicas de diagndstico laboratorial;

XXI - LABORATORIO OFICIAL: sdo os laboratérios da rede do MAPA;

XXII - LARVA: designa o periodo inicial da vida de alguns animais aquaticos que engloba varias fases, sendo
que cada uma delas apresenta peculiaridades especificas em relagdo ao comportamento, suas necessidades
nutricionais e ambientais;

XXIII - LOTE: designa um grupo de animais aquaticos de um estabelecimento de aquicultura que pertence a
mesma espécie, procedem da mesma desova e tenham compartilhado sempre o mesmo suprimento de agua;

XXIV - MAPA: Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento;

XXV - MOLUSCO: designa os animais aquaticos pertencentes ao filo Mollusca, caracterizados por corpo mole
e sem divisdes, envolto ou ndo em uma concha calcarea;

XXVI - MONITORAMENTO DAS POPULACOES: é o acompanhamento sanitario acrescido de andlises
laboratoriais que incluem: testes sorologicos, provas com materiais biolégicos ou n&o, analises
epidemiolégicas das condi¢gbes de saude dos animais aquaticos com padronizagao dos resultados;

XXVIl - ORGAO EXECUTOR: Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina - Cidasc,
delegada pela SDA/SC para a execugéo do servigo estadual de defesa sanitaria animal no Estado de Santa
Catarina;

XXVIII - PESA: Projeto Estadual de Sanidade Aquicola;

XXIX - PRODUTOS DE ANIMAIS AQUATICOS: séo os produtos de animais aquaticos destinados a criagdo
(ovos, embribes, cistos, gametas, larvas, alevinos e outros), destinados ao consumo humano, ao consumo
animal ou para uso farmacéutico, biolégico ou industrial;

http://www.agricultura.sc.gov.br/internas/portaria.php?id=2
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XXX - PRODUTO BIOLOGICO: designa os reagentes biolégicos que se utilizam para o diagndstico de certas
enfermidades, tais como os soros que se utilizam para a prevengao e o tratamento, as vacinas inativadas ou
modificadas que se utilizam para a vacinagao preventiva, o material genético de agentes infecciosos e os
tecidos enddcrinos de peixes ou utilizados em peixes;

XXXI - RESPONSAVEL TECNICO: é o médico veterinario responsavel pelo controle sanitario dos
estabelecimentos de aquicultura;

XXXII - SANIDADE AQUICOLA: Conjunto de agdes de vigilancia, prevengdo, controle sanitario e/ou
erradicagdo das enfermidades que acometem os animais aquaticos e fiscalizacdo do ftransito e de
estabelecimentos de aquiicultura;

XXXIII - SDA/SC: Secretaria de Estado do Desenvolvimento Rural e da Agricultura de Santa Catarina;
XXXIV - SEMENTES: designa os jovens moluscos aquaticos;

XXXV - UNIDADE DE ISOLAMENTO: designa a instalagdo ou o conjunto de instalagdes mantidas em
completo isolamento e estritas condi¢des de controle sanitario, destinadas a recepg¢ao de animais aquaticos
vivos, em qualquer de suas fases de desenvolvimento, apds o processo de importagao e/ou exportagao.

CAPITULO Il
DAS DISPOSICOES PRELIMINARES

Art. 2° As presentes normas técnicas se aplicam no que couber aos estabelecimentos de aquicultura que
desenvolvem as atividades relacionadas com a reprodugao, o cultivo, a comercializagdo e outras, de animais
aquaticos.

Art. 3° O orgédo executor desenvolvera as medidas de vigilancia e prevengao das enfermidades previstas
nestas normas com a finalidade de impedir a introdugcdo de enfermidades exdticas e controlar e/ou erradicar
as existentes no seu territério.

Art. 4° Como medida de defesa das populagbes estaduais de animais aquaticos, fica terminantemente proibida
a entrada em territério catarinense de animais aquaticos acometidos ou suspeitos de estarem acometidos de
enfermidades, direta ou indiretamente transmissiveis, mesmo estando aparentemente em estado higido e
ainda dos portadores de parasitas externos ou internos cuja disseminacdo possa constituir ameaca as
populagdes estaduais de animais aquaticos.

Art. 5° E igualmente proibido o ingresso em territério estadual de produtos, subprodutos, despojos de animais
aquaticos, visceras, alimento vivo ou outro qualquer material veiculador dos agentes etiologicos de
enfermidades contagiosas.

Art. 6° Os animais aquaticos procedentes de estados onde grassam, em estado enzoético, as enfermidades
previstas nestas normas, s6 poderao ingressar no Estado, mediante prévia andlise de risco do 6rgao executor
do servigo estadual de defesa sanitaria animal, que estabelecera as condicbes em que a importagéo sera
permitida.

Art. 7° No intuito de evitar a propagacado de enfermidades no territério catarinense fica estabelecida a
obrigatoriedade de atestado sanitario emitido por médico veterinario, para a emissdo da GTA.

CAPITULO 1Il
CARACTERIZAGAO DOS ESTABELECIMENTOS DE AQUICULTURA

Art. 8° Para efeito destas normas os estabelecimentos que desenvolvem as atividades de aquicultura séo
caracterizados em:

| - ESTABELECIMENTO DE REPRODUCAOQ: estabelecimento destinado a reprodugdo e/ou manipulagéo de
material genético (gametas/ovos/nauplios e sementes);

Il - ESTABELECIMENTO DE RECRIA: estabelecimento ou zona de cultivo destinado a recria de animais
aquaticos (alevinos /larva e pos-larva);

http://www.agricultura.sc.gov.br/internas/portaria.php?id=2
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Il - ESTABELECIMENTO DE TERMINACAO: estabelecimento ou zona de cultivo destinado & terminagéo de
animais aquaticos do juvenil até a comercializagéo;

IV - ESTABELECIMENTO DE RECREACAO: estabelecimento onde os animais aquaticos estéo destinados a
pesca de lazer (pesque-pague e similares).

CAPITULO IV

CADASTRO DE ESTABELECIMENTOS DE AQUICULTURA

Art. 9° Todos os estabelecimentos de aquicultura serdo cadastrados pelo 6rgdo executor iniciando-se o
processo na Geréncia Regional onde se localizam, respeitando-se estas normas e a legislagdo ambiental

vigente.

Art. 10 O registro sera realizado posteriormente ou concomitantemente com a avaliagdo do 6rgdo do meio
ambiente devendo ser incluido no memorial descritivo as observacdes relativas a essa avaliagao.

CAPITULO V

NOTIFICACAO DE SUSPEITA OU OCORRENCIA DE ENFERMIDADE

Art. 11 Os médicos veterinarios, proprietarios ou qualquer outro cidadao que tenha conhecimento ou suspeita
da ocorréncia das enfermidades de notificagdo obrigatéria constantes destas normas deverdo notificar de
imediato ao 6rgao executor das agdes de defesa sanitaria animal.

Art. 12 Sao consideradas enfermidades de notificagao obrigatéria para animais aquaticos:

| - PEIXES: Necrose hematopoiética infecciosa, Necrose hematopoiética epizoodtica, Herpesvirose dos
salmonideos, Viremia primaveril da carpa e Septicemia hemorragica viral;

Il - MOLUSCOS: Microcitose;

Il - CRUSTACEOS: Mancha branca, Cabecga amarela e Sindrome de Taura;

Art. 13 O 6rgéo executor também deve investigar, controlar e/ou erradicar outras enfermidades infecciosas de
disseminacao entre os animais aquaticos e de importancia entre eles e outras espécies, incluindo o homem
quais sejam:

| - PEIXES: lerneose, gyrodactilose, dactilogirose, costiose, heneguiose, edwarsielose e aeromonose;

Il - MOLUSCOS: iridovirose, bucefalose, hepatite e identificagdo das toxinas DSP/PSP;

[l - CRUSTACEOS: IHHV, vibriose e gregarinas.

Art. 14 A notificagdo da suspeita de ocorréncia das enfermidades de animais aquaticos sera encaminhada ao
6rgao executor, com periodicidade mensal, através de formulario préprio, salvo para o caso das enfermidades

de notificagdo obrigatéria cuja notificagcdo deve ser imediata.

Art. 15 A notificagao podera ser efetuada pessoalmente, por telefone, radio, fax, correio eletrénico ou qualquer
outro meio disponivel.

Art. 16 A infragao do disposto nos artigos anteriores serd investigada pelo servigo estadual de defesa sanitaria
animal, que utilizara os meios disponiveis para apuragdo de responsabilidades e aplicagdo de penalidades
previstas na legislagdo sanitaria estadual vigente.

CAPITULO VI
DA VIGILANCIA, CONTROLE E FISCALIZAGAO SANITARIA

Art. 17 Todos os estabelecimentos de aquicultura estdo sujeitos a fiscalizagdo do servigo estadual de defesa
sanitaria animal.

Art. 18 A inobservancia das exigéncias constantes destas normas, dependendo da situagao identificada pelo
servico estadual de defesa sanitaria animal, implicara na adogéo das sancdes estabelecidas na Lei n° 10.366,

http://www.agricultura.sc.gov.br/internas/portaria.php?id=2
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de 24 de Janeiro de 1997 e no Decreto Estadual n°® 2.919, de 1° de junho de 1998, alterado pelo Decreto n°
3.527, de 15 de dezembro de 1998.

Art. 19 Os estabelecimentos de aquicultura que pratiquem o comércio internacional deverdo cumprir as
normas estabelecidas pelo MAPA para tal fim, bem como cumprir as exigéncias dos paises importadores.

Art. 20 Para fins de importagdo de produtos de animais aquaticos o interessado devera obter autorizagao
prévia junto ao MAPA.

Art. 21 O sistema de vigilancia epidemiolégica das enfermidades de animais aquaticos esta centrado no
controle da introducdo em territorio estadual de possiveis agentes de enfermidades exoéticas.

Art. 22 Ao desembarque em territério catarinense, os animais aquaticos e seus produtos procedentes de
outras bacias hidrograficas serao transferidos em seus recipientes de viagem ainda lacrados, para o viveiro de
isolamento e monitoramento sanitario, previamente habilitado pelo servigo estadual de defesa sanitaria animal,
visando a confirmagao de auséncia dos agentes patogénicos das enfermidades previstas nestas normas.

Art. 23 O monitoramento sanitario sera realizado no viveiro de isolamento de acordo com a espécie e
controlado pelo servigo estadual de defesa sanitaria animal.

Art. 24 A colheita de material de animais aquaticos e de produtos, se necessaria, sera realizada pelo servigco
estadual de defesa sanitaria animal no momento da chegada no estabelecimento e encaminhada para
realizagdo de provas laboratoriais acompanhada de formulario proprio, em conformidade com o disposto na
legislacao sanitaria estadual vigente.

Art. 25 Todo o material colhido oficialmente pelo médico veterinario do servigo estadual de defesa sanitaria
animal ou médico veterinario credenciado devera ser lacrado e acompanhado de formulario padronizado.

Art. 26 Se durante o periodo de isolamento forem identificados agentes causadores das enfermidades
especificadas nestas normas, o servigo estadual de defesa sanitaria animal comunicara ao interessado, por
escrito, num prazo maximo de setenta e duas horas os resultados das provas e procedera a destruicdo dos
lotes positivos.

Art. 27 Os resultados dos testes laboratoriais deverdo ser emitidos em formulario préprio, padronizado pelo
orgao executor e comunicados conforme o fluxograma abaixo:

| - Resultado negativo: enviar imediatamente via FAX, correio eletronico ou outro meio de comunicagao, para o
médico veterinario do servico estadual de defesa sanitaria animal requisitante e para o estabelecimento em
questao;

Il - Resultado positivo: enviar imediatamente via FAX, correio eletrébnico ou outro meio de comunicagédo ao
meédico veterinario do servigo estadual de defesa sanitaria animal onde se localiza o estabelecimento, que
notificara ao mesmo.

Art. 28 Confirmada a identificacdo de agente(s) patogénico(s) referidos nestas normas, os animais aquaticos
que fizeram parte do carregamento serdo imediatamente sacrificados e tomadas todas as medidas de
profilaxia que se fizerem necessarias sem que o proprietario tenha direito a indenizagéo de qualquer espécie.

Art. 29 O sacrificio dos animais referido no artigo anterior sera realizado em conformidade com o previsto na
legislagao estadual de defesa sanitaria animal vigente.

Art. 30 Os custos das colheitas oficiais para a realizagdo das provas laboratoriais, bem como os custos de
remessa para os laboratérios de referéncia ou os credenciados pelo MAPA para este fim, serdo de inteira
responsabilidade do interessado.

Art. 31 Ao término do isolamento, ndo havendo resultado positivo o servigco estadual de defesa sanitéaria
animal comunicara ao interessado a liberacao do lote.

Art. 32 O periodo de isolamento para as diferentes espécies de animais aquaticos vivos, em qualquer de suas

fases de desenvolvimento, devera compreender o tempo necessario para a obtengdo dos resultados
laboratoriais.
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Art. 33 Para as espécies em que nao se dispde de informagdes cientificas suficientes, o periodo de isolamento
sera determinado pelo servigo estadual de defesa sanitaria animal.

Art. 34 O intervalo entre isolamentos devera observar um periodo minimo de vazio sanitario de dez dias, onde
sera realizada a limpeza e a desinfecgéo de todas as instalagdes.

Art. 35 Todos os materiais e equipamentos utilizados no isolamento devem ser mantidos limpos e
desinfetados com produtos especificos, recomendados pelo 6rgéo executor.

Art. 36 A entrada de pessoas, veiculos, equipamentos e materiais nas areas internas da unidade de
isolamento, somente sera permitida quando cumpridas rigorosas medidas de biosseguranca.

Art. 37 O acesso ao isolamento deve ser Unico para entrada e saida, provida de equipamentos de lavagem e
desinfecgao.

CAPITULO VII
DAS FEIRAS E EXPOSICOES

Art. 38 Para a liberagao, fiscalizagao oficial e o controle de enfermidades em feiras e exposigcbes de animais
aquaticos, deverao ser observadas:

| - As legislagbes e normas federais e estaduais vigentes;

Il - O controle das enfermidades de notificagdo obrigatéria e aquelas de importancia econémica contempladas
nestas normas;

Il - Havendo a ocorréncia de foco das enfermidades de notificagdo obrigatéria na regiao, o servigo estadual de
defesa sanitaria animal estabelecera as medidas restritivas para a realizagao do evento.

CAPITULO VIII
ATIVIDADES EM FOCO

Art. 39 Sempre que houver a notificacdo de suspeita de foco de enfermidade de notificagdo obrigatéria, os
procedimentos deverao atender as seguintes atividades:

| - Confirmar foco: visita inicial, coleta de material e remessa ao laboratério, com preenchimento de formularios
proprios;

Il - Rastreamento epidemiolégico: baseado na obtencdo de informagbes que levam o profissional médico
veterinario a encontrar a origem do foco, visando definir sua extensao, evolugao, difusdo e conseqléncias;

Il - Isolar estabelecimento ou zona de cultivo: considerado procedente, devera ser providenciado o isolamento
do estabelecimento ou da zona de cultivo que contenha animais aquaticos sanitariamente comprometidos;

IV - Interditar area focal e perifocal: conforme a gravidade da enfermidade os estabelecimentos ou zonas de
cultivo serédo interditados, assim como as propriedades vizinhas e microbacias, caso também se verifique a
ocorréncia da enfermidade;

V - Comunicar foco: o foco sera comunicado ao médico veterinario do servigo estadual de defesa sanitaria
animal local e este ao 6rgéo executor, por meio de formulario proprio, para a apreciacdo epidemioldgica e
tomada de decisao frente a gravidade requerida;

VI - Sacrificio sanitario: dependendo da gravidade da enfermidade, os animais existentes no estabelecimento
ou zona de cultivo serdo sacrificados sendo o processamento realizado em local previamente autorizado pelo
servico estadual de defesa sanitaria animal;

VII - Tratamento terapéutico: nos casos em que for viavel, proceder-se-a ao tratamento dos animais enfermos,
utilizando-se produtos veterinarios aprovados e recomendados para cada situagio;

VIII - Desinfetar: constatando-se a necessidade de desinfecgdo, sera feita a despesca, com esvaziamento
completo e desinfecgdo adequada, pelo periodo necessario ao exterminio do(s) agente(s) causador(es) da(s)
enfermidade(s);
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IX - Acompanhar foco: o estabelecimento ou zona de cultivo focal, bem como os demais pertencentes a area
perifocal e microbacia deverao ser periodicamente visitados com a finalidade de monitoramento da evolugéo
da enfermidade e a execugdo das medidas que foram recomendadas, bem como a adogdo de outras
providéncias visando o controle total da enfermidade existente;

X - Encerrar foco: uma vez constatada a inexisténcia de agentes patogénicos que causaram a enfermidade,
bem como o tempo de despovoamento dos estabelecimentos ou zona de cultivo e o sucesso das
desinfecgdes realizadas, o foco sera encerrado e a interdigao sera suspensa.

