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1. INTRODUÇÃO 
 

Clinostomum complanatum Rudolphi, 1814 é um trematódeo digenético que 

infecta moluscos, diversas espécies de peixes de água doce e pássaros 

piscívoros (LO et al., 1981).Tal parasita possui uma distribuição global e tem sido 

reportado no Brasil, inclusive em um peixe (Rhamdia quelen) de água doce 

importante economicamente e popularmente conhecido como “Jundiá” (VIANNA 

et al., 2005; SILVA et al., 2008; DIAS et al., 2016). R. quelen reside em várzeas, 

onde ocorrem periódicas secas e inundações. Essas particularidades do ambiente 

fizeram com que essa espécie se adaptasse a locais de condições extremamente 

dinâmicas (DIAS et al., 2006). Dessa forma, R. quelen tem apresentado 

resultados satisfatórios na piscicultura, gerando relevante interesse no cultivo da 

espécie. Todavia, em seu ciclo de vida o C. complanatum, possui como segundo 

hospedeiro intermediário, alguns peixes de água doce, dentre os quais o Jundiá 

está inserido. Quando a metacercária desse parasita infecta seu hospedeiro, ela 

pode se alocar em diversos órgãos e tecidos do mesmo, inclusive os músculos, 

barbatanas e outras cavidades corporais resultando em alterações 

comportamentais e patológicas, como a Doença dos Pontos Amarelos 

(THATCHER, 1981). Os cistos formados por essa metacercária são 

majoritariamente amarelos e, portanto, quando fixados em músculos geram um 

aspecto desagradável na carne do peixe que, por sua vez, é descartado durante a 

inspeção (EIRAS et al., 1999; MILLER et al., 2004). Além disso, quando existem 

grandes cistos anexados às barbatanas, dificulta-se a locomoção do peixe e, 

consequentemente, sua busca por alimento (PAVANELLI et al., 1998). Todos os 

fatores direcionam-se à notáveis causas como a saúde do animal e as perdas 

econômicas. Adicionalmente, o C. complanatum também possui potencial 

zoonótico e alguns autores já relataram casos de faringite ou laringite em 

humanos que consumiram peixes de água doce crus, os quais estavam 

infectados por metacercárias do parasito (LEE et al., 2017; PARK et al., 2009; 

HARA et al., 2014). Quando ingerida, a metacercária atinge o estômago e 

desencista, após isso, ela migra para a garganta e fixa-se causando uma reação 

inflamatória no local (SONG et al., 2018). Devido às perdas econômicas, assim 
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como o potencial zoonótico desse trematódeo, a busca pela eficácia dos ensaios 

tornou-se alvo nos recentes anos. Técnicas moleculares, especialmente a reação 

em cadeia da polimerase (PCR), tem sido alvos de estudo (SIMSEK et al., 2018). 

Desse modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar a prevalência de infecções 

por Clinostomum em Jundiás capturados na região estuária da Laguna dos Patos 

e Canal São Gonçalo, e padronizar uma PCR para diagnóstico da presença de 

metacercárias de Clinostomum em amostras de tecidos de peixes capturados 

neste estuário. 

 

 
2. METODOLOGIA 

 
No período entre março e novembro de 2019, no Laboratório de Doenças 

Parasitárias (Faculdade de Veterinária UFPel), foram recebidas amostras de 
Rhamdia quelen capturados por cinco pescadores amadores em locais nas 
proximidades da Laguna dos Patos, Lagoa Mirim e Canal São Gonçalo. Os 
espécimes encaminhados eram imediatamente quantificados, visualmente 

inspecionados, guelras e nadadeiras eram retiradas e as carcaças devolvidas aos 
pescadores para que fossem direcionadas aos seus respectivos fins. Após a 

análise visual, as amostras que continham lesões suspeitas foram encaminhadas 
para realização de exames histopatológicos no Laboratório Regional de 

Diagnóstico da Universidade Federal de Pelotas (LRD-Faculdade de Veterinária). 
Os resultados eram confirmados utilizando chaves parasitológicas e exame 

microscópico direto das lesões (DIAS et al., 2016). Posteriormente às análises, 
amostras positivas para Clinostomum spp. e, também, com lesões suspeitas 

foram encaminhadas para extração de DNA. A extração de DNA genômico foi 
realizada com o Kit “Blood/Tissue DNA Mini Kit da Mebep Bioscience (Ludwig 

Biotec)”. O DNA extraído era validado através de eletroforese em Gel de Agarose 
1,5% e quantificação por espectrofotometria no aparelho Nanodrop®. Confirmada 
a extração do DNA, as amostras foram armazenadas em um ultrafreezer a -78ºC. 
Para o desenho dos primers, as sequências de DNA utilizadas foram baseadas 

nas disponíveis no Genbank, acessadas através da sequência KM923964, 
referentes ao genoma completo do DNA mitocondrial do Clinostomum 

complanatum. A escolha dos primers de regiões específicas foi realizada 
utilizando a ferramenta “pick primers” disponível na plataforma, apesar disso, 

optou-se por desenhar três pares de primers (Tabela 2.). 
 

