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Resumo

Clinostomum complanatum Rudolphi, 1814 é um trematodeo digenético que infecta moluscos, diversas espécies de
peixes de 4gua doce e péssaros piscivoros. Em seu ciclo de vida, o C. complanatum possui como segundo hospedeiro
intermediério alguns peixes de dgua doce, dentre os quais o Jundia (Rhamdia quelen). Desse modo, o objetivo do
presente estudo foi avaliar a prevaléncia de infeccdes por Clinostomum em Jundids capturados na regido estuaria de
Pelotas/RS e padronizar a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para diagndstico da presenca de metacercarias em
amostras de tecidos de peixes capturados neste estudrio. Para a realizacdo do estudo transversal e padronizagdo da
PCR, utilizou-se 174 amostras de Jundias (Rhamdia quelen), capturados por pescadores amadores em 5 diferentes
pontos em locais proximos a Laguna dos Patos, Lagoa Mirim ou o Canal S&o Gongalo. A prevaléncia de parasitismo
por Clinostomum spp. com diagnostico através de chaves parasitoldgicas foi de 36,21%, com variacoes da prevaléncia
de acordo com os pontos relatados de captura dos espécimes de Jundid, sendo confirmado a partir da PCR
padronizada. Conclui-se que a prevaléncia é alta nos jundias analisados e a PCR pode ser uma ferramenta auxiliar no
diagnostico desse parasita elevando ndo sé a sensibilidade, mas também a rapidez do teste. Tais fatores serdo de
grande importancia para futuros estudos epidemiolégicos, assim como para salde publica, visto que o consumo de
peixes de agua doce, tipico da culinaria oriental, encontra-se em expansdo no Rio Grande do Sul e no Brasil.
Palavras-chave: Parasitismo; Salde publica; Diagnéstico molecular; Peixes.

Abstract
Clinostomum complanatum Rudolphi, 1814 is a digenetic trematode that infects mollusks, several species of
freshwater fish and piscivorous birds. In its life cycle, C. complanatum has as its second intermediate host some
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freshwater fish, among which Jundid (Rhamdia quelen). Thus, the aim of the present study was to evaluate the
prevalence of Clinostomum infections in Jundiés captured in the estuary region of Pelotas/RS and to standardize a
Polymerase Chain Reaction (PCR) to diagnose the presence of metacercariae in tissue samples from fish captured in
this estuary. In the cross-sectional study and the standardization of PCR, 174 samples of Jundias (Rhamdia quelen),
captured by amateur fishermen at 5 different points in locations close to Laguna dos Patos, Lagoa Mirim or the Séo
Gongalo Channel were used. The prevalence of parasitism by Clinostomum spp. with diagnosis through
parasitological keys was 36.21%, with variations in prevalence according to the reported capture points of specimens
from Jundia, being confirmed by standardized PCR. It is concluded that the prevalence is high in the analyzed silver
catfish and PCR can be an auxiliary tool in the diagnosis of this parasite, increasing not only the sensitivity, but also
the speed of the test. Such factors will be of great importance for future epidemiological studies, as well as for public
health, since the consumption of freshwater fish, typical of oriental cuisine, is expanding in Rio Grande do Sul and
Brazil.

Keywords: Parasitism; Public health; Molecular diagnosis; Fish.