CAPITULO IX

DAS EXIGENCIAS HIGIENICO-SANITARIAS E DOS PROCEDIMENTOS DE BIOSSEGURANGA A SEREM
CUMPRIDAS PELO ESTABELECIMENTO DE AQUICULTURA

Art. 40 Os Estabelecimentos devem atender as seguintes exigéncias:

| - Ter localizagdo geografica e hidrografica adequada, devendo ser respeitadas as distadncias minimas
necessarias para a biosseguranga do estabelecimento;

Il - Estar protegido por cercas de seguranga e com acesso Unico, provido de pediluvio e rodoluvio com
aspersao e/ou equipamentos para lavagem e desinfec¢éo dos veiculos;

Il - Possuir critérios para o rigido controle de transito e acesso de pessoas (portées/portaria);

IV - Controlar e disciplinar a entrada de pessoas, veiculos, equipamentos e materiais nas areas internas do
estabelecimento, somente quando cumpridas rigorosas medidas de biosseguranca;

V - Proibir acesso de pessoas estranhas ao servigo;

VI - Ter as superficies interiores das instalagdes construidas de forma que permitam limpeza e desinfecgéo
adequadas, janelas teladas, balcdes de material impermeavel, iluminagao e ventilagao adequadas;

VII - Dispor de tapetes sanitarios ou outros meios de desinfeccdo a entrada das diferentes instalagdes do
estabelecimento;

VIII - Dispor de meios devidamente aprovados pelo 6rgdo executor e dos érgdos competentes de controle
ambiental para destinagdo dos residuos da produgao (animais aquaticos mortos e produtos, embalagem e
outros);

IX - Adotar medidas de controle de efluentes liquidos, através de setor de tratamento, area de decantagao e
sumidouro, observados os afastamentos de cursos naturais de agua e lengadis freaticos, conforme determina o
orgao do meio ambiente;

X - De acordo com a situagédo epidemiolégica e sanitaria de cada regido, a critério do servigo estadual de
defesa sanitaria animal, apos avaliagéo, poderdo ser estabelecidas em relagao as regides circunscritas e aos
estabelecimentos de que trata estas normas, medidas de restricdes ao transito de veiculos, pessoas e/ou
animais, objetivando o controle de enfermidades e a obrigatoriedade da certificagdo contra as enfermidades
especificadas nestas normas ou de outras que coloquem em risco o plantel estadual ou a saude publica;

XI - Os animais aquaticos para reprodugéo e os produtos oriundos da reprodugdo destes animais deverao ter
identificagcdo que permita sua rastreabilidade;

XII - Todos os materiais e equipamentos utilizados nos estabelecimentos de aquicultura devem ser mantidos
limpos e desinfetados com produtos recomendados pelo 6rgdo executor;

XIIl - Estabelecer programa de monitoramento sanitario permanente, atendendo as exigéncias constantes
destas normas;

XIV - Somente adquirir animais de estabelecimentos oficialmente certificados, que apresentem estado
sanitario superior ou igual ao estabelecimento adquirente;

XV - Possuir embarcadouro/desembarcadouro localizado distante das unidades de reprodugao;
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XVI - Possuir vestiario com paredes e pisos que permitam facil desinfecgdo, dotados de banheiro, chuveiro e
vestuario para o pessoal de servico e visitantes.

CAPITULO X
DAS EXIGENCIAS SANITARIAS PARA O TRANSITO DE ANIMAIS AQUATICOS

Art. 41 No intuito de evitar a propagacado de enfermidades no territério catarinense fica estabelecida a
obrigatoriedade de atestado sanitario emitido por médico veterinario, para a emissdo da Guia de Transito
Animal - GTA, para o transito de animais aquaticos por qualquer motivo ou finalidade.

Art. 42 Para o transito de animais aquaticos deverao ser obedecidas as seguintes exigéncias:

I - O documento oficial a ser utilizado para o ingresso e o transito interno no Estado de Santa Catarina é a
Guia de Transito Animal - GTA;

Il - O ingresso e o transito de animais aquaticos e produtos no Estado de Santa Catarina s6 sera permitido
quando acompanhados da GTA expedida em conformidade com estas normas, devendo, na auséncia desse
documento, serem aplicadas as sangdes previstas na Lei Estadual n° 10.366, de 24 de Janeiro de 1997 e no
Decreto Estadual n® 2.919, de 1° de junho de 1998, alterado pelo Decreto n® 3.527, de 15 de dezembro de
1998;

Ill - O controle de transito interno sera realizado nas barreiras e postos de fiscalizagao pelo servigco estadual
de defesa sanitaria animal;

IV - Por ocasido da expedicdo do documento sanitario para transito de animais aquaticos para qualquer
finalidade, serdo requeridos os critérios estabelecidos nas normas e legislagdo estadual de defesa sanitaria
animal vigente.

V - A GTA para animais aquaticos e produtos devera ser emitida por médico veterinario fiscal federal
agropecuario, médico veterinario do servico estadual de defesa sanitaria animal ou médico veterinario
credenciado;

VI - A GTA para animais aquaticos e produtos devera estar acompanhada do atestado de saude e do controle
sanitario do estabelecimento bem como do atestado negativo para as enfermidades previstas nestas normas,
realizados em laboratérios credenciados pelo servigo oficial.

VIl - Os veiculos ou recipientes empregados para o transporte dos animais aquaticos deverdo ser
desenhados, construidos e acondicionados de modo que suportem o peso dos animais aquaticos e da agua
garantindo a seguranga durante o transporte, e que permitam a adequada desinfecgéo;

VIII - Os veiculos transportadores de animais aquaticos deverao ser lavados e desinfetados de acordo com as
normas previstas pelo 6rgéo executor;

IX - Os recipientes destinados ao transporte de animais aquaticos deverao conter dispositivo para vedagao da
agua bem como permitir o uso de lacre de seguranga;

X - Os animais aquaticos deverao estar acondicionados em recipiente de transporte que permita a facil
visualizacao de seu conteldo;

Xl - Os recipientes em transito que contenham produtos de animais aquaticos nao deverao ser abertos, salvo
se necessario e a critério do servigo estadual de defesa sanitaria animal e nesse caso deverdo ser adotadas
as devidas precaugdes para evitar qualquer risco de contaminagao;

XII - Durante o transporte de animais aquaticos, o transportador ndo podera drenar ou reabastecer a agua dos
recipientes de transporte em local que ndo esteja previamente autorizado pelo servigo estadual de defesa
sanitaria animal para esta finalidade;

XIIl - As aguas residuais e de enxaguie ndo deverao ser depositadas em sistemas de drenagem que possa
atingir o meio aquatico natural;
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XIV - A agua de descarte dos recipientes de transporte podera ser depositada em terras que ndo drenem em
aguas povoadas de animais aquaticos ou ser tratada mediante procedimento recomendado pelo 6rgao
executor;

XV - Para o caso do transporte ser realizado em sacos plasticos, estes deverao estar acondicionados em
contentores adequados e tdo logo seja feita a liberagdo dos animais, os mesmos deverao ser incinerados ou
esterilizados;

XVI - Para a emissao da GTA, os animais aquaticos e produtos devem ser procedentes de estabelecimento de
aquicultura, no qual no ciclo atual ou anterior ndo tenha sido constatado nenhum foco das enfermidades de
certificagdo ou notificacdo especificadas nestas normas, e que na mesma zona de cultivo, ndo tenha sido
constatado nenhum caso destas enfermidades nos ultimos noventa dias.

CAPITULO XI
DA CLASSIFICAGAO E CERTIFICAGAO DOS ESTABELECIMENTOS

Art. 43 Os estabelecimentos de reproducéo, recria e/ou manipulagdo de material genético, apds inspegéo e
monitoramento sanitario, receberao uma classificagao de conformidade com o estado sanitario do plantel, dos
procedimentos de biossegurangca adotados, das condigbes de infraestrutura e da localizagdo do
empreendimento:

| - CLASSE A: estabelecimento com estudos sanitarios de dois anos livre de patégenos de declaragédo
obrigatéria e de enfermidade de impacto econémico, o qual foi inspecionado em intervalos de 06 (seis) meses
ou menos. Deve possuir protocolo de biosseguranga onde conste mapa de risco e responsaveis setoriais que
assinam e ratificam o protocolo;

Il - CLASSE B: estabelecimento com estudos sanitarios de dois anos livre de patdgenos de declaragado
obrigatdria e de enfermidade de impacto econémico, o qual foi inspecionado em intervalos de 06 (seis) meses
ou menos, mas cujo entorno (microbacia) possa estar infectado. Deve possuir protocolo de biosseguranca
onde conste mapa de risco e responsaveis setoriais que assinam e ratificam o protocolo;

lll - CLASSE C: estabelecimento livre de patégenos de declaragdo obrigatéria, mas onde uma ou mais
enfermidades de declaragdo nao obrigatoria tenha ocorrido dentro dos 2 (dois) ultimos anos;

IV - CLASSE D: estabelecimento que na inspegéo nado apresenta sintomas clinicos de qualquer enfermidade
mas que possuem registro de enfermidades anteriores;

Art. 44 O estabelecimento que satisfizer as presentes normas e exigéncias, sera certificado como
Estabelecimento Aquicola com um Minimo de Enfermidades - EAME, recebendo documento oficial assinado
pelo servigo estadual de defesa sanitaria animal.

Art. 45 Todos os estabelecimentos de aquicultura registrados ou cadastrados, para fins de certificagdo séo
obrigados além de seguir os requisitos sanitarios estabelecidos nestas normas, cumprir com as seguintes
instrugdes:

| - Permitir ao médico veterinario fiscal federal agropecuario e ao médico veterinario do servigo estadual de
defesa sanitaria animal, livre acesso a qualquer momento aos documentos e as instalagbes, bem como aplicar
os procedimentos de biosseguranca estabelecidos nestas normas;

Il - Manter registro do controle semestral da qualidade de agua e do tratamento efetuado na agua de
abastecimento, dos tratamentos de efluentes liquidos, de limpeza de equipamentos e instalagdes;

Il - Manter registro dos procedimentos de monitoramento sanitario, de cada lote de animais aquaticos e
produtos, referentes as enfermidades nominadas nestas normas;

IV - Os exames deverao ser realizados obrigatoriamente, em laboratério oficial e/ou credenciado pelo MAPA
para este fim, estando os laudos e relatérios disponiveis ao médico veterinario do servigo estadual de defesa
sanitaria animal sempre que solicitados;

V - O responsavel técnico do estabelecimento de aquicultura devera encaminhar, mensalmente, ao servigo
estadual de defesa sanitaria animal local o informe epidemioldgico dos animais aquaticos existentes no
estabelecimento;
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VI - Manter registro referente ao manejo dos animais aquaticos, constando dados sobre mortalidade,
diagnéstico de enfermidades, monitoramento sanitario, tratamentos, etc., os quais deveréo estar disponiveis
ao médico veterinario do servigco estadual de defesa sanitaria animal, sempre que solicitados;

VII - Remeter ao 6rgao executor relatorio trimestral, conforme modelo por este aprovado, sob pena de ter sua
certificagdo cancelada.

Art. 46 A certificagdo do estabelecimento sera suspensa sempre que ocorrer diagnéstico de enfermidade de
notificacdo obrigatéria ou impacto econémico, ou no descumprimento das demais normas sanitarias e
exigéncias do servigo estadual de defesa sanitaria animal.

Art. 47 O retorno da certificagao ficara condicionado ao cumprimento das medidas sanitarias cabiveis, além do
atendimento das normas e exigéncias do servigo estadual de defesa sanitaria animal.

CAPITULO XII
DAS DISPOSICOES GERAIS

Art. 48 Os responsaveis pelo estabelecimento ficam obrigados a permitir o livre acesso aos documentos e as
instalagdes, a qualquer momento, ao médico veterinario do servigo estadual de defesa sanitaria animal.

Art. 49 Apresentar, até o ultimo dia Gtil de cada més, relatério de suas atividades, conforme modelo a ser
definido pelo 6rgdo executor.

Art. 50 Os estabelecimentos de aquicultura que pratiquem o comércio interestadual e internacional deveréo
cumprir as normas estabelecidas pelo MAPA, bem como cumprir as exigéncias dos paises importadores.

Art. 51 O estabelecimento que estiver produzindo ou comercializando animais aquaticos, e nao constar do
registro oficial, sera advertido de acordo com a legislagdo estadual de defesa sanitaria animal vigente,
independentemente das demais medidas legais cabiveis.

Art. 52 Os casos omissos e as duvidas suscitadas na aplicacdo destas normas ser&o dirimidas pelo érgéao
executor, e em instancia superior pela Secretaria de Estado do Desenvolvimento Rural e da Agricultura de
Santa Catarina.

Art. 53 Quando necessario, estas normas poderado ser modificadas através de portaria da SDA/SC ou quando
da emisséao de instru¢gdes normativas ou de servigo federais.
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Pro-cidadao da Prefeitura de Florianépolis

Saneamento e Saude: Laboratério de Analises Clinicas (Saude)

Descricao: Referente ao alvara sanitario para estabelecimentos que exercam atividades
relacionadas com laboratérios de analises clinicas.

Forma de Solicitar: Pessoalmente ou por meio de terceiros portando: CPF e/ou RG, em
qualquer Unidade Pro6 — Cidadao.

Documentos Necessarios:

O Requerimento;

O Copia do Contrato Social e Alteragdes;

O Copia do CNPJ;

O Taxa de Alvara Sanitario (DAM);

O Relacdo com o nome completo de todos os funcionarios, com os respectivos numeros de RG ou
Registros nos Conselhos de Classe ou no MEC/Secretaria de Educacdo, assinada pelo representante
legal da empresa;

O Termo de Responsabilidade Técnica emitido pelo Conselho de Classe respectivo;

O Descricdo de servigos desenvolvidos discriminando as respectivas atividades para clinicas
médicas;

O Manual de Boas Praticas (2 copias);

O Layout das instalagbes com memorial descritivo;

O Consulta de Viabilidade de Instalagdo ou Habite-se de Construgdo Comercial ou Alvara de Licenga
da Prefeitura do ano corrente;

O Croquis de localizacio ;

O Programa de Controle Médico de Saude Ocupacional (PCMSO), conforme Normas
Regulamentadoras da CLT;

O Programa de Prevengdo de Riscos Ambientais (PPRA), conforme Normas Regulamentadoras da
CLT.

Obs.:

1 - Para substituir a Consulta de Viabilidade de Instalagdo, podera ser aceito o Alvara Sanitario, mesmo
vencido, de uma outra Pessoa Juridica ou Fisica, que esteve estabelecida no mesmo enderego e com a mesma
atividade. Para isso, deve-se proceder da seguinte maneira: - para Alvara Sanitario do Municipio solicita-se um
processo de baixa do Alvara Sanitario da empresa anterior e um processo de Alvara Sanitario para a nova
empresa, anexando uma cépia do Alvara Sanitario aos outros documentos. - para Alvara Sanitario Estadual ou
Alvara Sanitario Municipal de Temporada, basta anexar ao processo uma copia do Alvara Sanitario da empresa
anterior.

2 - Apos a formagao do Processo Administrativo, poderdo ser requisitados outros documentos que a Autoridade
Sanitaria entender pertinentes.

3 - Renovacdo: sao necessarios os documentos sublinhados, juntamente com (01) uma copia do alvara anterior.
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Resolugao - RDC n° 189, de 18 de julho de 2003
D.0O.U de 21/07/2003

Dispde sobre a regulamentagado dos procedimentos de analise, avaliagdo e aprovagao dos projetos fisicos de
estabelecimentos de saude no Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria, altera o Regulamento Técnico
aprovado pela RDC n° 50, de 21 de fevereiro de 2002 e da outras providéncias.