Tabela 2. Sequência de primers utilizadas na PCR para detecção de Clinostomum 
spp. 

Nome Primer F Primer R Amplicon 

Primer Clin 1 5’ AGCCTACCCGTATCTGTTGC 5’ GTGATCCACCG0CTCAGAGTT 460 pb 
Primer Clin 2 5’  TTTTGCCAGGAGCGACAGAA 5’ TCTTCATCGACACACGAGCC 345 pb 
Primer Clin 3 5’ TGAAGAGTGCAGCCAACTGT 5’ CTCATTAAGCCACGACCCGA 360 pb 

 
As amostras com extração de DNA confirmadas foram submetidas à PCR. Os 

componentes da reação foram Master Mix (Ludwig Biotec®), 45 µL de mix, 1 µL 
de cada primer (F e R), 1µL de DNA de amostras (aproximadamente 100 mg de 
DNA) e 2 µL de água livre de RNAses e DNAses. O volume da reação foi de 50 
µL. As condições utilizadas no termociclador foram: Hold de 95ºC por 2 minutos; 
PCR em 3 etapas (95ºC por 30 segundos, 48ºC por 1 minuto, 72ºC por 1minuto e 



 

 

15 segundos) com 40 ciclos de repetições; Hold final a 4ºC por 1 minuto e 
finalização da reação. Em seguida, após a padronização com amostras positivas, 
utilizamos o mesmo padrão para avaliar amostras capturadas diretamente pela 

técnica molecular.  
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

A partir da PCR padronizada, empregamos a técnica em 174 amostras de 
Rhamdia quelen recebidas, das quais 63 (36,21%) testaram positivo para 

Clinostomum spp. Os resultados obtidos assemelham-se aos de outros trabalhos 
descritos na região em que as prevalências de parasitismo foram próximas de 

40% (DIAS et al., 2016; VIANNA et al., 2005). Tratando-se dos exames 
histopatológicos, as amostras submetidas à inspeção e microscopia direta tiveram 
diagnóstico confirmado. Em relação as reações de PCR também foram positivas 

tanto para as amostras histologicamente confirmadas quanto para amostras 
submetidas ao teste sem diagnóstico prévio. Apesar disso, nas condições de 
corrida empregadas, não houve reações positivas utilizando o primer Clin2. 
Somente as reações utilizando os primers Clin1 e Clin3 foram capazes de 

detectar e amplificar fragmentos de DNA de Clinostomum spp. extraídos de 
lesões em tecidos musculares de Jundiás. Os produtos das PCR realizadas 

utilizando os primers Clin1 e Clin3 apresentaram bandas nas posições e 
tamanhos esperados, 460 pares de bases (Clin1) e 360 pares de bases (Clin3). 
Desse modo, a técnica molecular de PCR demonstra-se efetiva na detecção de 

Clinostomum spp. a partir de lesões musculares em R. quelen, podendo ser 
aplicada no intuito de auxiliar o diagnóstico histopatológico desse parasita. 

Considerando o potencial zoonótico desse parasita, a eficácia no diagnóstico 
desse parasita em Jundiás torna-se relevante, uma vez que já existem relatos de 
casos de infecções humanas por C. complanatum (PARK et al., 2009; LEE et al., 

2017) em países asiáticos e, com a ampla disseminação da culinária oriental, 
inclusive no Brasil, pode-se tornar um fator de risco para consumidores desses 

alimentos (WILLIAMS et al., 2020). Adicionalmente, o diagnóstico eficaz também 
auxilia em estudos epidemiológicos, possibilitando melhores avaliações sobre a 

prevalência e incidência de casos de Clinostomum em Jundiás, uma espécie 
predominante desde o sudeste do México até o centro da Argentina (DIAS et al., 

2016).  
 
 

4. CONCLUSÕES 
 

De acordo com os resultados, a prevalência de infecções por Clinostomum na 
amostra estudada, a partir de animais da região estuária da Laguna dos Patos e 

Canal São Gonçalo é de 36,21%. Além disso, PCR apresenta-se como uma 
ferramenta eficaz na detecção de Clinostomum a partir de lesões de tecidos 

provenientes de Rhamdia quelen, pois a técnica foi capaz de confirmar 
diagnósticos positivos previamente confirmados e detectar novos positivos em 

amostras sem prévia avaliação histopatológica. Adicionalmente, a PCR pode ser 
uma ferramenta auxiliar no diagnóstico desse parasita elevando não só a 

sensibilidade, mas também a rapidez do teste. Tais fatores serão de grande 
importância para futuros estudos epidemiológicos, assim como para saúde 

pública, visto que o consumo de peixes de água doce, típico da culinária oriental, 
permanece em constante expansão no Rio Grande do Sul e no Brasil.  
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