Resumen

Clinostomum complanatum Rudolphi, 1814 es un trematodo digenetic que infecta a los moluscos, varias especies de
peces de agua dulce y aves piscivoras. En su ciclo de vida, C. complanatum tiene como segundo hospedador
intermedio algunos peces de agua dulce, entre los que se encuentran Jundia (Rhamdia quelen). Asi, el objetivo del
presente estudio fue evaluar la prevalencia de infecciones por Clinostomum en Jundias capturadas en la regién del
estuario de Pelotas/RS y estandarizar la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) para diagnosticar la presencia de
metacercarias en muestras de tejido de peces capturados en este estuario. Para realizar el estudio transversal y
estandarizacién de la PCR, se utilizaron 174 muestras de Jundids (Rhamdia quelen), capturadas por pescadores
aficionados en 5 puntos diferentes en localidades cercanas a Laguna dos Patos, Lagoa Mirim o Canal Sdo Gongalo. La
prevalencia de parasitismo por Clinostomum spp. con diagnéstico por claves parasitoldgicas fue de 36,21%, con
variaciones en la prevalencia segln los puntos de captura reportados de los especimenes de Jundi, siendo confirmada
por PCR estandarizada. Se concluye que la prevalencia es alta en el bagre plateado analizado y la PCR puede ser una
herramienta auxiliar en el diagndstico de este parésito, aumentando no solo la sensibilidad, sino también la rapidez de
la prueba. Tales factores seran de gran importancia para futuros estudios epidemioldgicos, asi como para la salud
publica, ya que el consumo de pescado de agua dulce, tipico de la cocina oriental, se estd expandiendo en Rio Grande
do Sul y Brasil.

Palabras clave: Parasitismo; Salud publica; Diagnéstico molecular; Peces.

1. Introducéo

Clinostomum complanatum Rudolphi, 1814 é um trematddeo digenético que infecta moluscos, diversas espécies de
peixes de agua doce e passaros piscivoros (Lo et al., 1981). Tal parasita possui uma distribuicéo global e tem sido reportado no
Brasil, inclusive em um peixe (Rhamdia quelen) de agua doce importante economicamente e popularmente conhecido como
“Jundid” (Vianna et al., 2005; Silva et al., 2008; Dias et al., 2016).

R. quelen reside em varzeas, onde ocorrem periddicas secas e inundagdes. Essas particularidades do ambiente fizeram
com que essa espécie se adaptasse a locais de condigdes extremamente dindmicas (Dias et al., 2006). Dessa forma, R. quelen
tem apresentado resultados satisfatorios na piscicultura, gerando relevante interesse no cultivo da espécie.

Em seu ciclo de vida, o C. complanatum, possui como segundo hospedeiro intermediario, alguns peixes de agua doce,
dentre os quais o Jundia esta inserido. Quando a metacercéria desse parasita infecta seu hospedeiro, ela pode se alocar em
diversos 6rgdos e tecidos do mesmo, inclusive os musculos, barbatanas e outras cavidades corporais resultando em alteracoes
comportamentais e patoldgicas, como a Doenca dos Pontos Amarelos (Thatcher, 1981).

Os cistos formados por essa metacercaria sao majoritariamente amarelos e, portanto, quando fixados em musculos
geram um aspecto desagradavel na carne do peixe que, por sua vez, é descartado durante a inspecdo (Eiras et al., 1999; Miller
et al., 2004). Além disso, quando existem grandes cistos anexados as barbatanas, dificulta a locomocdo do peixe e,
consequentemente, sua busca por alimento (Pavanelli et al., 1998). Todos esses fatores direcionam-se a notaveis consequéncias
para o animal, refletindo na sua salde e em perdas econdmicas.

Adicionalmente, o C. complanatum também possui potencial zoondtico e alguns autores ja relataram casos de

faringite ou laringite em humanos que consumiram peixes de dgua doce crus, 0s quais estavam infectados por metacercarias do
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parasito (Lee et al., 2017; Park et al., 2009; Hara et al., 2014). Quando ingerida, a metacercaria atinge o estdmago e desencista,
apos isso, ela migra para a garganta e fixa-se causando uma reacdo inflamatdria no local (Song et al., 2018).

Devido as perdas econdmicas, assim como o potencial zoon6tico desse trematddeo, a busca pela eficacia dos ensaios
tornou-se alvo nos recentes anos. Técnicas moleculares, especialmente a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tem sido
alvos de estudo (Simsek., 2018). Desse modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar a prevaléncia de infecces por
Clinostomum em Jundias capturados na regido estuaria da Laguna dos Patos e Canal Sdo Goncalo, na regido de Pelotas (RS), e
padronizar uma PCR para diagnéstico da presenca de metacercérias de Clinostomum em amostras de tecidos de peixes

capturados neste estuario.