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, no uso de sua atribuicdo que lhe confere o
art. 11, inciso IV, do Regulamento da ANVISA aprovado pelo Decreto 3.029, de 16 de abril de 1999, art. 111,
inciso |, alinea "b", § 1° do Regimento Interno aprovado pela Portaria n° 593, de 25 de agosto de 2000,
republicada no DOU de 22 de dezembro de 2000, em reuni&o realizada em 16 de julho de 2003,

considerando o principio da descentralizagao politico-administrativa, previsto na Constituicdo Federal;

considerando o disposto no Art. 7°, inciso IX e no Art. 16, inciso lll, alinea "d" da Lei n° 8.080 de 19 de
setembro de 1990;

considerando o disposto no Art. 2°, inciso V e Art. 7°, inciso Il da Lei n® 9782, de 26 de janeiro de 1999;
considerando o disposto no Art. 10, inciso Il e Art. 14 da Lei 6.437/77, de 20 de agosto de 1977;

considerando a Resolugao da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, RDC n° 50, de 21 de
fevereiro de 2002;

considerando a Consultas Publicas da ANVISA n°® 07 de 02 de abril de 2003 e n° 16 de 22 de abril de 2003;

considerando a necessidade de regulamentacdo no Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria dos
procedimentos de analise, avaliagdo e aprovagao dos projetos fisicos de estabelecimentos de saude,

considerando que o disposto nesta Resolugdo néo se trata da revisao do Regulamento Técnico com o objetivo
de atualizagéo ao desenvolvimento cientifico e tecnolégico do Pais, disposta no art. 4° da RDC n° 50 de 21 de
fevereiro de 2002;

adota a seguinte Resolugéo de Diretoria Colegiada e eu, Diretor-Presidente, determino a sua publicagéo:

Art 1° Todos projetos de arquitetura de estabelecimentos de saude publicos e privados devem ser avaliados e
aprovados pelas vigilancias sanitarias estaduais ou municipais previamente ao inicio da obra a que se referem
os projetos.

Art. 2° A Licenga Sanitaria de Funcionamento destinada a construgdes novas, areas a serem ampliadas e/ou
reformadas de estabelecimentos ja existentes e dos anteriormente ndo destinados a estabelecimentos de
salde, de servigos de saude publicos e privados fica condicionada ao cumprimento das disposi¢des contidas
nesta Resolucao e na Resolugdo ANVISA RDC n° 50 de 21 de fevereiro de 2002.

Art. 3° O item 1.2.2.1. da Parte | do Regulamento Técnico aprovado pela Resolugao n°® 50/02 passa a vigorar
com a seguinte redagéo:

1.2.2.1 Arquitetura

O projeto basico de arquitetura - PBA serd composto da representagao grafica + relatério técnico conforme
descrito a seguir.

1.2.2.1.1. Representagéao Grafica:

a) as plantas baixas, cortes e fachadas, com escalas ndo menores que 1:100; exceto as plantas de locagéo,
de situagao e de cobertura, que podera ter a escala definida pelo autor do projeto ou pela legislagéo local
pertinente;

b) todos os ambientes com nomenclatura conforme listagem contida nesta Resolugao e demais normas
federais;

c) todas as dimensdes (medidas lineares e areas internas dos compartimentos e espessura das paredes);

d) a locagdo de lougas sanitarias e bancadas, posi¢ao dos leitos (quando houver), locacdo dos equipamentos
nao portateis médico-hospitalares e de infra-estrutura, equipamentos de geragao de agua quente e vapor,
equipamentos de fornecimento de energia elétrica regular e alternativa, equipamentos de fornecimento ou
geragao de gases medicinais, equipamentos de climatizagdo, locais de armazenamento e, quando houver,
tratamento de RSS (Residuos de Servigos de Saude);

e) indicagbes de cortes, elevagdes, ampliagbes e detalhes;

f) em se tratando de reforma e/ou ampliagédo e/ou conclusdo, as plantas devem conter legenda indicando area
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a ser demolida, area a ser construida e area existente;

g) locacédo da edificagédo ou conjunto de edificagdes e seus acessos de pedestres e veiculos;
h) planta de cobertura com todas as indicagdes pertinentes;

i) planta de situagédo do terreno em relagdo ao seu entorno urbano;

j) identificacéo e enderegco completo do estabelecimento, data da conclus&o do projeto, nimero seqiiencial das
pranchas, area total e do pavimento.

1.2.2.1.2. Relatério Técnico:

a) dados cadastrais do estabelecimento de saude, tais como: razéo social, nome fantasia, enderego, CNPJ e
namero da licenga sanitaria de funcionamento anterior, caso exista, dentre outras que a vigilancia sanitaria
local considere pertinente;

b) memorial do projeto de arquitetura descrevendo as solugdes adotadas no mesmo, onde se incluem,
necessariamente, consideragdes sobre os fluxos internos e externos;

c) resumo da proposta assistencial, contendo listagem de atividades que serdo executadas na edificacdo do
estabelecimento de saude, assim como de atividades de apoio técnico ou logistico que sejam executadas fora
da edificagdo do estabelecimento em analise ;

d) quadro de numero de leitos, quando houver, discriminando: leitos de internagdo, leitos de observagéo e
leitos de tratamento intensivo, conforme Portaria n°® 1101/GM de 12 de junho de 2002, do Ministério da Saude
publicada no DOU de 13 de junho de 2002;

e) especificacdo basica de materiais de acabamento e equipamentos de infra-estrutura (podera estar indicado
nas plantas de arquitetura) e quando solicitado, dos equipamentos médico-hospitalares ndo portateis;

f) descrigdo sucinta da solugdo adotada para o abastecimento de agua potavel, energia elétrica, coleta e
destinacéo de esgoto, residuos sélidos e aguas pluviais da edificagéo;

g) no caso de instalagbes radioativas, o licenciamento de acordo com as normas do Conselho Nacional de
Energia Nuclear - CNEN NE 6.02.

O Projeto Basico de Arquitetura - PBA (representacédo grafica + relatorio técnico) serd a base para o
desenvolvimento dos projetos complementares de engenharia (estrutura e instalagdes).

Art 4° O item 1.3 da Parte | do Regulamento Técnico aprovado pela RDC n° 50/2002 passa a vigorar com a
seguinte redagéo:

1.3 RESPONSABILIDADES

1.3.1. Cabe a cada area técnica o desenvolvimento do projeto executivo respectivo. O projeto executivo
completo da edificagdo sera constituido por todos os projetos especializados devidamente compatibilizados,
de maneira a considerar todas as suas interferéncias.

1.3.2. SO serédo analisados pelas vigilancias sanitarias estaduais ou municipais, projetos elaborados por
técnicos ou firmas legalmente habilitados pelo Conselho Regional de Engenharia, Arquitetura e Agronomia -
CREA local.

1.3.3. O autor ou autores dos projetos devem assinar todas as pecgas graficas dos projetos respectivos,
mencionando o numero do CREA e providenciar sempre a ART (Anotagcao de Responsabilidade Técnica)
correspondente e recolhida na jurisdicdo onde for elaborado o projeto.

1.3.4. O autor ou autores do projeto de arquitetura e o responsavel técnico pelo estabelecimento de saude
devem assinar o Relatdrio Técnico descrito no item 1.2.2.1.2., mencionando o seu numero de registro no
orgao de classe.

A aprovacado do projeto ndo eximira seus autores das responsabilidades estabelecidas pelas normas,
regulamentos e legislagado pertinentes as atividades profissionais. O projeto devera ser encaminhado para
aprovagao formal nos diversos 6rgdos de fiscalizagdo e controle, como Prefeitura Municipal, Corpo de
Bombeiros e entidades de protecdo sanitaria e do meio ambiente, assim como, sera de responsabilidade do
autor ou autores do projeto a introdugéo das modificagcdes necessarias a sua aprovagao.

Art. 5° O item 1.6 da Parte | do Regulamento Técnico aprovado pela RDC n° 50/2002 passa a vigorar com a
seguinte redacéo:

Para a execugao de qualquer obra nova, de reforma ou de ampliagdo de estabelecimento assistencial de
saude-EAS é exigida a avaliacdo do projeto fisico em questdo pela Vigilancia Sanitaria local (estadual ou
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municipal), que licenciard a sua execugéo, conforme o inciso Il do art. 10 e art. 14 da Lei 6437/77 que
configura as infragcdes a legislacao sanitaria federal, Lei 8080/90 - Lei Orgéanica da Saude e Constituicao
Federal.

A avaliagdo de projetos fisicos de EAS exige a documentacdo denominada PBA - Projeto Basico de
Arquitetura (representacéo grafica + relatorio técnico), conforme descrito no item 1.2.2.1 e ART prevista no
item 1.3 dessa Resolugéo.

Quando do término da execugdo da obra e solicitagdo de licenga de funcionamento do estabelecimento, as
vigilancias sanitarias estaduais ou municipais fardo inspegdo no local para verificar a conformidade do
construido com o projeto aprovado anteriormente. A equipe de inspecdo deve possuir necessariamente um
profissional habilitado pelo sistema CREA/CONFEA.

O proprietario deve manter arquivado em conjunto com o projeto aprovado pela vigilancia sanitaria, as ARTs
referentes aos projetos complementares de estruturas e instalagdes, quando couber, conforme previsto no
item 1.3 dessa Resolugéo.

Art. 6° O item 1.6.1 do Regulamento Técnico aprovado pela Resolugdo n® 50/2002 passa a vigorar com a
seguinte redacéo:

A avaliagdo do PBA pelas vigilancias sanitarias estaduais ou municipais, compreende a analise do projeto por
uma equipe multiprofissional e elaboragdo de parecer técnico assinado no minimo por arquiteto, engenheiro
civil, ou outro técnico legalmente habilitado pelo sistema CREA/CONFEA, para as atividades em questao.

O parecer devera descrever o objeto de analise e conter uma avaliagdo do projeto basico arquiteténico quanto
a:

Adequacao do projeto arquitetdnico as atividades propostas pelo EAS - verificagdo da pertinéncia do projeto
fisico apresentado com a proposta assistencial pretendida, por unidade funcional e conjunto do EAS,
objetivando o cumprimento da assisténcia proposta;

Funcionalidade do edificio - verificagdo dos fluxos de trabalho/materiais/insumos propostos no projeto fisico,
visando evitar problemas futuros de funcionamento e de controle de infecgédo (se for o caso) na unidade e no
EAS como um todo;

Dimensionamento dos ambientes - verificagdo das areas e dimensdes lineares dos ambientes propostos em
relagéo ao dimensionamento minimo exigido por este regulamento, observando uma flexibilidade nos casos de
reformas e adequacgdes, desde que justificadas as diferengcas e a nao interferéncia no resultado final do
procedimento a ser realizado;

Instalag6es ordinarias e especiais - verificagdo da adequacao dos pontos de instalagbes projetados em relagao
ao determinado por este regulamento, assim como das instalagbes de suporte ao funcionamento geral da
unidade (ex.: sistema de ar condicionado adotado nas areas criticas, sistema de fornecimento de energia geral
e de emergéncia (transformadores, e gerador de emergéncia e no-break), sistema de gases medicinais
adotado, sistema de tratamento de esgoto e sistema de tratamento de residuos de servigos de saude-RSS ,
quando da instalagédo de sistemas para esses fins, e equipamentos de infra-estrutura, tais como: elevadores,
monta-cargas, caldeiras, visando evitar futuros problemas decorrentes da falta dessas instalagoes;

Especificacdo basica dos materiais - verificagdo da adequacado dos materiais de acabamento propostos com
as exigéncias normativas de uso por ambiente e conjunto do EAS, visando adequar os materiais empregados
com os procedimentos a serem realizados.

O parecer deve ser conclusivo e conter a analise do PBA sobre cada um dos itens acima relacionados,
identificando os problemas existentes de forma descritiva e solicitando as alteragdes ou complementagdes
necessarias para a corregao, assim como conter a observagao da necessidade de apreciagéo e aprovagao do
projeto pelos 6rgdos competentes do nivel local para execucao da obra.

No caso de obras publicas, o parecer deve conter ainda a observagdo quanto a exigéncia de conclusao dos
projetos de instalagdes e estruturas (Lei 8.666 em seus artigos 6° e 7° e Resolugdo CONFEA n.° 361/91),
assim como sua apreciagdo e aprovagao pelos 6rgdos competentes do nivel local, quando couber, para
realizacado do processo de licitagdo e consequente execugao da obra.

Nota: As pecgas graficas e descritivas do PBA analisado devem possuir registro de identificagdo do parecer
técnico emitido, com data, nome, assinatura e numero de inscrigdo no Conselho Regional de Engenharia,
Arquitetura e Agronomia-CREA, do responsavel pelo parecer.

Art. 7° O item 1.6.2 da Parte | do Regulamento Técnico aprovado pela RDC n° 50/2002 passa avigorar com a
seguinte redagéo:
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Para edificagbes novas, sejam estabelecimentos completos ou partes a serem ampliadas, € obrigatéria a
aplicacao total desta norma e da legislagao em vigor.

Para obras de reforma e adequagdes, quando esgotadas todas as possibilidades sem que existam condi¢bes
de cumprimento integral desta norma, devem-se privilegiar os fluxos de trabalho/material/paciente (quando
houver), adotando-se a seguinte documentagdo complementar, que sera analisada em conjunto com o projeto
basico de arquitetura:

1 - Planta baixa com leiaute dos equipamentos ndo portateis (quando houver) e mobiliario principal, com as
devidas dimensdes consignadas ou representadas em escala;

2 - Declaragdo do projetista e do responsavel pelo EAS de que o projeto proposto atende parcialmente as
normas vigentes para o desenvolvimento das atividades assistenciais e de apoio previstas, relacionando as
ressalvas que nao serdo atendidas e o modo como estdo sendo supridas no projeto em andlise.

Procedimento igual ao das reformas deve ser seguido quando se tratar da adog&do de uma nova tecnologia ndo
abordada pela legislagéo sanitaria, diferente das usuais.

Em todos os casos, os projetos deverdo ser acompanhados de relatério técnico conforme explanado no item
1.2.2.1 do item Elaboracao de Projetos Fisicos desta norma.

A Geréncia do Estabelecimento de Saude deve manter arquivados os projetos aprovados, mantendo-os
disponiveis para consulta por ocasido das inspecdes ou fiscalizagbes.

A diregao do Estabelecimento de Saude devera encaminhar as vigilancias sanitarias estaduais ou municipais ,
os projetos fisicos referentes as modificagbes na estrutura fisica que impliquem mudancas de fluxos ou
alteragdo substancial de leiaute ou incorporagdo de nova atividade, para que sejam avaliadas, segundo as
normas vigentes.

A area técnica de andlise de projetos da vigilancia sanitaria estadual ou municipal podera solicitar os projetos
complementares de estruturas e instalagdes ordinarias e especiais, conforme dispde os itens 1.2.1.3. e 1.2.2.2.
do capitulo - Elaboracao de Projetos Fisicos, quando couber.

Art. 8° O item 1.6.3 da Parte | do Regulamento Técnico aprovado pela RDC n° 50/2002 passa avigorar com a
seguinte redagéo:

1.6.3. Obras Financiadas por Orgéos Publicos

As obras a serem financiadas por 6rgdos publicos terdo seus projetos fisicos avaliados conforme as
orientagdes contidas nas normas de financiamento destes 6rgéaos, sem prejuizo dos definido nesta Resolugéo,
em especial do item 1.6.

Art. 9° Todos os projetos de estabelecimentos de saude devem dar entrada no setor de protocolo das
vigilancias sanitarias estaduais ou municipais, quando da solicitagdo de avaliacdo dos mesmos.

| - SO serdo protocolados os projetos cuja documentacdo esteja completa, conforme o item 1.6 do
Regulamento Técnico aprovado pela RDC n° 50/2002.

Art. 10 Mediante a entrega de toda a documentagé@o para a analise, sera fixado um prazo maximo 90dias,
contados a partir da data do protocolo, ou inferior, definido em fungdo da capacidade operacional de cada
vigilancia sanitaria, para entrega do parecer técnico ou aprovagao do projeto, assinado por técnico das
vigilancias sanitarias estaduais ou municipais.

Art. 11 As vigilancias sanitarias estaduais ou municipais devem possuir um setor responsavel pela analise e
aprovagao dos projetos fisicos de estabelecimentos de saude.

Art. 12 A aprovagao dos projetos de estabelecimentos de saude pelas vigilancias sanitarias estaduais ou
municipais, ndo exclui a necessidade de sua avaliagdo pelos demais 6rgdos competentes da administragédo
publica para respectiva aprovagao, nem exime o responsavel pelo estabelecimento de saiude do atendimento
das demais obrigagdes legais.

