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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.



INTRODUCAO

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 Aquético Cddigo Aquatico

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

Enfermidade MSX infeccao por Haplosporidium nelsoni



(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 %o, 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 condicdo. Nas ostras tolerantes, o indice de condicdo diminui com o aumento da
infeccdo. 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.

Plasmddios de H. costale ocorrem entre as células do tecido conjuntivo, glandula
digestiva, manto e génada (Figura 2). A esporulagcado é tida como final das infeccbes; 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 plasmédios se
desenvolvem entre margo e abril, seguidos por esporulagdes 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 € na auséncia de

esporos, a identificagdo dos parasitas requer teste