2. Metodologia

Para a realizacdo do estudo observacional transversal de natureza quantitativa (Pereira et al., 2018), utilizou-se
amostras de Jundias (Rhamdia quelen), capturados por pescadores amadores em 5 diferentes pontos em locais préximos a
Laguna dos Patos, Lagoa Mirim ou o Canal S0 Gongalo (Tabela 1). As amostras eram trazidas pelos pescadores, onde 0s
espécimes eram quantificados, inspecionados visualmente, retiradas as nadadeiras e guelras e devolvida a carcaca dos peixes

aos pescadores, para que as mesmas fossem utilizadas aos seus originais propdsitos.

Tabela 1. Locais de captura de Jundias (Rhamdia quelen) por pescadores amadores nas regides entre a Laguna dos Patos € a

Lagoa Mirim, no periodo de marco a novembro de 2019.

Ponto de captura Latitude Longitude

Ponto 1 — Lagoa do Fragata 31°47'40.20"S 52°23'24.03"0
Ponto 2 — Barragem Eclusa 31°48'55.38"S 52°23'30.16"0
Ponto 3 — Foz do Piratini 31°58'39.46"S 52°25'16.38"0
Ponto 4 — Lagoa Formosa 32°04'28.35"S 52°31'22.93"0
Ponto 5 — Santa Isabel 32°07'09.84"S 52°36'04.38"0

Fonte: Autores.

O periodo de recebimento das amostras foi de margo a novembro de 2019, respeitando os periodos de defeso para a
piracema, sem receber amostras de peixes capturados fora deste periodo. Os espécimes encaminhados eram imediatamente
quantificados, visualmente inspecionados, guelras e nadadeiras eram retiradas e as carcagas devolvidas aos pescadores para
que fossem direcionadas aos seus respectivos fins.

Ap6s a analise visual, as amostras que continham lesdes suspeitas foram encaminhadas para realizacdo de exames
histopatoldgicos no Laboratério Regional de Diagndstico da Universidade Federal de Pelotas (LRD-Faculdade de Veterinaria).

Os resultados foram confirmados utilizando chaves parasitolégicas e exame microscopico direto das lesdes (Figura 1).
Posteriormente as analises, as amostras positivas para Clinostomum spp confirmadas por histopatologia foram encaminhadas
para extracdo de DNA e formacéo de banco de DNA para uso como controle positivo. As amostras suspeitas foram submetidas
também a extracdo de DNA para o0 uso na detecgdo por PCR.

A extracdo de DNA gendmico foi realizada com o Kit “Blood/Tissue DNA Mini Kit da Mebep Bioscience (Ludwig
Biotec)”. O DNA extraido era validado através de eletroforese em Gel de Agarose 1,5% e quantificacdo por espectrofotometria
no aparelho Nanodrop®. Apds confirmada a extragdo do DNA, as amostras foram armazenadas em um ultrafreezer a -78°C.
Para o desenho dos primers, as sequéncias de DNA utilizadas foram baseadas nas disponiveis no Genbank, acessadas através

da sequéncia KM923964, referentes ao genoma completo do DNA mitocondrial do Clinostomum complanatum.
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Figura 1. Analise macroscépica e histopatoldgica realizada no laboratério, onde: (A) Rhamdia quelen parasitado, com
presencas de metacercarias de Clinostomum spp. nas branquias e musculos; (B) Rhamdia quelen com metacercarias de
Clinostomum spp nas nadadeiras caudais; (C) e (D) Corte histolégico em tamanhos diferentes de fragmento do musculo de
jundia (Rhamdia quelen) com cistos aderidos e com a presenca de metacercarias progenéticas de Clinostomum spp. dentro dos

cistos.