Art. 13 A aprovagéao dos projetos fisicos de estabelecimentos de saude nas vigilancias sanitarias estaduais ou
municipais devem atender preferencialmente as seguintes atividades:

I. Solicitagdo de consulta prévia do projeto fisico por parte do interessado no setor de analise de projetos da
vigilancia sanitaria (opcional)

Il. Entrega do projeto fisico no setor de protocolo da vigilancia sanitaria ou da secretaria de saude, conforme
definicdo administrativa local ;
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I1l. Abertura de processo com o projeto;

IV. encaminhamento do processo para o setor de andlise de projetos da vigilancia sanitaria;
V. Analise do projeto com emissdo de parecer técnico;

VI. encaminhamento de exigéncias ao interessado (se for o caso);

VII. recebimento do projeto corrigido pelo interessado no setor de protocolo (se for o caso);
VIII. Re-analise do projeto;

IX. Aprovacao do projeto pelo setor de analise de projetos da vigilancia sanitaria , ao serem atendidas as
exigéncias, com emissao de parecer técnico final;

X. Entrega ao interessado de uma copia do projeto aprovado com carimbo da vigilancia sanitaria estadual ou
municipal, nas plantas e no relatdrio técnico;

XI. Arquivamento na vigilancia sanitaria estadual ou municipal dos projetos fisicos, do relatério técnico
aprovado e do parecer final carimbados.

Art 14 As vigilancias sanitarias estaduais ou municipais devem elaborar material informativo, disponibilizado
através de seu protocolo e meios de comunicagao, contendo todas as instrugdes necessarias a analise e
aprovagado dos projetos fisicos de estabelecimentos de salde, de modo a divulgar essas informacdes aos
interessados.

Art. 15 A inobservancia das normas aprovadas por esta Resolugdo, constitui infragdo a Legislagdo Sanitaria
Federal, conforme dispbe o artigo 10, incisos Il e Ill, da Lei N° 6437, de 20 de agosto de 1977, bem como
Legislagéo Estadual pertinente.

Art. 16 Os municipios, habilitados em Gestao Plena de Sistema, que possuirem servigos de vigilancia sanitaria
devidamente estruturados, com profissional habilitado nos termos do item 1.6.1. do Regulamento Técnico
aprovado pela RDC n° 50/2002 deverao analisar, avaliar e aprovar os projetos fisicos de estabelecimentos de
saude localizados em seus limites territoriais, cabendo ao estado prestar assessoria técnica quando solicitado.

Art. 17 A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Salde prestara cooperagéo técnica as
secretarias estaduais e municipais de saude, a fim de orienta-las sobre o exato cumprimento e interpretacéo
desta resolucao.

Art. 18 As secretarias estaduais € municipais de saude podem estabelecer normas de carater supletivo ou
complementar a fim de adequar o disposto nesta Resolugao as especificidades locais.

Art. 19 Projetos que ja se encontram em tramite de analise seguirdo as normas anteriores a esta Resolugdo.
Projetos ja aprovados e com obra ndo iniciada terdo sua aprovagao validada por 180 dias. Projetos ja
aprovados e com obra j& iniciada terdo seu trémite conforme rotina anterior a esta Resolugao.

Art. 20 As secretariais estaduais e municipais terdo um prazo de 180 dias a contar da data da publicacdo desta
Resolugao para se adequar ao disposto nesta Resolugao.
Art. 21 Esta Resolugéo da Diretoria Colegiada entrara em vigor na data da sua publicagéo.

CLAUDIO MAIEROVITCH PESSANHA HENRIQUES
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Formularios para solicitacao de credenciamento na area de diagndsticos e alimentos

* Form 1 - Diagnéstico
* Form 2 - Diagnéstico
* Form 3 - Diagnéstico

Anexar ao formulario da area de diagnéstico os seguintes documentos:

+ SOLICITACAO DE CREDENCIAMENTO;

+ PREENCHER O FORMULARIO DE CADASTRO NACIONAL DE LABORATORIO ANIMAL;

« PLANTA BAIXA OU CROQUI DO LABORATORIO COM A LOCALIZAGAO DOS EQUIPAMENTOS;

« CADASTRO NACIONAL DE PESSOA JURIDICA - CNPJ (COPIA, DENTRO DA VALIDADE);

« RELACAO DA EQUIPE TECNICA DO LABORATORIO COM: NOME, FUNGAO E CARGA HORARIA;
« CURRICULUM VITAE RESUMIDO DENTRO DA ATIVIDADE A SER CREDENCIADA;

« CARTEIRA DE HABILITAGCAO PROFISSIONAL (COPIA);

+ O LABORATORIO DEVE ESTAR CIENTE DA LEGISLACAO QUE REGE O CREDENCIAMENTO.

» Formulario para solicitacao de credenciamento na area de fisico-quimica de alimentos e agua
» Formulario para solicitagdo de credenciamento na area de microbiologia de alimentos e agua
» Formulario para solicitagdo de credenciamento na area de fisico-quimica - Residuo

Anexar ao formulario da area de alimentos os seguintes documentos:

« MANUAL DA QUALIDADE DO LABORATORIO (COPIA CONTROLADA);

« FORMULARIOS DE REGISTROS, MANUTENCAO, VERIFICACAO E CALIBRACAO DE
EQUIPAMENTOS E PADROES;

« FORMULARIOS DE REGISTROS DE REAGENTES , PADROES E SOLUCOES;

« FORMULARIOS DE REGISTROS DE DADOS BRUTOS DE ENSAIOS;

« PLANTA BAIXA DO LABORATORIO COM IDENTIFICACAO DE EQUIPAMENTOS E FLUXOGRAMA
DAS ATIVIDADES;

« COMPROVANTE DO CADASTRO NACIONAL DE PESSOA JURIDICA-CNPJ (CGC) E ALVARA DE
FUNCIONAMENTO ATUALIZADOS (COPIA AUTENTICADA);

« DECLARACAO DE FUNCIONAMENTO EMITIDA POR AUTORIDADE MAIOR, NO CASO DE
INSTITUICAO DE ENSINO E PESQUISA;

* PROCEDIMENTOS PARA MANUSEIO DE AMOSTRAS PARA ENSAIO;

+ MANUAL DE PROCEDIMENTOS DE APLICACAO E USO DE EQUIPAMENTOS DE PROTEGAO
INDIVIDUAL E COLETIVO;

« MANUAL DE PROCEDIMENTOS DE DESCARTE DE PRODUTOS QUIMICOS E/OU BIOLOGICOS.

http://www.agricultura.gov.br/
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| MINISTERIO DA AGRICULTURA E DO ABASTECIMENTO . ~NTI CACA DO LA A
COOROCEMACAOC DE LABORATO RO AMIMAL-CLAMDASSDA DE Fi < 8o TORIO
COMGO N~

CADASTRO NACIONAL DE LABORATORIO ANIMAL

DADCS DA INSTITUKCA O
RAZAO SOCLAL CGC ou CHNPJ

NOPME FANTASLA

ENDERECO COMPLETO

PALISE QPO _ o _ cer TELEFOMNE DDy Faox

DADOS DO RESPONSAVEL TECNICO PELA INSTITUGCAO

_ NOME DO RESPONSAVEL TECNKO TR U

_IESDGFO {(locale data)

NOME DO RESPONSAVEL TECMNI O SUBSTITUTO CRMY - LFEMN-

HABILITACAO (local e data)

NOME DO RESPONSAVEL TECNIKCO SUBSTITUTO 2 | s houwer) CRMY -LF

HABILITACAO (local « data)

ENDERECC PARA CORRPE SPONDOENCLA (corm pletla)

NFORIMACOES PARA

Eraan

PORTARLA DECREDODENCLAMENTO (s houver)
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MINIS TERIO DA AGRICULTURA
COORDENACAC DE LABORATORIO ANMIMAL f DDA f SDA

IDENTIFICACAD DO LABORATORIO

CODIGD M=

CADASTRO NACIONAL DE LABCRATORIO ANIMAL

Pagina: /
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DESCRICAC DOS EXAMES E/OU ANALISES

TECNICA(S) UTILIZADA(S)

TECNICO RESPONSAVEL
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MINISTERIO DA AGRICULTURA
COORDENACAO DE LABORATORIO ANIMAL / DDA/ SDA

CADASTRO NACIONAL DE LABORATORIO ANIMAL

CODIGO N *® _

IDENTIFICAGAO DO LABORATORIO

Sistema de Garantia da Qualidade Pagina: 2 / 3
O laboratério possui Manual da Qualidade? SIM NAO
Possui procedimentos operacionais padrao SimM NAO
(POP’s), por escrito, para os ensaios realizados?
O laboratério realiza auditorias internas? SIM NAO
smM_ A
NAO
Participa de Teste de Proficiéncia no pais?
ou Programa de Cooperacao Técnica?
(Relacione)
smM_ A
NAO
Participa de Teste de Proficiencia no exterior?
ou Programa de Cooperacao Técnica?
(Relacione)

Responsavel Tecnico:

Assinatura:

LacaliData:
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SISTEMA CFMV/CRMVs
INSTRUGCAO NORMATIVA N.° 24

SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA DO MINISTERIO DA AGRICULTURA E DO
ABASTECIMENTO

INSTRUGAO NORMATIVA N.° 24, DE 07 DE JUNHO DE 2001

O SECRETARIO DE DEFESA AGROPECUARIA DO MINISTERIO DA AGRICULTURA E DO
ABASTECIMENTO, no uso da atribuicdo que lhe confere o art. 83, inciso IV do Regimento Interno da
Secretaria, aprovado pela Portaria Ministerial n°® 574, de 8 de dezembro de 1998, considerando a
necessidade de atualizacdo das Normas Gerais de Credenciamento de Laboratério da Area Animal, e o
que consta do Processo n° 21000.004184/2000-65, resolve:

Art. 1° Aprovar as Normas Gerais de Credenciamento e Reconhecimento de Laboratérios da Area
Animal e Vegetal, constante do anexo.

Art. 2° Esta Instrugdo Normativa entra em vigor na data de sua publicagao.

Art. 3° Ficam revogadas as Portarias DLA n°® 01, de 14 de agosto de 1991 e n° 53 de 20 de maio de
1991.

LUIZ CARLOS DE OLIVEIRA

ANEXO

NORMAS GERAIS DE CREDENCIAMENTO E RECONHECIMENTO DE LABORATORIOS DA AREA
ANIMAL E VEGETAL

1. Objetivo

Estabelecer os requisitos de qualidade para que o laboratério seja credenciado ou reconhecido
pela Coordenacao de Laboratério Animal - CLA do Departamento de Defesa Animal - DDA, e pela
Coordenagéao de Laboratério Vegetal - CLAV do Departamento de Defesa e Inspegéo Vegetal - DDIV .

2. Aplicagdo
A presente Norma aplica-se a qualquer laboratério que realize: diagnéstico de enfermidades
animais; analises de residuos biolégicos; pragas em produtos de origem vegetal; controle de insumos
agricolas e quimicos; analises fisico-quimicas e microbiolégicas de alimentos de origem animal e vegetal
e alimentos para o consumo animal.
2.1. O credenciamento ou reconhecimento de laboratérios obedecera aos critérios, de
necessidades e de prioridades do Ministério da Agricultura e do Abastecimento.

3. Definigoes

3.1. Credenciamento de laboratério: é o reconhecimento formal da idoneidade de um laboratério
para realizar analises por metodologia especifica.

3.2. Reconhecimento de laboratdrio: € o reconhecimento formal de um laboratério de realizar as
andlises em produtos de origem animal e de alimentos para animais com vistas a dar credibilidade aos
resultados do autocontrole.

3.3. Laboratério credenciado: laboratério publico ou privado aue se submeteu ao processo de
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avaliagdo ou auditoria da CLA ou CLAV, por meio da qual recebeu o reconhecimento formal de sua
exceléncia técnica e de seu Sistema de Garantia da Qualidade. Os resultados obtidos nas metodologias
credenciadas tém valor oficial e de fiscalizag&o.

3.4. Laboratdrio reconhecido: laboratério que obteve aprovagdo de seu Sistema de Garantia da
Qualidade e de sua exceléncia técnica pela CLA ou CLAV. Os resultados obtidos nas analises de
autocontrole nao tém valor oficial.

4. Disposigoes gerais

4.1. Do credenciamento ou reconhecimento

4.1.1. O credenciamento ou reconhecimento de laboratérios fundamentar-se-a no Sistema de
Garantia da Qualidade e exceléncia técnica, bem como no cumprimento da legislagdo vigente ou
quaisquer atos complementares que vierem a ser baixados.

4.1.2. O processo de credenciamento ou reconhecimento de laboratérios iniciar-se-a mediante
solicitagao formal a CLA ou CLAV, quando pertinente sera efetivado através de ato do DDA/SDA e do
DDIV/SDA.

4.1.3. O laboratério devera ter area fisica e instalagbes compativeis para realizagdo das
atividades e equipamentos apropriados para a execugéo correta das analises, objeto do credenciamento
ou reconhecimento.

4.1.4. O laboratdrio credenciado ou reconhecido devera ter procedimentos documentados para
assegurar os direitos de propriedade e de confidencialidade das informacgdes.

4.1.5. O laboratdrio credenciado ou reconhecido usara metodologias analiticas reconhecidas
elou validadas. Qualquer modificacdo ou outra metodologia proposta, pelo laboratério, devera ser
documentada, validada e submetida a aprovacéao pela CLA ou CLAV.

4.1.6. O laboratério credenciado estara organizado de modo que qualquer componente da sua
equipe compreenda a extensao e responsabilidade de sua atribuigéo.

4.1.7. O laboratério credenciado ou reconhecido mantera disponivel e atualizado, para toda a
equipe, o Manual de Metodologia e o Manual da Politica da Qualidade, bem como o de Procedimentos
Técnicos, ou documentacgao equivalente, na qual discriminara as agoes e atividades do laboratério.

4.1.8. A CLA , a CLAV ou seu representante legal tera acesso livre e permanente a todas as
partes do estabelecimento, necessarias para se certificar do cumprimento destas Normas.

4.1.9. Se o resultado da analise laboratorial ou qualquer outra informacdo de que disponha
revelar a suspeita ou a existéncia de doenca de notificagdo obrigatéria ou que constitua risco sanitario, o
laboratério devera informar imediatamente a autoridade competente.

4.1.10. O laboratério devera comunicar dentro de 48 horas, quaisquer fatos que impliquem em :
paralisagdo ou suspensao de suas atividades; mudanca de enderego; mudanga de diregdo técnica do
laboratorio.

4.2. Da responsabilidade técnica

4.2.1. O laboratério designara um diretor técnico, responsavel pelas operagdes técnicas
efetuadas no laboratério, registrado no Conselho de Classe.

4.2.2. O diretor técnico respondera pelas agdes e atividades do credenciamento ou
reconhecimento. Na sua eventual auséncia, respondera o substituto, previamente designado.

4.2.3. A substituicdo eventual ou definitiva do titular ou substituto devera ser comunicada a CLA
ou CLAV, em tempo habil.

4.2.4. O laboratério credenciado ou reconhecido designara um responsavel pelo sistema de
controle da qualidade do laboratério e de sua aplicagdo, com acesso direto ao diretor técnico e a diretoria
executiva.

4.2.5. As fungdes do responsavel pelo sistema da qualidade e do diretor técnico podem ser
exercidas pela mesma pessoa.

4.3. Do monitoramento e das auditorias
4.3.1. O laboratdrio sera submetido a monitoramento analitico e auditorias técnicas periédicas ou
eventuais, devendo obrigatoriamente estar presente o diretor técnico e responsavel pelo sistema de
controle da qualidade ou seus substitutos.
4.3.2. Em conformidade com o resultado do monitoramento ou auditoria técnica, a equipe
auditora elaborara relatério final que sera submetido a uma Comissdo Técnica - CT, nomeada pela
Secretaria de Defesa Agropecuaria - SDA.
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4.3.3. A Comissao Técnica executara a verificagdo do cumprimento das disposicdes legais e
administrativas necessarias para dar cumprimento a presente Norma.

4.3.4. A Comissao Técnica propora o ato de credenciamento ou reconhecimento de laboratérios
ou seu cancelamento, os quais serao efetivados pelo 6rgdo competente segundo o Regimento Interno da
SDA.

