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1 INTRODUCAO
1.1 Objetivos

O Manual de Coleta objetiva orientar a adocao de
metodologia adequada e sistematica para o conhecimento do
historico clinico, a amostragem e o exame por meio de bidpsia e
necrépsia e molecular.

1.2 Finalidade

Aplica-se aos  profissionais responsaveis pela
amostragem de itens (coleta de amostra) para fins de
diagndstico pelos métodos qualitativo ou quantitativo de
amplificacdo de acidos nucleicos.

1.3 Descri¢ao e defini¢ao

O estudo biopatoldgico executa tarefas e analise
especializada por meio de método qualitativo ou quantitativo de
amplificacdo de acidos nucleicos (PCR, qPCR etc.) e por fim a
confeccao do relatério. Em resumo, consiste em realizar uma
analise geral ou especifica seguindo uma metodologia adequada
e sistematica e que estara focada nos seguintes procedimentos:
o conhecimento do histérico clinico; a amostragem; exame por
meio de bidpsia e necrdpsia; e avaliacdo histopatoldgica e/ou
molecular.



2 PROCEDIMENTOS

a) Quanto ao conhecimento do histdrico clinico da amostra a ser
analisada: enviar todos os dados referentes ao histérico do
problema assim como o nome da fazenda, viveiro, data de
coleta, parametros fisico-quimicos, biometria, periodicidade de
arracoamento (se feito), comportamento (hiperatividade,
natacdo erratica), prevaléncia das lesdes em uma escala de
100%.

b) Quanto a amostragem: selecionar individuos que
apresentarem os mesmos sinais da doenca a ser estudada (o
laboratdrio escolherd os melhores individuos para analise).
Considerar que todos os procedimentos deverao ser feitos de
maneira rdpida para evitar mascaramento nas lesdes por
formacdo de artefatos, hipoxia e autdlise dos tecidos.

2.1 Segurancga

Utilizar luvas e cuidado ao manusear o animal para ndao causar
lesdes e/ou comprometer a anatomia e fisiologia interna.

2.2 Materiais Utilizados

e Luvas

e Pinga esterilizada

e Tubos de armazenamento
e Lapis

e Papel vegetal



2.2.1 Meios e Solugoes

eAlcool etilico 95%

eCloro ativo 200 ppm

2.3 Coleta das Amostras

Capturar camardes moribundos que apresentem sintomas da
doenca. Em caso de duvidas técnicas para a coleta, contatar o
laboratdrio.

3 FIXACAO E PRESERVACAO

Pds-larvas, branquias, hepatopancreas, pledpodos, hemolinfa e
outras amostras:

a) Confeccionar histérico (vide capitulo 2 alinea a) e
fotografar.

OBS: A elaborag¢ao de um historico e foto promove relevante
informacgao clinica na submissao de amostras, facilitando
assim a interpretacao dos resultados em relagao ao agente
causador da enfermidade nos camardes submetidos.

b) Coletar aproximadamente 0.5 g ou ml dos individuos (ver
anexo A).
c) Colocar em recipientes novos ou bem limpos com a solugao

de alcool etilico 95%.



d) Colocar os individuos dentro dos recipientes contendo a
solucdao de alcool etilico 95% (deixar amostras bem
cobertas com alcool), exemplo no anexo B.

e) Etiquetar usando lapis e papel vegetal e/ou caneta
permanente. A etiqueta deve conter a identificacao do
viveiro/tanque de origem ou familia da amostra.

f) Lacrar bem as tampas, preferencialmente rosqueada e com
reforco com plastico filme ou fita adesiva que garanta a
vedacao para impedir vazamento.

g) Fechar e lavar externamente com 200 ppm de cloro ativo
retirando em seguida o teor residual com agua potavel.

h) Embalar e enviar rapidamente.



ANEXOS



ANEXO A - REGIME DE AMOSTRAGEM PARA DIAGNOSTICO DE INDIVIDUOS
MORIMBUNDOS SELECIONADOS PARA AVALIAGAO

Para analise de PCR (atentar para a idade do camarao):

Se Idade Orgéao/tecido# Fixador |No.camardes
/Lote
PL5-35 PL inteira Alcool 95% | 30-10 (PCR)
(0.001 a 0.5¢r)
PL35-70 Cefalotérax Alcool 95% | 10-5 (PCR)
(0.5 -6qr)
6-30 gr Ple6podos/branquias | Alcool 95% 5 (PCR)
hepatopancreas
30-60 gr Ple6podos//branquias | Alcool 95% 5 (PCR)
hepatopancreas
# Pledpodos ou branquias (IMNV, WSSV, IHHNV, TSV, YHV,

MRNV, CMNV).