-

Fonte: Autores.

A escolha dos primers de regides especificas foi realizada utilizando a ferramenta “pick primers” disponivel na
plataforma, apesar disso, optou-se por desenhar trés pares de primers (Tabela 2).

As amostras com extracdo de DNA confirmadas foram submetidas & PCR. Os componentes da reagdo foram Master
Mix (Ludwig Biotec®), 45 pL de mix, 1 pL de cada primer (F e R), 1uL de DNA de amostras (aproximadamente 100 mg de
DNA) e 2 pL de 4gua livre de RNAses e DNAses. O volume da reagdo foi de 50 uL.
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Tabela 2. Primers utilizadas na PCR para detec¢do de Clinostomum spp.

Nome Sequéncias Amplicon

. F5 AGCCTACCCGTATCTGTTGC
Clin1 460 pb
R 5 GTGATCCACCGOCTCAGAGTT

F 5 TTTTGCCAGGAGCGACAGAA
Clin 2 345 pb
R 5> TCTTCATCGACACACGAGCC

) F 5> TGAAGAGTGCAGCCAACTGT
Clin 3 360 pb
R 5 CTCATTAAGCCACGACCCGA

Fonte: Autores.

As condicBes utilizadas no termociclador foram: Hold de 95°C por 2 minutos; PCR em 3 etapas (95°C por 30
segundos, 48°C por 1 minuto, 72°C por 1minuto e 15 segundos) com 40 ciclos de repeti¢bes; Hold final a 4°C por 1 minuto e
finalizagdo da reacdo. Em seguida, apds a padronizagdo com amostras positivas, utilizamos o mesmo padrdo para avaliar

amostras capturadas diretamente pela técnica molecular.

3. Resultados e Discussao

Dentre as 174 amostras de jundié recebidas, a prevaléncia de parasitismo por Clinostomum spp. com diagndstico
através de chaves parasitoldgicas foi de 36,21%, com variagdes da prevaléncia de acordo com os pontos relatados de captura
dos espécimes de Jundia (Tabela 3).

A partir da PCR padronizada, realizou-se a técnica em todas as 174 amostras de Rhamdia quelen recebidas, das quais
63 (36,21%) testaram positivo para Clinostomum spp. Os resultados obtidos confirmaram a prevaléncia obtida através dos
métodos tradicionais, assemelhando-se aos trabalhos descritos na regido em que as prevaléncias de parasitismo foram préximas
de 40% (Vianna et al., 2005; Dias et al., 2016).

Em relagdo as reacbes (PCR) também foram positivas tanto para as amostras histologicamente confirmadas quanto
para amostras submetidas ao teste sem diagnostico prévio. Apesar disso, nas condi¢Bes de corrida empregadas, ndo houve
reagdes positivas utilizando o primer Clin2. Somente as reagdes utilizando os primers Clinl e Clin3 foram capazes de detectar

e amplificar fragmentos de DNA de Clinostomum spp. extraidos de lesdes em tecidos musculares de Jundiés.

Tabela 3. Nimero de espécimes de Jundia (Rhamdia quelen) parasitados por Clinostomum spp. sobre o total de amostras

analisadas e a prevaléncia do parasitismo em diferentes pontos de captura.

Ponto de captura Positivos/Total — (Prevaléncia)
Ponto 1 — Lagoa do Fragata 6/17 — (35,29%)

Ponto 2 — Barragem Eclusa 3/23 — (13,04%)

Ponto 3 — Foz do Piratini 10/29 - (34,48%)

Ponto 4 — Lagoa Formosa 19/32 - (59,37%)

Ponto 5 — Santa Isabel 25/73 — (34,25%)

Total 63/174 — (36,21%)

Fonte: Autores.