4.3.5. A adverténcia ou suspensao sera efetivada por meio de ato da CLA ou CLAV.

5. Laboratérios credenciados

5.1. O laboratério credenciado fara parte do Cadastro Nacional de Laboratérios da CLA ou da
CLAV.

5.2. O livro de registro de amostras oficiais € aberto por escopo de credenciamento.

5.3. Os resultados obtidos pelos laboratérios, de cada metodologia analitica credenciada, serao
emitidos em formulario préprio (certificado de analise), previamente aprovado pela CLA ou CLAV.

5.4. Os dados de amostras oficiais oriundos de laboratorios credenciados sdo de propriedade do
Ministério e somente poderdo ser utilizados para quaisquer fins mediante autorizagdo da CLA ou da
CLAV.

5.5. O laboratério credenciado devera manter todos os registros gerados durante o processo
analitico de forma apropriada e permanentemente disponiveis.

5.6. O laboratdrio fornecera relatério de suas atividades com fluxo e periodicidade estabelecidos
pela CLA ou CLAV.

5.7. As amostras de contraprova serédo de responsabilidade do laboratério credenciado e deverao
ser mantidas lacradas e invioladas até que seja autorizado seu uso ou descarte.

5.8. As amostras analisadas serdo destruidas, observando-se as Normas de Gerenciamento da
Seguranga, internacionalmente recomendadas.

5.9. O laboratério credenciado mantera por 5 (cinco) anos as informagbdes e dados gerados,
incluindo a via do laboratério dos laudos emitidos.

6. Laboratéorio Reconhecido

6.1. O laboratério deve manter livro de registro atualizado e disponivel para apresentagéo a
autoridade competente.

6.2. Os resultados das analises e de seus controles serdo mantidos por um periodo minimo de 2
(dois) anos.

7. Das penalidades

7.1. Quando a auditoria programada nao for realizada devido a auséncia do diretor técnico ou seu
substituto o laboratério tera suas atividades suspensas temporariamente até que nova auditoria seja
realizada.

7.2.As infragbes a presente Norma serdo punidas administrativamente e, quando for o caso,
mediante responsabilidade civil.

7.3. As penalidades administrativas a serem aplicadas pela SDA através da CLA ou da CLAV séo:
adverténcia, suspensdo temporaria e cancelamento do credenciamento ou reconhecimento do
laboratério, conforme avaliagao da Comissao Técnica, quando:

7.3.1. For constatado, em auditorias técnicas, falhas que interfiram na qualidade dos resultados
das analises, em qualquer etapa de seu processamento.

7.3.2. Houver falta de cumprimento dos requisitos técnicos ou administrativos que determinaram
o credenciamento ou reconhecimento;

7.3.3. Modificagdo ou substituicdo de metodologia analitica, sem prévia autorizagdo da CLA ou
CLAV.

7.3.4. For comprovado que o funcionamento do laboratério constitui risco para a saude publica,
saude animal e vegetal;

7.3.5. Ocorrerem falsificagbes ou adulteragdes de resultados, na manipulacdo das amostras ou
manobras diversas;

7.4. Em casos de comprometimento da idoneidade da instituicdo. o laboratorio tera seu
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credenciamento cancelado em todas as atividades para as quais foi credenciado pelo DDA e pelo DDIV.

7.5. Outras ocorréncias serao julgadas pela Comissao Técnica especifica de cada Coordenacéo,
CLA ou CLAV.

7.6. Os atos de alteragbes, cancelamento, adverténcia ou suspensido de credenciamento serao
comunicados, por meio de documento oficial, as autoridades competentes, responsaveis pelos
laboratérios, e demais interessados.

7.7. Em caso de cancelamento do credenciamento, o laboratério devera entregar, dentro de 48
(quarenta e oito) horas, todas as amostras oficiais e a respectiva documentagdo a CLA, a CLAV ou a
seus representantes legais.

7.8. No cancelamento do credenciamento ou do reconhecimento, o Livro de Registro sera
encerrado e recolhido pela CLA, CLAV ou seu representante legal.

7.9. Na suspenséao, o laboratério tera sua situagéo revista apés as adequagdes necessarias.

7.10. O ndo cumprimento do prazo estabelecido, na auditoria técnica, para as devidas corregoes,
caracterizara falta de interesse do laboratério em se manter credenciado ou reconhecido.

8. Havendo suspensao, cancelamento do credenciamento ou do reconhecimento, a Comissao
Técnica julgara o interesse em manter o laboratério credenciado ou reconhecido.

9. Disposig¢des finais

9.1. Do Pagamento das analises
As despesas com a realizagdo de anadlises serao remuneradas pelos interessados diretamente as

unidades laboratoriais.
9.2. Os laboratérios ja credenciados ou reconhecidos terdo 2 (dois) anos para se adequar a presente

Norma.

Atualizado em: 02.09.2002
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N® 123, sepunda-feira, 30 de junho de 2003

Ministério da A%rlcullura,
Pecudria e Abastecimento

GABINETE DO MINISTRO
INSTRUCAO NORMATIVA X° 9, DE 27 DE JUNHO DE 2003

0 MINISTRQ DE ESTADO DA AGRICULTURA, PECU A-
RIA E ABASTECIMENTO, no use da nm'.ru.gan gue [he confere °
art. 87, da Constinwigdo, tendo e vista o que dispe o Decreto-Lai o°
467, de 13 de feverern de 1969, o Decreto n° T6.986, que re-
mulamenta a Lei o° §.108, de 26 de dezembro de 1974, o Dacreto o°
1642, de & de cunsbro de 1995, o Decreto o 1.062, de 7 de mo-
vembro de 1994, & tendo em vista o que consta do Processo o®
21000.005282/2003-04 & n° 21000.0055462003-12, resclve

Am. 1* Proibir a abrcn;lc- ama a;ém. o fracionamento,
a couemaJLza«;no 2 imporiag® e o use dos prncipios atwos clo-
ranfenicol e mirofiranes e o produtos que conteoham estes prin-
clpios ALV0s, PaTA us0 veterinario e suscetivel de empreps ma ali-
mentagdo de todos of animais e insatos.

Am. * Ficam rancelados a partir da n:enna dessa Instnagio
Mormativa as licengas e registros concedidos is matérias-primas e aos
pradutos acabados pam uso \'.ebemmrn & suscetiveis de emprego na
ahm.ema;nn animal contendo o principios ativos referidos oo att. 1°,
em decoméncia da preidigac nele contida,

Paragrafn tmico. Os produtos até entdo autorizades deverdn
se1 retirados do comercio no prazo de 90 (noveni) dias, confados a2
partir da publicagas da presente Insimigdo Normativa.

An. 3 Esia Instnigdo Normativa eatra em vigor oa dafa de
sua publicagao.

Ar. 4° Ficam revagadas 2 Inslr.l;m Mormativa 2° 38, de &
de maio de 2002, a Instrugdo Normativa ©° 67, de 4 de dezambro ue
2002, o Oficio Circolar of 06/SDA e o Oficio Cooular of
1271CPV

ROBERTO RODRIGUES

COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO
ATO N° 146, DE 26 DE JUNHO DE 1003

0 PEESICENTE E O DIRETOR DA DIRETORIA LE
GESTAOQ ADMINISTRATIVA E FINANCEIRA DA COMPBANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, baseados oo Pa-
TeCer T’RDGE exarado 25 fls. 243244 do Processe o* 1243201,
decidem:

1. RESCINDIR o Cantrato de Cesso de Uso com Opgio de
Compra e Verda firmade em 17.07.2002, com a Prefeitura Musicipal
de JaciaraMT, em face do descumprimento da Subclausula Unica da
Cliusula Guint pela Cessiondria.

LUfS CARLOS GUEDES BINTO
Prazidente

JACINTO FERREIRA
TDiiretor

{Of. EL n° 084)
SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA

INSTRUGAQ NORMATIVA N° 50,
DE 6 DE JUNHO DE 2003

0 SECRETARIO DE DEFESA AGROPECUARIA
D0 MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTE-
CIMENTO, 1o uso da amibuigo que lhe confere o art. 135, inciso IL,
do Deceto o° 4619, de 11 de margo de 2003, tendo em vism o
dizposto pps Capitules I e I, do Regulamenio de Defesa Sanitaria
‘iﬁe,:em a.d.opalo Decreto 1° 24, 1]-1- de 12 de abril de 1934, 20
art. I dul%'unura n° 127, de 15 de abnl de 1997, & o que consta dn
Processo o° 21000.010780:2002-46, resolve

A 1* Aprovar os requisitos fitessanitdrios para im-
portagio de sementes e graos de Helhiamthus anmus L. (girassol),
produzidas ma Bolivia

Ar 2% As pantidas de sementes (Categoria 4, Classa
3), de que tafa o artige amterior, deverdp estar ncumpnnh.a:las de
Certificado Fitossanitanio - CF emitido pela Organizagdo Nacional de
Pmegan Fitossanitaria - ONPF da Bolivia, com as seguintes De-
claragoes Adicionais - DA:

I- DAS: que o local de produgie foi eficiaiments
inspecionade durant: o ciclo da cultura e se enconma livie da praga
Plasmopara halsedii, &

II - DA2: gue as sementes foram matadas, sob su-
pervisio oficial, com Metlaxyl na dosagems de 210 z de 12100 kg
de semente: para elimivar a praga Plasmepara halsedii.

Am. 3* As pamidas da prins (Categoria 3, Classe 9,
especificadas oo art 1° deverdo estar ac adas de Certificado
Fitossanitario - CF, emitido pela Orzanzacan Naciomal de Prote;io
Fitossanitiria - ONPF da Bolivia.

Am. £ As partifas de sementes serio inspecionadas
o0 ponte de inEresse "hlspe;a.o Fitossanitaria - IF), serdo coletadas
amOsfTas para exames fitossamitarios em laboratorios oficiais cre-
denriados, ficando o restante da partida sob Quarentena Pos-Entrada
(QPE) e depositaria a0 interessado, oo podende ser planida até a
conclusdo dos exames.

Paragrado umico. Os oustos do envie das amosins e
das analizes fitpssanitinas serdo com Omus para o5 mieressados.

Arl, 3° Ag pariidas de gms Serd0 | inspecienadas oo
pont de ingresso (0 r_,p!;m Fitossanitaria - IF) e, estando em con-
formidade com a Le,= slagdo Fitossanitaria Brasileira, terdo o des-
pacho autorizado.

An. 6" Cazo seja detectada 2 presenga de qualguer
Praga qUATERTENAria Bas partidas de sementes ou de £1a0s de gu'assn]
procedentes da Belivja, deverdo ser suspensas as imporagdes do
prodato ate a conchsao da revisao da Analise de Risco de Pragas -
ARP

Am T A El]gamgw Nacional de Protwegio Fi-
iossanitania - ONPF da Bolwvia comunicara 2 ONPF do Brazl qual-
quer alteragdo das ocomencias fitossamifaras oo local ée prodagao.

An §° Esta Insiugio Momativa enfa em vigor ma
daca de sua publicagio

MACAO TADANO
(Of EL n° OF-SDA1TE-03)

INSTRL’?.—EO NORMATIVA N® §1,
DE 17 DE JUNHO DE 2003

0 SECRETARIO DE DEFESA AGROPECUARIA
DO MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTE-
CIMENTO, no uso da airibuigdo que Ihe confere o art. 13, meise I
do Decreto 4629, de 21 de margo de 2003, copsiderando a e
cessidade de ar.la.l.‘za;m das Mormas Gemis de Credenciamento e
Reconbecimento de Laboratories da Area Animal e Vepeml e o que
consta do Processo n° 21000.004184.2000-65, resolve:

Arn. 1* As Normmas Gerais de Credenciamento & Re-
conhecimento de Laboratorios da Area Anmal e Vegetal, de que mat
2 Instragdo Normativa 1° 24, de 7 de jushe de 2001, passam a vigarar
conforme o contido no Anexo.

Art,_2° Esta Instragéo Normativa enfta em vigor 1a
data de sua publicagdo.

MACAOD TADANO
ANEXO

NORMAS GERAIS DE CREDENCIAMENTO E RECO-
WHECIMENTO DE LABORATORIOS DA AREA ANIMAL E
JEGETAL

1. Objetive

1.1. Estbelecer os requisiies de qualidade para o la-
boratario seja credenciado oa reconhecide %E.a .,burdenagfoueue La-
boratorio Animal (CLA) do Degnrtnuemn de Defesa Anm:al. 'I:D-\]
ou credenciado pela Coordenagao de Laboratorio Ve
Depariamente de Defesa e Inspegdn Vegetal fDDI‘.'%

1 Aplicagio
21. As presentes Normas aplicam-se a qualquer laboratario
que ﬂome;l evidéncias de que realize amilises de imteresse do Mi-
misterie da Agriculura, Pecuara e Abastecmento (MABY).
22. O credenciamento ou mcunbecunem de laboratdrios
obadecerd aos criterios técnicos e requisitos de gualidade atendendo
a5 necessidades e prioridades do MABA

3. Definigdes o

3.1. Credenciamento de laboratdrio: e o reconbecimenta for-
mal da idoneidade d2 um laboratorio para realizar apalises por me-
lnd.olﬂgu espe:l.ﬁ.(a

1. Reconhecimento de laboratario: & o Teconheciments for-
mal de m , laboratério de realizar as analises em produtos de origem
animal @ de alimentos para animais com vistas a dar credibilidade acs
resultados do autocomtrole.

3.3. Laboratorio credenciade; Jaboratorie poblico ou '&'ndn
ELE 52 submetsu a0 processo de awaliagdo ou anditoria da

LAV, por meio da qual recebeu o reconhecimenio formal de sua.
esce]enl:.a tecmica e de seu Sistema da Qualidade.

3.4. Laboratorio reconhecido: laboratorio de indismia ou si-
milar gue se sabmeten a0 processo de avalisgdo ou auditoria da CLA.
por mieio da qual Teceben o Teconhecimento formal de sua excel ETcia.
iecoica e de sew Sistema da Qualidade e que realiza analises de
controle de qualidade interme, cic podendo realizar amalises par
terceiros. Os resaltados obtidos mas mesmas ndo tém valor oficial

3.5. Representante Legal: Funcionarios e servidores de uni-
dades rezionais do MAPA ou representante de orgdos publicos de-
sigpado pelo mesmo.

. Requisitos técnicos e garenciais
.1. Do credenciamento ou Teconhecimento

4.1.1 O credenciamento ou reconbecimento de laboratorios

fundamentar-se-d no ‘ustemn da Qualidade, exceléncia tecnica, nomma

especifica, bem como no ento da lepislagdo vigemte ou quais-
QUT a0 Complementares gue viersm a ser baixados.

412, O processo de credenciamento ga Teconhecimento de
labaratdrios iniciar-se-d mediante solicitacdo formal 2 CLA, CLAV on
seu represeniante legal. Quande julgade perimente, o processo sem
efetivado por meio de ato do DDASDA (Secrateria de Diefasa A gro-
perl..nm) ou do DDTV/ADA.

4,13, O laberatorie devera ter area fisia e instalagdes com-
pativeis para reahm;m das atividades e equipamento: apropriades
Tara 2 esecugdo comena das anmalises, otjeto do credenciaments ox
recunteumer.i

4
i

£ O lahoratirio credenciado on reconhecida devera ter
pcrn-cemm.e'nmr; dorumentados pata assepumr os direitos de proprie-
dade e de confidencialidade das infor des,

4.1.5. O laboratone credenciado ou reconhecide usam me-
todplogias amaliticas oficiais, devidamente reconberidas efou vali-
dadas palo MAPA,

4151 Qulq'l.ar medificagio ou outra metadelogia proposta
pelo labnu’anorn devera ser decumentada, validada e submetida a
npm\-a.gm pela CLA ou V.

416, 0 laboratorio credenciade ou reconhecido mantera dis-
pomivel & amalizado, para toda a aguipe, o Mamual ée Metedolozia e
0 Mamial da Qualidade, bem come o de Procedimentos Tecnicos, ou
uncum.mn;m equivalente, 1a qual discriminan as agdes e atividades
do labaratorio.

4.1.7. O laborarrio credenciade estard organizade de modo
que qu]qw' componente da U3 equipe compreenda a extensio e
responsabilidade de sua amibuicdo.

418 A CLA, CLAV ou sew reprasentante legal tera aceszo
livre a todas as paries do esfabelacmento necessario para se certificar
do :uup\runenm destas Nomas.

