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|dentificagdo do Acantocéfalo
Neoechinorhynchus buttnerae em
Plancton de Viveiros de Producao de
Tambaqui (Colossoma macropomum)’

Magda Vieira Benavides?
Sandro Loris Aquino Pereira®
Edsandra Campos Chagas*
Patricia Oliveira Maciel®
Carlos José Hoff de Souza®

Resumo — O tambaqui (Colossoma macropomum) é a segunda espécie de
interesse produtivo no Brasil e a primeira em produgéo na regidao Norte do
Pais. Com o aumento do cultivo veio também o aparecimento de surtos do
acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae, primeiramente observado no
estado do Amazonas, e que vem crescendo em outros estados da regiao
Norte. A acantocefalose é uma parasitose do trato gastrintestinal que retarda
o crescimento dos peixes, podendo até leva-los a morte. Dados prelimina-
res de levantamento parasitario do Projeto Aquasec-Rede de Pesquisa em
Epidemiologia de Enfermidades Bacterianas e Parasitarias e Prospecgao de
Virus em Tambaquis, nos Polos Produtivos de Rio Preto da Eva, AM, Baixo
Sao Francisco, AL/SE, e de pacus na Grande Dourados, MS, e Fatores de
Risco Associados, financiado pelo CNPg/MPA 2012-2014, evidenciaram o
problema da alta infec¢do por acantocéfalos no cultivo de tambaqui em Rio
Preto da Eva, principal municipio de alta produgao piscicola no Amazonas.
Em funcéo dessa problematica, o projeto identificou a forma do parasito em
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hospedeiros intermediarios presentes na agua de viveiros de produgao e de
abastecimento, por meio de reacdo em cadeia da polimerase (PCR - sigla
em inglés), como forma de indicar quais viveiros estdo positivos para o para-
sito e, assim, ndo precisar realizar a eutanasia dos peixes para essa mesma
finalidade.

Termos para indexagao: tambaqui, acantocéfalo, plancton, PCR.
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|dentification of Acantocephala Neoechinorhynchus
buttnerae in Plancton of Tambaqui
(Colossoma macropomum) Fish Ponds

Abstract — Tambaqui (Colossoma macropomum) is the second tropical fish
species of productive interest in Brazil and the first in commercial production
in the Northern region of the country. With the increase of tambaqui produc-
tive farms, outbreaks of the acantocephalus Neoechinorhynchus buttnerae,
which was first observed in the State of Amazonas and reports show it is
now causing problems in other Brazilian Northern States. Neoechinorhynchus
buttnerae is a parasite of the intestinal tract that stunts fish growth and can
lead to death. Preliminary data in parasitic surveillance of an earlier research
project (AQUASEC “Research network in bacterial, parasitic and viral dis-
eases epidemiology in tambaqui fish, in Rio Preto da Eva (AM), Baixo Sao
Francisco (AL/SE), and pacus in Grande Dourados (MS) productive regions,
and associated risk factors”, CNPg/MPA 2012-2014 grant), highlighted the
problem of high infection by acantocephala in tambaqui ponds at Rio Preto da
Eva (Amazonas State main tambaqui productive region). The present work
was carried out to identify acantocephala DNA in plancton intermediate hosts,
by means of Polymerase Chain Reaction (PCR) as a way to spot which fish
ponds are positive for this parasite, instead of conducting euthanasia in fish
to single out positive parasite infected ponds, for sanitary control measures.

Index terms: tambaqui, acantocephala, plancton, PCR.
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Problema

Colossoma macropomum (Cuvier 1818), conhecido vulgarmente como
tambaqui (Figura 1), € um peixe da ordem Characiformes, pertencente a fa-
milia Serrasalmidae, nativo dos rios Amazonas, Orinoco e seus afluentes. O
tambaqui alcanga porte maximo em torno de 100 cm de comprimento e peso
superior a 40 kg. Em cultivo, essa espécie atinge a maturagdo sexual em
até 3 anos (Goulding; Carvalho, 1982; Araujo-Lima; Goulding, 1998) e pode
alcangar 2,62 kg de peso e produgao de 18.530 kg/ha, em altas densidades,
apos 10 meses de engorda (Izel et al., 2013).

Figura 1. (A-D) Diversidade de detalhes da probdscide de espécies de acantocéfalos
por microscopia eletrénica.

Fonte: Garcia-Prieto et al. (2014).
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A criagdo do tambaqui € realizada em praticamente todo o Pais, com ex-
cegao dos estados do Parana, de Santa Catarina e do Rio Grande do Sul
(IBAMA, 2005; 2007). A expansao da criacao dessa espécie é atribuida ao
seu excelente potencial para producgéo intensiva. Contudo, um dos principais
problemas relacionados a criagao, na atualidade, € a ocorréncia de doencgas
parasitarias, com destaque para o grupo dos acantocéfalos (Figura 1), que
vém preocupando os piscicultores em razéo das altas infec¢des registradas
no estado do Amazonas (Aquino-Pereira et al., 2014; Gomes et al., 2014).