Os produtos da PCR realizadas utilizando os primers Clinl e Clin3 apresentaram bandas nas posi¢es e tamanhos

esperados, 460 pares de bases (Clinl) e 360 pares de bases (Clin3) (Figura 2). Desse modo, a PCR padronizada neste estudo
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demonstra-se efetiva na deteccdo de Clinostomum spp. a partir de lesbes musculares em R. quelen, podendo ser aplicada no
intuito de auxiliar o diagnostico histopatoldgico desse parasita.

Considerando o potencial zoonético desse parasita, a eficcia no diagnostico desse parasita em Jundias torna-se
relevante, uma vez que ja existem relatos de casos de infecgdes humanas por C. complanatum (Park et al., 2009; Lee et al.,
2017) em paises asiaticos e, com a ampla disseminacdo da culindria oriental, inclusive no Brasil, pode-se tornar um fator de
risco para consumidores desses alimentos (Williams et al., 2020).

As trairas (Hoplias malabaricus), espécie abundante na regido e de maior importancia econdmica, como também
algumas outras espécies, tém relatos de parasitismo por Clinostomum spp (Costa; et al., 2015). Porém a sua prevaléncia parece
ser menor ou menos relatada nos demais estudos, e 0 uso desta ferramenta ira ajudar a melhorar o diagnostico dessa doenga em

varias espécies de hospedeiros.

Figura 2. Revelagdo da PCR para deteccdo e amplificacdo de fragmentos de DNA de Clinostomum spp. em amostras de
musculo de Jundias (Rhamdia quelen) por Eletroforese de DNA em gel de agarose 1%. Slotl: Ladder 100pb; Slot2: PCR
(Primer Clinl com controle positivo); Slot3: PCR (Primer CLinl1 com amostra de campo); Slot4: Ladder 100 pb; Slot5: PCR
(Primer Clin2 com controle positivo); Sloté: PCR (Primer Clin2 com amostra de campo); Slot7: PCR (Primer Clin3 com

controle positivo); Slot8: PCR (Primer Clin 3 com amostra de campo).

Fonte: Autores.

A deteccdo deste parasito por PCR ira auxiliar inclusive na busca por DNA de ovos de Clinostomum nas fezes de
passaros hospedeiros, ajudando assim a realizar estudos epidemiol6gicos mais completos e complexos e gerando dados mais
robustos que irdo auxiliar os pesquisadores a adotar futuras medidas de controle para minimizar os riscos de contaminacdo dos
peixes destinados ao consumo humano. Garantindo assim a seguranca alimentar nesta cadeia, atingindo todos os niveis dela,
desde a pesca artesanal, piscicultura e a industria de pescados.

Adicionalmente, o diagnostico eficaz também auxilia em estudos epidemiolégicos, possibilitando melhores avaliagdes
sobre a prevaléncia e incidéncia de casos de Clinostomum em Jundias, uma espécie predominante desde o sudeste do México

até o centro da Argentina (Dias et al., 2016).
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4. Consideracdes Finais

De acordo com os resultados, a prevaléncia de infeccdes por Clinostomum na amostra estudada, a partir de animais da
regido estuaria da Laguna dos Patos e Canal Sdo Gongalo é de 36,21%. Além disso, PCR apresenta-se como uma ferramenta
eficaz na deteccdo de Clinostomum a partir de lesdes de tecidos provenientes de Rhamdia quelen, pois a técnica foi capaz de
confirmar diagndsticos positivos previamente confirmados e detectar novos positivos em amostras sem prévia avaliagdo
histopatolégica.

Trabalhos futuros utilizando a PCR padronizada neste estudo, consolidardo a técnica como uma ferramenta auxiliar no
diagndstico desse parasita elevando ndo s6 a sensibilidade, mas também a rapidez do teste. Tais fatores serdo de grande
importancia para futuros estudos epidemiolégicos, assim como para salde publica, visto que o consumo de peixes de adgua

doce, tipico da culinaria oriental, encontra-se em expansao no Rio Grande do Sul e no Brasil.
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