4,19, Se o resultado da amalise laboratordal ou qualquer outm
info io de gque dls%unhn revelar 2 suspeifa ou 3 existéncia de
doenga de netificagda abrizatéria ou que constina risco sanitirio oa

fitossanitario, o laboratério deverd informar imediatamente & CLA,
CLAY UL £l Tepresentate lezal.

41.10. O laboratorio deverd commmicar 4 CLA, CLAV on
seu reprasentante Jezal dentro de 4% horas, quaisguer fates que -
phcu.em em: panalisagac ou sas]:ensnc- de suas atividades; mndanca de
endeTeCo; muﬂnn;n de responsavel técnico (BT} do laberatario ou sen
5u:15tr.1tn alteragio do espae fisico & mu:la.n.ga do Razio Social

.10.1. Mo case de mudancas de endereqo a/'ou alteragdo do

BEPALD ﬁ:ll:o o laboratorio ficara temporariaments impedido de rea-

lizar as ativi dades prevists oo credenciamento ou reconhecimento,

reipmandoe 2s mesmas somente apos auditora tecnica a ser realizada

n]:orrmmm! da acordo com a disponibilidade da CLA ou CLAV.

4.1.10.2. Mo caso de mudanga do BT ficara temporariamente

impedido de realizar as atwidades previsas po credenciamento on

reconhecimento, retormando as mesmas somente apos 4 nomeacdo de
novo BT.

4111 O labortorio credenciado ou recochecide deverd
atender s :onvotncues da CLA, CLAV ou seu Tepresemtamte legal
para participar de reamidies, treimamentos o de cursos que se fizerem
DRCEsETIOs.

4.2, Da responsabilidade técmica

421 0O laborasdrio desigrard um BT, de nivel speTiar,
regisirado oo Comselbo de Classe, gue respondera pelas operagoes
técnicas efefuadas oo laboratorio,

4 Q RT responderd pelas agdes o advidades do oo
fenciamento ou reconhecimento. Na sua eventual auséncia, respon-
dara o sunstram previamente designado.

4234 nmnea;m 2 2 substitnigio do BT ou seu substitato
fevera ser aprovada %E.a CLA CLAV ou sen represemtante legal
mediante critérios estabelecidos em norma especifica.

424 O laboratario credenciado ou reconhecide desizrara
um Ie:umlsml pelo sistema da qualidade do laboratirio e de sua
aplicagao, com acesso direto a0 BT e 2 sua chefia imediata.

425 As f.m;oes do Iemnmsniel pelo sistema da gualidade e
do BT podem ser emen pela mesma pessea.

4.3, Do monitoramento @ das auditoria

43.1. 0 laboratdrio serd sobmetido a manitoramento ana-
litice & auditorias tecmicas periodicas ou evenfuais, devendo obo-

tonamente esiar presenie o BT e o msavel sistema da
Epﬁaliade DU 5813 ,%,tlm'w; e pelo

4.3.2. Em conformidade com o resultade do monitoramento
ou auditoria técnica, a e anditora elaborara relatorio final que. 2
seu critério, poderd se%!uﬂn a uma Comissdo Técnica {CT),
nmnear.a pela SDA

432LACT verificara aterdiments das d.::um;oes legais e
adpimisirativas necessdrizs para dar cumprimento a5 presentes Mor-
mas & & Normas Especificas. .

4,33, A adverténcia ou suspensdo serd efativada por meio de
ate da CLA, CLAV ou seu represecfante lagal conforme desiznado
em mstrugae especifica.

5. Laboratorios credenciados

5.1. O laboratdrio {:r!nencud.o fard pane do Cadasio Na-
cional de Laboratorios da CLA ou CLAV.

5.2, O e de registto de amostras oficiais & aberto par
escopa de credenciamenta.

5.5, Os resultados obiidos pelos laboratérios, de cada me-
todologia analitica credenciada, serdo emitidos em formulario proprio,
e acordo com modelo esabelecido pela CLA ou CLAW
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54 0, dados de amostias oficiais ormndes de laboratonos

de do MAPA ¢ somente poderio ser
utilizados pxa qm:_.q.nr fins m!dum autonizagic da CLA ou
CLAV.

5.5, O laboratorio u\ldm:::do &\u‘a mantar todos o3 T
gistros gerados dwante o de forma aprog
d‘l.pvm\us 3 ! bibdad

56 O laboratono, uh‘!ylonmmn eiaa relatdno de
suzs ativadades, com fluxe e peniodicidade estabelecidos em nomua(s)
ﬁpw:ﬂu(s] a (LA ou CLA?

7. As amostias de coatraprova 3do de responzabilidade do

Iabwmw credenciado ¢ devem ser mannidss lacradas e imvioladas
até que seja sutenzado seu wio.

571 A mamnengio e o descate da contraprova serdo rea-
lbizados couforme prazo determunzdo em nomua(s) especificals)

S B Az amestias analisadas terdo destinagdo final especifica,
observando-se 23 Normas de Sesuranca vigentes.

59, O laboratono aredenciade mantera por 3 (cince) anos a3
infeemagdes o dados gerados, mehwndo a via do laboratorio dos
laudo: emitidos.

6. Laberatério recochecido

74.2. Howver ﬁ]u de cum;mmm dos requisitos técucos
ou ad o5 que ou reconhe-

s
ISSN 1677-7042 R e ol
PE-Recife
Valor Aprovado : B3 244.761 56
Valor Conspl RS 67.565,00

?‘.4.3. Houver modificagio ou subsituigio de dolog
analitica, sem previa autonzagio da CLA ou CLAV
744 For :ompwm'ldo que o fusciomaroento do laboraténo
consting :'Jseo pna a saide piblica, saude aumal e'ou vegetal,
icagdes ou adulteragdes de resultados,

o3 mnwu]am das mwslras ou mancbra: diversas;

"5 Em casos de P imento da dade da 13-
unugio, o L tera seu by
cancelado em todas as atividades para as quais fm credenciado pelo
DDA e pele DDIV.

7.6, Outras ocoméncias serdo julgadas pela €T da CLA ou
CLAV
110 aw: de aéﬁr\mcu suspemao wmpotma ou can-
de

POt meso de doctmenno oﬁcu] x mmd.adﬁ cmmm 183pon-
savels pelos | & demais

78 Em caso de 1 do ! , o la-
boratonio devera enttegar, dentro de 48 (quarenta e oito) horas, todas
= amostas oﬁcms]: 3 respectiva documentagio 3 CLA, CLAV ou

61,0 labovatane dre s ]1~1v de registro e

disp 1 para ap
62 Os resultados d.L. anilises e de seus comtroles sexdo
nuntidos por um periodo mimmo de 2 (dois) anos.

7. Das penalidades

71 Quando 2 auditon nido for realizada denndo
2 auséncia do KT ou seu subssituto o I.:boumo terd suas anvidades
suspensas wmpwanann!e ate que nova auditona seja realizada.

72 As mftagdes a5 presemtes Nowmas serido pumdas ad-
mmistrativamente e, quando for o cato, medante responsabilidade
av

73 As lidades administiativas a serem aplicadas pela
SDAsio :d\uuncla pent ou | do cre-
lagal

Zais.

7.9, No 1 do credenci
to, o Linto de Registro sera encenado e recolhido pe]a CLA. CLAV
ou 3eu representante legal

100 Xa suspen,.}o o Laboratono tera mua situagdo revista
2pos a3 adtqul;oes DECEsANas.

1L mﬂmmmudnprmpaummwudum
confornudades evidenciadas na auditona séemica, caracterizard falta
de mteresse do lsboraténio credenciado ou recozbecido

7.12. Havende cancelamento do credenciamento ou reco-
nbecimento, 2 CT da CLA ou CLA\ Ju]gn 0 inferesse em conceder

oovo ou

8. Dusposigdes finais
8.1 As despesas com a mealizagio de amalises sexdo re-
mmeradas pelo(s) prmieij:ia(s)_ dn(;) aimal(is) ou produtols) di-

731 Ctmpm:CL'\. (].A\'ou,m
aplicar 25 penslidades de
732 CompmaCLAouCLA\ Jphculpnahdadndc
do ¢

ssosul. nios Ji 3 3 hecidos deverio
em:mmharnopumde](um) ano, lpu‘u:dldaudanhhum

74, As penalidades a&mmsuzmzs ]xmlsu.s Do jtem 7.3
1A :pbuda, quando:
741 For comstatado, em auditonias téemicas, falhas que 1o~
terfiramn na qualidade dos resultados das aalises, e qualquer etapa
de seu processamento.

nnmuas i (‘LA CI.;\\ ou seu representamte le:al
do austema da qualt

Novo Valor Aprovado : RS 312.330 56
(Of EL u° 128121)
PORTARIA N° 117, DE 26 DE JUNHO DE 2003

O MINISTRO DE ESTADO DA CULTURA. no uso de suas
ambwegoes legus, ¢ au cumprimento a0 disposto no § 6° do art 19
da Le: o° 8313, de 23 de dezemibro de 1991, resolve:

Art 1* Aprovar o: projetos cultwais, relacionados abaixo,
para o quais o3 proposentes ficam autorizades a captar recimzos
mediante doagdes cu patrocimo:, na forma prevista wo arugolS da
Les 2® 8313, 23 de dezembro de 199] alterado pela Lai " 9874, de
13 de novembro de 1999

Art 2 Apronar a ¢ ) o de verbas rias
para © projeto Lendas Natabmas™ Promae 02 1335, comstamte na
portana u° 185, de 19 de mato de 2003, publicado no DOU de 23 de
mae de 2003, so valor de RS 795500 (sete mil novecento: e
cmqienta e ¢ince 1eas).

Art 3 Aprovar 3 ) o de verbas
para o projeto Ui Cena - Fesuval Nacional de Teato Universitano”
Pronac 01 3803, constante na portana n* 018, de 23 de jameno de
2003, publicado oo DOU de 24 de janeiro de 2003, no valer de RY
S5E2.362 14 (quubentos e oitenta ¢ dows mul, tezentos e sessenta e
dots reals e quatolze centavos)

Art 4" Antonzar a mudanga do titulo do projeto "Mundus”
Promac 02 6769, processo 01400.0103562002-81, proponente Intré-
pida Trupe para “Mundos™

Art §* Autonzar a mmdanga de proponente do projeto "A Lua
e os Tamancos”, Pronac 02 6604, processo 01400.009860:2002-39

B3 0 DDA ou DDI\ poderdo baper ato(z) comaplemen-
tar(es) 3 presente Instugdo Normamva

(Of El o* 7@

Ministério da Ciéncia e Tecnologia

CONSELHO NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO
DIRETORIA DE ADMINISTRACAO

DESPACHO DO DIRETOR
Em 27 de nmho de 2003

165" RELACAO DE REVALIDACAO DE CREDENCIAMENTO - LEI 8.010:90

ADE IC. i
Fundagdo de Ampare 2 Pesquiza do Estado de Ala- 90002791581
FAPEAL

ICIPT
35,562 321:0001-64

90002841991

Eund.l‘mé}m\'usidade do Estado de Sama Cata-
- SC

43 891 283/0001-36

RNANDO ANDRE PEREIRA DAS NEVES
COORDEN: ACAO-GERAL DE ADMINISTRAGAO E FINANGAS

DESPACHO DO COORDENADOR-GERAL
Em 27 de pmho de 2003

28" RELACAO DE DISTRIBUICAO DE COTA PARA DMPORTACAO - LET 801090

PROCESSO ENTIDADE VALOR Us§
015871990 Fundagio de Estudo & Pesquisa em Medicina Vetermaa « Zoot 250.000,00
0520:1993 Unreradade do Estads do Fio Grande do Nevte 10.000,00
GILBERTO PEREIRA XAVIER
cultural abao d do g e

Ministério da Cultura

GABINETE DO MINISTRO

PORTARIA N* 126, DE 16 DE JUNHO DE 2003

O MINISTRO DE ESTADO DA CULTURA, no uso de nuas
ambuwipdes legais, e em cumpromento 3o disposto ma Ley n® B313, de
25 de dezembro de 1991, 1esclve:

Art. 19 - Aprovar a conmplementagio do valer do projeto

parecer favoravel da Fundagio Bibthioteca Nat:n:lnal }
Art 2° Esta Portania eatia em vigor ns data de sua pu-

blicagda.
GILBERTO PASSOS GIL MOREIRA
ANEXO
18
Dl—l 58-Pernambuco - Cinco Décadas de Aute

Quadro publicadade @ Dengn Leda.
CNPJ/CPF:03.841 4160001-20

Ana Lwsa Scares da Silva para Sarau Promogée: Cul-
turmis Leda, CGC 00.185.247:0001-20.

Art & Esta Portana entra em vigor ma data de sua pu-
blieagio

GILBERTO PASSOS GIL MOREIRA
ANENO

Asez | Artes Conicas
Artigo 18

03 0951 - Camulle Claudel

Adriana Rabelo Dimz

CNPI.CPE: 764 865 .086-04

Processo: 0140000145503-53

RJ - Fio de Janewo

Valor do Apoio ES: 216,676 32

Prazo de Captagio: 23062003 a 31/12:2003

03 (978 - Circo Puata

Alwzio Costa de Freitas

CNPICCFF: 257 83257220

Processo: 0140000147803 68

PA - Belém

Valor do Apoio RS: 75.139,00

Praze de Captagdo: 23062003 a 31:12:2003

03 1171 - Projeto Danga Sobre as Rodas
VZ Projetos e Enpreendimentos Lida
CNPICPE: 00.529.964:0001-21

Processo: 01400.001740:03-74

RJ - Rio de Jansiro

Valor do Apoio BS: 32665204

Prazo de Captagio: 23062003 a 31:12:2003

03 0058 - Fomance dos Dois Scldados de Hevodes
Solupdes Consultoria @ Eventos Leda

CNPICPE: 05.160.656:0001-95

Processo: 01400.000011:03-09

PE - Reafe

Valor do Apoto BS: 211.942,50

Prazo de Captagdo: 23062003 a 31/12:2003
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DECRETO N° 5.564. DE 19 DE OUTUBRO DE 2005

Institui o Comité Nacional de Controle Higiénico-
Sanitario de Moluscos Bivalves - CNCMB. e da
outras providéncias.

O PRESIDENTE DA REPUBLICA . no uso da atribuicdo que lhe confere o art. 84. inciso VI
alinea "a". da Constituicao.

DECRETA:

Art. 1° Fica mstituido o Comite Nacional de Controle Higiénico-Sanitario de Moluscos Bivalves
- CNCMB. com a finalidade de estabelecer e avaliar os requisitos necessarios para garantia da
qualidade higiénico-sanitaria dos moluscos bivalves, visando a protecio da saude da populacao e

a criacdo de mecanismos seguros para o comercio nacional e internacional.

Art. 2° O CNCMB sera composto por um representante, titular e suplente, de cada orgao e
entidade a seguir indicados:

I Secretaria Especial de Aqiiicultura e Pesca da Presidéncia da Republica, que o coordenara:

IT Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento:

IIT Departamento de Saude Animal do Ministério da Agricultura. Pecuaria e Abastecimento: e
IV Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria ANVISA.
Art. 3° O CNCMB elaborara, propora a implementacdo e avaliara Programa Nacional de
Controle Higiénico-Sanitario de luscos Bivalves, o qual contemplara todas as etapas da cadeia
produtiva.
Art. 4° Ao Coordenador do CNCMB. com a anuéncia dos demais membros. compete:
I participar da negociacdo de acordos de cooperacdo técnica nacionals e internacionais para
capacitacdo técnica e apoio na implementacido do Programa Nacional de Controle Higiénico-

Sanitario de Moluscos Bivalves: e

IT formalizar acordos com agéncias e instituicoes estaduais ou municipais para a execuciao do
Programa Nacional de Controle Higiénico-Sanitario de Moluscos Bivalves.
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Art. 5° As despesas decorrentes do Programa Nacional de Controle Higiénico-Sanitario de
Moluscos Bivalves correrdo a conta das dotagdes proprias dos orgaos e entidade referidos no art.
2° . complementadas com recursos obtidos por meio de parcerias com as unidades da federacio
ou de acordos mnternacionais.

Art. 6° O CNCMB podera mstituir grupos de trabalho, de carater temporario. para analisar
matérias sob sua apreciacdo. aos quais cabera propor medidas especificas.