# Hepatopancreas (AHPND “EMS”, NHP-B, HPV, BP, EHP)
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ANEXO B - COLETA E FIXAGCAO DE AMOSTRAS PARA DIAGNOSTICO

Sistemico: IMNV, WSSV, TSV, IHHNV, YHV/GAV, PvNV

= S e

Enterico: AHPNS(EMS),BP, NHP-B, HPV, RIC

Figura 1- Formas de coleta de amostra

Figura 2. Procedimentos para embalagem de amostragens de pleopodos, pds-larvas, branquias,
hepatopancreas, hemolinfa e outras pequenas amostras; 1) colocar alcool 95% nos tubos; 2)
Colocar a amostra; 3 e 4 ) Completar com alcool, lacrar e identificar; 5) Colocar todas as amostras
em um saco maior, vedar bem e em seguida colocar o pacote protegido dentro de uma caixa de
isopor e remeter
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ANEXO C - FORMULARIO DE ATENDIMENTO

1. FORMULARIO DE ATENDIMENTO AO CLIENTE/ ORDEM DE SERVICO
Ordem de servigco n.°
Data do pedido:
1.1 DADOS DO SOLICITANTE

Solicitante:

Endereco: ‘ CEP:
Cidade/UF:

Telefone: () ou(_ ) | E-mail
Contato:

Destinatario do laudo /mesmo do solicitante D sim D NAO (favor identificar)

Deseja remessa de laudo impresso? |:| sim (sera cobrado o envio junto a NF — Nota explicativa nas orientacées)

1.2 DADOS PARA EMISSAO DE NF

Pessoa Fisica/Juridica: CNPJ/CPF:
Razao Social:

Endereco: Cidade/UF:
Inscricao Estadual/Municipal: E-mail:

Observagoes:



ANEXO D — ORDEM DE SERVICO

ORDEM DE SERVICO
N.°
Data do pedido:

1.3 Tipo de Analise

Histopatologia |:| Biologia Molecular |:|
Doenca especifica |:| Exportacéo |:| Quarentena |:|
Descricdo da amostra Selecdo de Patogenos

Tecido /6rgdo a ser coletado (em negrito melhor)

. N Hepatopancreas; I
ST Coleta Pleopodos; hemolinfa; branquias; fezes; pos larva =
Ident. pos larva inteira, cefalotorax e 2
0 inteira, cefalotorax S

i
> = > > o 3% o
nlz5lz|z2|2|€|S|a|x|z5 ¢
o Método de Origem - 2182|z|F|>|=|8|Z|u| Ty §
Descrigao (ii) Qtd . ~ g Data : Resp. Observacgdes = z ) o}

Fixacao (iii) (iv)

(*) Se a sua opcao foi “OUTRO” na tabela acima, descreva o nome do patégeno a pesquisar:

i. Identificac&o: codigo da amostra
ii. Descricdo: pés-larva, ple6podos, hepatopancreas, branquias, fezes, outro
iii. Método de fixagdo: para andlise histopatolégica: solugdo de Davidson ou alcool 70% / para analise biologia molecular: alcool 95%, buffer, congelado e outros.

iv. Origem: reproducéo, larvicultura, viveiro, beneficiamento e outros
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N.°

Data do pedido:

2. ORDEM DE SERVICO

Atencdo: Os proximos campos sdo de uso exclusivo do laboratério.

Recebimento da Amostra

Preparo da Amostra

Data:

Data:

Responsavel:

Responsavel:

sequéncia
de envio de
amostra

Identificacao
da Amostra

(origem do tanque/
viveiro e cédigo de
identificacdo)

Amostra
conforme
descricéo

Amostra
Identificada

Amostra
integra

Recipiente

integro

Observacgdes

Observagao (i.)

10

11

12

13

Total

i. Descri¢éo de sinais atipicos dos sintomas identificados ou outras informagdes relevantes acerca da amostra
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OBSERVACOES:

ORIENTACOES:

1.
2.
3.
4.

Seguir as orientagdes para coleta que constam no documento “Manual de Coleta de Amostras”.

Identificar os tubos das amostras com a origem do tanque/viveiro de forma legivel e que ndo apague facilmente.
A identificag@o deve ser compativel com as informagdes registradas neste formulario.

As amostras devem ser encaminhadas ao destinatario a seguir:

Universidade Estadual do Maranh&o, Campus Paulo VI — UEMA
Avenida Lourenco Vieira da Silva,1000, Jardim Sao Cristovao, Sao Luis — MA
CEP: 65055-970

Local de entrega: Protocolo Geral

Em atencéo:
Prof. Thales Passos de Andrade
Laboratério de Diagnostico de Doencas de Crustaceos LAQUA-UEMA

5. Para Amostras enviadas para retirada sob responsabilidade do laboratdrio, encaminhar previamente documento de identificagao
de remessa

© N

Destinatéario: Thales Passos de Andrade
CPF: 430.437.983-68
Apés o recebimento das amostras no laboratorio, o prazo para liberagéo é de até 7 dias Uteis. Em caso de duvidas, como informacdes
guanto a forma de fixacdo das amostras, enviar um e-mail para laqua@cca.uema.br
No caso de urgéncia quanto a liberacdo do relatério, antecedendo o prazo de 7 dias Uteis, sera cobrada taxa adicional.
Sera cobrada taxa adicional na Nota Fiscal, caso seja solicitada remessa de laudo impresso.
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