Art. 7° O apoto admunistrativo e 0s melos necessarios a execucao dos trabalhos do CNCMB e
dos grupos de trabalho serdo prestados pela Secretaria Especial de Agiiicultura e Pesca da
Presidéncia da Republica.

Art. 8° A participagdo no CNCMB sera considerada prestacdo de servicos relevantes e nao sera
remunerada.

Art. 9° O regimento interno do CNCMB, a ser aprovado pelos seus membros, sera publicado no
prazo de sessenta dias a contar da data de publicacéo deste Decreto.

Art. 10°. A coordenagdo do CNCMB publicara o Programa Nacional de Controle Higiénico-
Sanitario de Moluscos Bivalves elaborado pelo Conuté. no prazo de cento e oitenta dias a contar
da data de publicacdo deste Decreto.

Art. 11°. Este Decreto entra em vigor na data de sua publicacéo.

Brasilia. 19 de outubro de 2005: 184° da Independéncia e 117° da Republica.

LUIZ INACIO LULA DA SILVA
Roberto Rodrigues

Saraiva Felipe
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Possivel ciclo de Bucephalus varicus

Chloroscombrus chrysurus (palombeta)

r
Menticirrhus americanus (papa-terra)
4
Centropomus undecimalis (robalo-flexa)
4

Urophycis brasiliensis (abrétea)

Bucephalus varicus
adulto

2

Mitilidae

Micropogonias furnieri (corvina)

Esporocisto

Cercaria

Figura 18. Possivel ciclo de Bucephalus varicus. 1. Diversos hospedeiros definitivos; 2. Primeiro
hospedeiro intermediario; 3. Segundo hospedeiro intermediario (baseado em EVERMANN e MARSH,
1902; CHENG, 1978; AMATO, 1982; SZPILMAN, 1991 e PEREIRA JR, 1996).
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Analise histopatologica

Pericdrdio (coragdo)
Musc. adutor da concha

Estdmago Brdnquia

B Borda do manto

Figura 19. Cortes indicados na analise histopatoldgica em moluscos bivalves. A. Secgao transversal
em diagonal em mexilhdo, indicada pela faixa dupla azul (I I). Foto: Andréa Ricetti Cochdéa B.
Representacdo esquematica dos orgdos internos a serem removidos na secgdo transversal em

diagonal. Desenho: Patricia Garcia.
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Analise histopatolégica: lAmina com corte em sec¢io transversal diagonal

Intestino

4-Orgao plicato

Musculo

Ny
nn Y

iy
Ty

y—Glandula
‘ do bisso

Al (T
BRI

T L

— &

& _
&=—
SRAdD,

SREAWA
ry

Foliculos gonédicos no manto

Figura 20. Aspecto de lamina de mexilhdo com corte transversal em diagonal. Areas 1 e 2, onde foram
realizadas as contagens dos constituintes tissulares do hospedeiro, parasita e dos espagos vazios

(modificado de HOWARD, 2004).
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Uso da Graticula de Weibel na quantificagao da intensidade de bucefalose

Figura 21. A. Representacdo esquematica da graticula de Weibel, mostrando os 42 pontos de
amostragem. Desenho: Jaime Fernando Ferreira. B. Aspecto de uma lamina de mexilhdo com
bucefalose ao microscopio 6ptico. C. Esquema da sobreposicdo da Graticula de Weibel em uma
I&mina de mexilhdo com bucefalose ao microscopio 6ptico, utilizando a objetiva de 10x. A seta ( —>)
indica o ponto exato de amostragem que corresponde a intersecgéo das linhas transversal e vertical.

Fotos: Patricia Garcia



Valores absolutos da quantificagao de tecido do parasita (TP), tecido do hospedeiro (TH) e espacgos vazios (EV), em cortes histologicos do
mexilhao Perna perna, utilizando a graticula de Weibel acoplada ao microscépio 6ptico com as objetivas de 10X e 40X.

Objetiva de 10x

Objetiva de 40x

Animal | Area | Campo | TP TH EV Total de pontos

1 1 1 28 6 8 42
2 22 10 10 42
3 14 25 3 42
4 27 15 0 42
5 31 6 5 42
Média 24 12 5,2 42
2 1 31 6 5 42
2 16 18 0 34
3 19 11 0 30
4 22 13 1 36
5 21 11 0 32

Média 22 12 1,2 34,8
2 1 1 4 34 4 42
2 3 36 3 42
3 1 37 4 42
4 1 36 5 42
5 6 33 3 42
Média 3 35 3,8 42
2 1 8 32 2 42
2 10 31 1 42
3 0 34 8 42
4 3 36 3 42
5 0 41 1 42
Média | 4,2 35 3 42

Animal | Area | Campo | TP TH EV Total de pontos
1 1 1 14 13 15 42
2 16 13 13 42
3 15 18 9 42
4 15 13 14 42
5 21 5 16 42
Média 16 12 13 42
2 1 19 16 7 42
2 13 16 13 42
3 17 20 5 42
4 20 18 4 42
5 21 14 7 42
Média 18 17 7,2 42
2 1 1 10 23 9 42
2 24 11 7 42
3 0 30 12 42
4 0 31 11 42
5 8 32 2 42
Média 8,4 25 8,2 42
2 1 21 10 11 42
2 3 36 3 42
3 3 33 6 42
4 2 33 7 42
5 0 35 7 42
Média 5,8 29 6,8 42
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Continuacgao tabela

Objetiva de 10x

Objetiva de 40x

Animal | Area | Campo | TP TH EV Total de pontos
3 1 1 13 17 12 42
2 11 10 21 42
3 14 8 20 42
4 15 6 21 42
5 18 5 19 42
Média 14 9,2 19 42
2 1 8 6 28 42
2 7 5 30 42
3 23 6 13 42
4 16 15 11 42
5 17 6 19 42
Média 14 7,6 20 42
4 1 1 24 17 1 42
2 17 23 2 42
3 16 20 6 42
4 19 20 3 42
5 25 5 12 42
Média 20 17 4,8 42
2 1 29 12 1 42
2 17 21 4 42
3 16 23 3 42
4 11 30 1 42
5 38 4 0 42
Média 22 18 1,8 42

Animal | Area | Campo | TP TH EV Total de pontos
3 1 1 12 5 25 42
2 11 7 24 42
3 15 9 18 42
4 8 14 20 42
5 6 16 20 42
Média 10 10 21 42
2 1 13 4 25 42
2 6 5 31 42
3 9 9 24 42
4 10 3 29 42
5 22 1 19 42
Média 12 4,4 26 42
4 1 1 12 27 3 42
2 14 20 8 42
3 16 21 5 42
4 19 18 5 42
5 17 21 4 42
Média 16 21 5 42
2 1 2 21 19 42
2 9 16 17 42
3 9 18 15 42
4 7 14 21 42
5 2 19 21 42
Média 5,8 18 19 42
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Continuagao tabela

Objetiva de 10x

Animal | Area | Campo | TP TH EV Total de pontos

5 1 1 23 6 13 42
2 26 5 11 42
3 13 21 8 42
4 14 18 10 42
5 21 11 10 42
Média 19 12 10 42
2 1 16 18 0 34
2 17 14 1 32
3 27 2 13 42
4 32 4 6 42
5 3 18 0 21

Média 19 11 4 34,2
6 1 1 11 27 4 42
2 17 20 5 42
3 26 13 3 42
4 11 25 6 42
5 15 22 5 42
Média 16 21 4,6 42
2 1 22 13 7 42
2 23 8 11 42
3 21 11 10 42
4 17 15 10 42
5 23 9 10 42
Média 21 11 9,6 42

Objetiva de 40x
Animal | Area | Campo| TP TH EV Total de pontos
5 1 1 10 19 13 42
2 6 25 11 42
3 8 24 10 42
4 9 19 14 42
5 10 19 13 42
Média 8,6 21 12 42
2 1 6 24 12 42
2 25 7 10 42
3 13 12 17 42
4 5 31 6 42
5 16 16 10 42
Média 13 18 11 42
6 1 1 20 8 14 42
2 3 32 7 42
3 12 22 8 42
4 8 17 17 42
5 21 2 19 42
Média 13 16 13 42
2 1 8 14 20 42
2 18 13 11 42
3 21 5 16 42
4 26 1 15 42
5 22 2 18 42
Média 19 7 16 42
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Volume fracionario (%) de tecido do parasita (TP), tecido do hospedeiro (TH) e espacgos vazios (EV), em cortes histolégicos do mexilhdo Perna
perna, utilizando a graticula de Weibel acoplada ao microscopio éptico com as objetivas de 10X e 40X.

Objetiva de 10x

Animal | Area | Campo | TP TH EV Total de pontos %
1 1 1 66,7 = 14,3 19,0 100
2 524 | 238 23,8 100
3 33,3 595 7,1 100
4 64,3 | 357 0,0 100
5 73,8 | 143 11,9 100
Média | 58,1 29,5 12,4 100
2 1 73,8 | 14,3 11,9 100
2 471 52,9 0,0 100
3 63,3 = 36,7 0,0 100
4 61,1 36,1 2,8 100
5 656 | 344 0,0 100
Média | 62,2 2,9 100
2 1 1 9,5 81,0 9,5 100
2 7,1 85,7 7,1 100
3 24 88,1 9,5 100
4 24 85,7 11,9 100
5 14,3 | 78,6 7,1 100
Média | 7,1 83,8 9,0 100
2 1 19,0 | 76,2 4,8 100
2 238 | 73,8 24 100
3 0,0 81,0 19,0 100
4 7,1 85,7 7,1 100
5 0,0 97,6 24 100
Média | 10,0 | 82,9 71 100

Objetiva de 40x
Animal | Area | Campo | TP TH EV Total de pontos %
1 1 1 33,3 31,0 35,7 100
2 38,1 31,0 31,0 100
3 35,7 42,9 214 100
4 35,7 31,0 33,3 100
5 50,0 11,9 38,1 100
Média | 38,6 29,5 31,9 100
2 1 45,2 38,1 16,7 100
2 31,0 38,1 31,0 100
3 40,5 47,6 11,9 100
4 47,6 42,9 9,5 100
5 50,0 33,3 16,7 100
Média | 42,9 40,0 17,1 100
2 1 1 23,8 54,8 214 100
2 57,1 26,2 16,7 100
3 0,0 71,4 28,6 100
4 0,0 73,8 26,2 100
5 19,0 76,2 4,8 100
Média | 20,0 60,5 19,5 100
2 1 50,0 23,8 26,2 100
2 71 85,7 7,1 100
3 71 78,6 14,3 100
4 4,8 78,6 16,7 100
5 0,0 83,3 16,7 100
Média | 13,8 70,0 16,2 100
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Continuacgao tabela

Objetiva de 10x

Objetiva de 40x

Animal | Area | Campo | TP TH EV Total de pontos %
3 1 1 31,0 40,5 28,6 100
2 26,2 23,8 50,0 100
3 33,3 | 19,0 47,6 100
4 357 i 14,3 50,0 100
5 42,9 11,9 45,2 100
Média | 33,8 21,9 44,3 100
2 1 19,0 14,3 66,7 100
2 16,7 | 11,9 71,4 100
3 54,8 14,3 31,0 100
4 38,1 35,7 26,2 100
5 40,5 14,3 45,2 100
Média | 33,8 18,1 48,1 100
4 1 1 57,1 40,5 2,4 100
2 40,5 54,8 4.8 100
3 38,1 47,6 14,3 100
4 452 | 47,6 7,1 100
5 59,5 11,9 28,6 100
Média | 48,1 40,5 11,4 100
2 1 69,0 286 2,4 100
2 40,5 50,0 9,5 100
3 38,1 54,8 71 100
4 26,2 71,4 2,4 100
5 90,5 9,5 0,0 100
Média | 52,9 | 42,9 4,3 100

Animal | Area | Campo | TP TH EV | Total de pontos %
3 1 1 28,6 11,9 59,5 100
2 26,2 16,7 57,1 100
3 35,7 21,4 42,9 100
4 19,0 33,3 47,6 100
5 14,3 38,1 47,6 100
Média | 24,8 24,3 51,0 100
2 1 31,0 9,5 59,5 100
2 14,3 11,9 73,8 100
3 21,4 21,4 57,1 100
4 23,8 71 69,0 100
5 52,4 2,4 45,2 100
Média | 28,6 10,5 61,0 100
4 1 1 28,6 64,3 7.1 100
2 33,3 47,6 19,0 100
3 38,1 50,0 11,9 100
4 45,2 42,9 11,9 100
5 40,5 50,0 9,5 100
Média | 37,1 51,0 11,9 100
2 1 4,8 50,0 45,2 100
2 21,4 38,1 40,5 100
3 21,4 42,9 35,7 100
4 16,7 33,3 50,0 100
5 4,8 45,2 50,0 100
Média | 13,8 41,9 44,3 100
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Continuagao tabela

Objetiva de 10x

Animal | Area | Campo | TP TH EV Total de pontos %
5 1 1 54,8 14,3 31,0 100
2 61,9 11,9 26,2 100
3 31,0 | 50,0 19,0 100
4 33,3 42,9 23,8 100
5 50,0 | 26,2 23,8 100
Média | 46,2 | 29,0 24,8 100
2 1 471 . 529 0,0 100
2 53,1 43,8 3,1 100
3 64,3 4,8 31,0 100
4 76,2 9,5 14,3 100
5 14,3 85,7 0,0 100
Média | 51,0 | 39,3 9,7 100
6 1 1 26,2 | 64,3 9,5 100
2 40,5 476 11,9 100
3 61,9 31,0 7,1 100
4 26,2 59,5 14,3 100
5 35,7 52,4 11,9 100
Média | 38,1 | 51,0 11,0 100
2 1 524 . 31,0 16,7 100
2 54,8 19,0 26,2 100
3 50,0 | 26,2 23,8 100
4 40,5 357 23,8 100
5 54,8 21,4 23,8 100
Média | 50,5 22,9 100

Objetiva de 40x
Animal | Area | Campo| TP TH EV | Total de pontos %

5 1 1 23,8 | 452 31,0 100
2 14,3 59,5 26,2 100
3 19,0 57,1 23,8 100
4 21,4 45,2 33,3 100
5 23,8 452 31,0 100
Média | 20,5 | 50,5 29,0 100
2 1 14,3 | 571 28,6 100
2 59,5 16,7 23,8 100
3 31,0 28,6 40,5 100
4 11,9 73,8 14,3 100
5 38,1 38,1 23,8 100
média | 31,0 | 42,9 26,2 100
6 1 1 47,6 19,0 33,3 100
2 7,1 76,2 16,7 100
3 28,6 52,4 19,0 100
4 19,0 40,5 40,5 100
5 50,0 4,8 45,2 100
média | 30,5 | 38,6 31,0 100
2 1 19,0 33,3 47,6 100
2 42,9 31,0 26,2 100
3 50,0 11,9 38,1 100
4 61,9 2,4 35,7 100
5 52,4 4,8 42,9 100

Média 45,2 16,7 38,1
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NORMAS DE PUBLICAGAO
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biotemas@ccb.ufsc.br

..:. NORMAS PARA PUBLICAGAO .::.

BIOTEMAS é uma revista semestral, editada pelo Centro de Ciéncias Biolégicas da UFSC, e visa
publicar artigos na area de Ciéncias Bioldgicas. Nela sdo publicados trabalhos tedéricos, artigos originais
de pesquisa e comunicagdes breves, bem como revisdes e resenhas de livros, a convite da Comissao
Editorial. Desde 1998, BIOTEMAS tem seus artigos especificos da area zooldgica, ou que usavam

animais como objeto de estudos, indexados no Zoological Records — UK.

Os manuscritos deverao ser encaminhados a:

Secretaria de BIOTEMAS
Centro de Ciéncias Bioldgicas
Universidade Federal de Santa Catarina
Campus Universitario — Trindade
CEP 88040-900 — Florianépolis — SC
Fax: 0 XX 48 331-9672

1- Os artigos deverao ser redigidos em portugués, inglés ou espanhol, com resumos em portugués e em
inglés. Os manuscritos (original mais 2 cdpias) deveréo ser enviados digitados em espacgo duplo, fonte
Times New Roman, tamanho 12, obedecendo margens de 3 cm. As paginas deverdo ser numeradas.
Os artigos deverao apresentar uma linguagem clara e precisa e o texto conciso. Os manuscritos serdo
analisados por 2 consultores e a aceitagdo sera baseada no conteudo cientifico e na adequacgédo do

material as normas da revista.

2- Na pagina de rosto, deverdo constar o titulo do artigo, nome completo dos autores e das
instituicbes envolvidas, indicando o autor para correspondéncia, enderego postal completo e
enderec¢o eletrénico de pelo menos um dos autores. Abaixo devem vir: resumo, unitermos (cinco no

maximo), abstract, key words e titulo abreviado (maximo 60 espagos).

3- O limite de paginas de trabalhos teoéricos, artigos originais de pesquisa e revisdes, incluindo figuras,
tabelas e referéncias bibliograficas, € de 25 paginas, enquanto que para as comunicagdes breves e

resenhas de livros é sete paginas. O resumo e o abstract ndo poderédo exceder a 200 palavras.

4- Os artigos originais de pesquisa deverao conter, sempre que possivel, Introducdo, Material e Métodos,
Resultados, Discussdo, Agradecimentos e Referéncias Bibliograficas. As demais formas de publicagao

nao necessitam apresentar as subdivisdes acima.
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5- As citacdes de referéncias bibliograficas no texto devem obedecer o seguinte padrao: um autor (Netto,
2001); dois autores (Motta-Junior e Lombardi, 2002); trés ou mais autores (Ramos et al., 2002). No caso
do nome dos autores fazerem parte da frase, apenas o ano da publicacdo deve vir entre parénteses.
Quando houver, no mesmo ano, mais de um artigo de mesma autoria, acrescentar letras minusculas
apos o ano, conforme o exemplo: (Davidson et al., 2000a; 2000b). Quando houver mais de uma citagao
dentro de um mesmo paréntese, estas devem ser colocadas em ordem cronolégica. Exemplo: (Girard,
1984; Grovum, 1988; Steindel et al., 1993; De Toni et al., 2000).

6- As citagdes de referéncias bibliograficas no final do artigo devem obedecer ordem alfabética do
sobrenome do primeiro autor. Apenas citagbes que aparecem no texto devem constar na lista de
referéncias. Cada referéncia devera incluir: sobrenome e iniciais de todos os autores, ano, titulo
completo do artigo, nome do periédico por extenso (em negrito), volume (em negrito), nimero e
paginas inicial e final. As citagées de resumos de congressos e reunides cientificas nao poderao
ultrapassar a 10% do total de referéncias citadas. Trabalhos aceitos para publicagdo devem ser
referidos como “no prelo” ou “in press”, quando tratar-se de artigo redigido em inglés. Dados n&o
publicados devem ser citados apenas no texto como “dados n&o publicados” ou “comunicacao pessoal”,

entre parénteses.

Exemplos de citagao na lista final de referéncias:

a) artigos em periédicos

Netto, L. E. S. 2001. Oxidative stress response in sugarcane. Genetics and Molecular Biology, 24 (1):
93 - 102.

Ramos, A.; Kangerski, A. L.; Basso, P.; Silva Santos, J. E.; Assreuy, J.; Vendruscolo, L. F.; Takahashi, R.
N. 2002. Evaluation of Lewis and SHR rat strains as a genetic model for the study of anxiety and pain.
Behavioural Brain Research, 129: 113-123.

b) livros na integra

Gilbert, S. F. 2000. Developmental Biology. 6th ed. Sinauer Associates, Sunderland, USA, 749 pp.

c) capitulo de livros

Colleaux, L. 1999. Genetic basis of mental retardation. In: Jones, B. C. & Morméde, P. (eds).
Neurobehavioral Genetics — Methods and applications. CRC Press, New York, USA, p. 275-290.

d) teses, dissertagdes e monografias
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Horta, P. 2000. Macroalgas do infralitoral do sul e sudeste do Brasil. Tese de Doutorado,

Universidade de Sao Paulo, Brasil, 301 pp.

e) publicag6es em Congressos, Reunides Cientificas, Simpésios

Pereira, J. B.; Conceigéo, M. J.; Coura, J. R. 1985. Evolugao da esquistossomose mansoni um ano apos
o tratamento especifico. Anais da lll Jornada Cientifica da Fundagdao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro,
Brasil, p. 369.

f) paginas da Internet

Fox, R. 2003. Invertebrate Anatomy - Daphnia magna. Disponivel em <http:

www.science.lander.edu/refox/daphnia.html>. Acesso em 22 de maio de 2003.

7- As ilustracbes (figuras, fotografias, desenhos) e as tabelas ja devem ser inseridas no corpo do texto,
no melhor local apds o final do paragrafo em que foram citadas pela primeira vez. Os autores devem ter
em mente que havera redugao de até 70% da figura no tamanho final do impresso. Quando for o caso,
as figuras devem conter a representacdo da escala em barras. Fotografias s6 serdo aceitas em branco e
preto, e se apresentarem um bom contraste e intensidade. Tabelas e figuras devem ser numeradas com
algarismos arabicos de acordo com sua sequéncia no texto, sendo que este deve incluir referéncias a
todas elas. Cada tabela deve ter um titulo breve e auto-explicativo. Informagbes adicionais, necessarias

a compreensao da tabela, devem ser dadas em forma de nota de rodapé, embaixo da tabela.

8- Os autores receberao os pareceres dos consultores, do revisor da lingua inglesa e do editor,
observando a adequagao do artigo as normas da revista. O artigo devera ser devolvido, em um prazo
maximo de 15 dias, com as alterag6es sugeridas e encaminhado em disquete 3 1/2 em Word for
Windows 97, além de uma copia impressa. No caso do ndo atendimento de alguma sugestdo dos

consultores, os autores deverao apresentar uma justificativa circunstanciada sobre o ndo atendimento.

9- Apos a aceitagido para publicagdo, provas definitivas do artigo serdo enviadas para corregéo e devem
ser devolvidas dentro de 3 dias, a contar do recebimento. Erros nesta ultima forma sdo de total

responsabilidade dos autores.

10- Os autores poderéo receber 30 (trinta) separatas do artigo, mediante o pagamento de uma taxa a ser

estabelecida.



INSTRUCOES AOS AUTORES

O BOLETIM DO INSTITUTO DE PESCA tem por objetivo a divulgagio de trabalhos cientificos inéditos. relacionados a
Pesca. Aqiiicultura e Limnologia. E publicado 01 volume por ano, com o necessario niimero de tomos.

Os trabalhos publicados no Boletim do Institito de Pesca sdo: Artigo Cientifico, Nota Cientifica, Artigo de Revisio ou Relato de
Caso. Podem ser redigidos em portugués, inglés ou espanhol e devem conter os seguintes itens:

TITULO: Deve ser claro e conciso, redigido em portugués e inglés e, se for o caso, também em espanhol. Havendo necessidade
de titulo longo, recorrer a subtitulo. Deve ser apresentado em letras maiisculas. No caso de recebimento de auxilio para a execugiao
do trabalho. informar no rodapé da pagina, por meio de asterisco, também aposto ao final do titulo.

NOME(s) DO(s) AUTOR(es): Deve(m) ser apresentado(s) por extenso, na ordem direta (prenome e sobrenome) e em letras
maitisculas apenas o sobrenome pelo qual o(s) autor(es) deve(m) ser identificado(s). A filia¢do do(s) autor(es), bem como o enderego
completo para correspondéncia e o e-mail, deverio ser colocados no rodapé da primeira pagina, sendo identificados por muneros
arabicos.

RESUMO + Palavras-chave: E obrigatorio em qualquer tipo de trabalho. O Resumo deve conter concisamente o que foi feito,
os resultados obtidos e a conclusdo. Niumero maximo de palavras: no resumo - para Artigo Cientifico e Artigo de Revisdo, 250
(duzentas e cingilenta): para Nota Cientifica e Relato de Caso. 150 (cento e cingilenta); em palavras-chave, 6 (seis) palavras,
incluindo nomes cientificos, se necessario. Resumo + Palavras-chave em portugués e inglés (Abstract + Key words) sdo obrigatorios,
independente do idioma em que o trabalho esteja redigido.

INTRODUCAO: Contém revisio da literatura relativa ao tema do trabalho e objetivo do mesmo.

MATERIAL E METODOS

RESULTADOS: Podem ser apresentados sob a forma de tabelas e/ou figuras, quando necessario. Tabelas devem ser numeradas
com algarismos arabicos e encabegadas pela respectiva legenda: os dados apresentados nesta nao devem ser repetidos em grafico, a
ndo ser quando absolutamente necessario. Graficos. desenhos, mapas, fotografias etc., nunca ultrapassando as medidas 16x21 cm.
devem ser encaixados no texto, citados como figura e numerados, consecutivamente, com algarismos arabicos. com titulo auto-
explicativo abaixo. Desenhos, mapas e fotografias devem ser apresentados no original e em arquivos distintos, preferencialmente em
formato digital “tiff”. Ex.: nome do arquivo.tif. Figuras coloridas poderio ser incluidas somente em casos estritamente necessarios.

DISCUSSAO: Resultados e Discussio podem constituir wm capitulo tinico.
CONCLUSAO(des): Discussdo e Conelusio também podem constituir capitulo tinico.
AGRADECIMENTOS: E opcional.
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:

1 - NO TEXTO

- Usar o sistema Autor/Data. ou seja, o sobrenome do(s) autor(s) (em letras mamisculas) seguido(s) do ano em que a obra foi
publicada. Assim:

Para um autor: MIGHELL (1975) observou.... Segundo AZEVEDO (1965). a piracema...; Estas afirmagoes foram confirmadas
em trabalhos posteriores (WAKAMATSU. 1973).

Para dois autores: ROSA JUNIOR e SCHUBART (1980), pesquisando... (Se o trabalho em que os dois autores estio sendo
citados estiver redigido em portugués, inglés ou espanhol, usar e, and ou y, respectivamente, ligando os sobrenomes dos
autores. ).

Para trés ou mais autores: O sobrenome do primeiro autor deve ser seguido da expressio “er al.”. Assim: SOARES et al. (1978)
constataram... ou Tal fato foi constatado na Africa (SOARES et al.. 1978).

- Ainda, quando for absolutamente necessario referenciar um autor citado em trabalho consultado, o nome desse autor sera
referido apenas no texto (em letras mimisculas), indicando-se. entre virgulas e precedido da palavra latina apud. o nome do autor do
trabalho consultado, o qual 1ra figurar na lista de referéncias. Ex.: “Segundo Gulland, apud SANTOS (1978), os coeficientes...”.

2 - NA LISTAGEM BIBLIOGRAFICA
2.1. Documentos impressos

- Relacionar os trabalhos referidos no texto, com os nomes de todos os autores do trabalho separados por e. and ou y. se dois
autores, e por ponto e virgula. se mais de dois autores. As referéncias devem ser ordenadas alfabeticamente pelo ultimo sobrenome do
autor. Havendo mais de uma obra com a mesma entrada, considera-se a ordem cronoldgica e, em seguida, a alfabética do terceiro
elemento da referéncia.

Exemplos:
a) Artigo de periédico

BARBIERI. G. e SANTOS. E.P. dos 1980 Dinamica da nutri¢ao de Geophagus brasiliensis (Quoy e Gaimard, 1824), na represa do
Lobo, Estado de Sao Paulo, Brasil. Ciéncia e Cultura, Sao Paulo, 32(1): 87-89.
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WOHLFARTH. G.W.: MOAY. R.: HULATA. G. 1983 A genotype-environment interaction for growth rate in the common carp,
growing in intensively manured ponds. Aguaculnire. Amsterdam, 33: 187-195.

b) Dissertaciio, tese, trabalho apresentado para obtenciio de Bacharelado, etc.

GODINHO, HM. 1972 Contribuicées ao estudo do ciclo reprodutivo de Pimelodus maculatus Lacépéde, 1803 (Pisces, Siluroidei)
associado a variagoes morfoldgicas do ovdario e a fatores abidticos.  Sdo Paulo. 94p. (Tese de Doutoramento. Instituto de
Ciéncias Biomédicas, USP).

EIRAS, A.C. 1991 Célnlas sanguineas e contagem diferencial de leucocitos de 13 espécies de teledsteos do rio Parand - PR. Sao
Paulo. 95p. (Trabalho para obtengdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas. Organizagio Santamarense de Educagio e
Cultura).
¢) Livro, folheto, etc.

GOMES.FP. 1978 Curso de estatistica experimental. 8 ed. Piracicaba: Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz™. 430p.

ENGLE, R.F. e GRANGER, C.W.J. 1991 Long-run economic relationship: readings in cointegration. New York: Oxford University
Press, 301p.
d) Capitulo de livro, publicagio em obras coletivas, anais de congresso, reunidio, seminirio, etc.

MACKINNON, J.G. 1991 Critical values for comntegration tests. In: ENGLE, R.F. e GRANGER, C.W.I.  Long-run economic

relationship: readings in cointegration.  New York: Oxford University Press. p.267-276.

AMORIM, A.F. e ARFELLL C.A. 1977 Contribuigio ao conhecimento da biologia e pesca do espadarte e agulhdes no litoral sul-
sudeste do Brasil. In: CONGRESSO PAULISTA DE AGRONOMIA. 1.. Sao Paulo. 5-9/set./1977.  Anais... Sao Paulo:
Associagdo de Engenheiros Agronomos. p.197-199.

AVILA-DA-SILVA. A.O.; CARNEIRO, M.H.; FAGUNDES. L. 1999 Gerenciador de banco de dados de controle estatistico de
produgido pesqueira maritima - ProPesq®. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE ENGENHARIA DE PESCA, 11.:
CONGRESSO LATINO AMERICANO DE ENGENHARIA DE PESCA, 1., Recife. 17-21/out./1999. Anais... v.2. p.824-832.

2.2, Informacdes eletrénicas (Documentos consultados online, em CD-ROM, etc.)

- Utilizar as normas de referéncia de documentos impressos, acrescentando o enderego eletrénico em que o documento foi
consultado,

Exemplos:

FLORES, S.A. y HIRT, LM. 2002 Ciclo reproductivo y fecundidad de Pachvurus bonariensis (Steindachner. 1879), Pisces,
Scianidae. B. [nst. Pesca, Sao Paulo, 28(1): 25-31. Disponivel em: <http://www.pesca.sp.gov.br/publicagdes.shtml.> Acesso
em: 26 ago. 2004.

CASTRO, PM.G. (sem data) A pesca de recursos demersais e suas transformagoes temporais.  Disponivel em: http://
www.pesca.sp.gov.br/textos.php. Acesso em: 3 set. 2004,

SILVA, R.N. e OLIVEIRA, R. 1996 Os limites pedagogicos do paradigma da qualidade total na educagdo. In: CONGRESSO
DE INICIACAO CIENTIFICA DA UFPE, 4.. Recife, 1996. Anais eletronicos...
Disponivel em: <http://www.propesq.ufpe.br/anais/anais.htm> Ace:

TOLEDO PIZA, AR.; LOBAO, V.. FAHL, W.0. 2003 Crescimento de.

em fungdo da densidade de estocagem. In: REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA PARA O PROGRESSO
DA CIENCIA, 55., Recife, 14-18 jul./2003. Anais... Recife: Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia. 1 CD-ROM.

OBSERVACOES:

. Os manuscritos de trabalhos devem ser digitados em Word/Windows. fonte Book Antiqua, tamanho 11, espagamento
1.5 entre linhas, que devem ser numeradas, nao ultrapassando 15 paginas em tamanho A4, incluindo figura(s) e/ou
tabela(s).

. O trabalho deve ser enviado em trés vias impressas, e o(s) arquivo(s) do mesmo, em disquete ou CD-ROM.

b2

3. O trabalho sera analisado pelo Comité Editorial do Instituto de Pesca (CEIP). segundo a ordem eronolégica de recebimento,
e por revisores cientificos da area. Em seguida, caso necessario, retornara ao(s) autor(es) para modificagoes. O prazo de
retorno do trabalho do(s) autor(es) ao CEIP sera de 30 (trinta) dias, apos o qual o trabalho sera automaticamente cancelado.

4. Os originais de trabalho nédo aceito para publicagio serdo devolvidos ao(s) autor(es).

5. Os autores receberdo, ao todo. 20 (vinte) separatas. Havendo interesse por maior niimero, as despesas correrao por conta
do autor.
6. Os trabalhos n: Instituto de Pesca:

Av. Francisco M
L \ , ..
e-mail: mstituto@pesca.sp.gov.br /  pagma: www.pesca.sp.gov.br

7. Trabalho, cuja apresentacgdo ndo seguir estritamente estas normas. sera devolvido ao(s) autor(es).
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