Com 1.100 espécies, aproximadamente, os acantocéfalos sdo o menor
grupo de parasitos, ocorrendo em peixes na natureza e de cultivo (Bush et al.,
2001; Nickol, 2006). O ciclo de vida desse grupo ¢ indireto, sendo necessario
um artropode como hospedeiro intermediario e um vertebrado como hospe-
deiro definitivo (Santos et al., 2013). Os acantocéfalos adultos parasitam o
intestino delgado de seus hospedeiros peixes, nesse 6rgao também ocorre a
reproducao (Santos et al., 2013).

Os ovos fertilizados séo liberados nas fezes e ingeridos por crustaceos
(anfipodos, copépodes, isépodes ou ostracodas) presentes no ambiente
aquatico (Nickol, 2006; Santos et al., 2013). A fase infectante para o hos-
pedeiro intermediario € chamada de acantor. A larva s6é se desenvolve apds
predacéo do ovo (Thatcher, 2006). Depois de eclodida se desenvolve até
cistacanto (Nickol, 2006; Santos et al., 2013), que é a forma infectante para
o hospedeiro definitivo.

E importante destacar que, para o controle de uma enfermidade, se deve
atuar em duas frentes, uma delas € o tratamento da doenga propriamente
dito, a outra é a prevencgao, tanto evitando a entrada quanto reduzindo ou
eliminando as chances de reinfeccao.

Ha uma preocupagao por parte do setor produtivo e de pesquisadores
que surtos de doengas de organismos aquaticos estejam relacionados com
a intensificagdo da aquicultura, portanto o conhecimento das doengas que
podem se agravar nesse tipo de sistema, bem como o emprego de boas prati-
cas de manejo sanitario, € fundamental. Ressalta-se, assim, a importancia de
estudos sobre o ciclo de vida do parasito com énfase na identificagcdo de seus
hospedeiros intermediarios e nas medidas de controle eficazes e seguras
para o acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae no cultivo de tambaquis.
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Atualmente os métodos de diagndstico para o acantocéfalo N. buttnerae
consistem na avaliacdo dos peixes post mortem. Entretanto, a padronizagao
de métodos que permitam a identificagdo precoce de peixes infectados e de
viveiros infestados possibilitaria o tratamento dos hospedeiros e do ambiente
e a reducéao das perdas econdmicas por essa parasitose.

Objetivo

Identificar a presenca de formas intermediarias do acantocéfalo N. buttne-
rae por meio de PCR no plancton de viveiros de tambaquis (C. macropomum).

Material e Métodos

Pisciculturas comerciais (n=3) de tambaqui do municipio de Rio Preto da
Eva, AM, foram amostradas (n= 1 viveiro por piscicultura e n=18 peixes por
piscicultura) e a ocorréncia de parasitos adultos foi registrada no trato gas-
trointestinal de peixes naturalmente parasitados por N. buttnerae. Os peixes
foram eutanasiados, e, apds necropsia, os parasitos foram coletados e arma-
zenados a -80 °C.

Paralelamente foram amostrados planctons dos viveiros de origem dos
peixes e do local de abastecimento de agua dos viveiros nas propriedades
com peixes parasitados e nao parasitados. De cada viveiro trés amostras de
plancton foram retiradas e trés do local de abastecimento dos viveiros.

Para a coleta de plancton utilizou-se rede de plancton (30 cm de diametro
x 70 cm de comprimento, 68 um de abertura de malha e copo de PVC de 150
mL) e realizaram-se arrastos horizontais subsuperficiais, paralelos as mar-
gens dos viveiros, com posterior filtragem desse volume de agua com penei-
ras de metal de malha igual a 180 ym (Aquino-Pereira et al., 2016).

Amostras de DNA foram extraidas das amostras de plancton, e PCRs com
primers especificos para o acantocéfalo N. buttnerae foram desenhados para
identificar a presenca do parasito no plancton de viveiros.

A extragdo de DNA do plancton foi realizada com a metodologia descri-
ta por Beltran et al. (2008), exceto que as amostras de plancton foram so-
nicadas previamente ao protocolo de extragdo. Apds teste de temperatura



Identificagdo do acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae em plancton de viveiros de produgéo de
tambaqui (Colossoma macropomum) 13

de anelamento, as PCRs foram realizadas seguindo 1 ciclo de 95 °C por
2 minutos, 30 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 51,7 °C por 20 segundos,
72 °C por 30 segundos e 1 ciclo de 72 °C por 5 minutos para a extensao
final. A sequéncia dos primers foi ACTTTGCGCTGCCGAATT (primer sense)
e CTTGTCCCTCTAATAAGCATC (primer antisense), com fragmento amplifi-
cado de 754 pb (Figura 2). A localizagdo dos primers foi priorizada em zonas
de alta diversidade do RNA ribossomal 18S quando comparado com as de-
mais espécies do género Neoechinorhynchus (Neoechinorhynchus crassus
AF001842, Neoechinorhynchus buttnerae MK249749, Neoechinorhynchus
saginata AY830150 e Neoechinorhynchus pseudemydis NPU41400), con-
siderando que esse gene apresenta homologia superior a 93% entre as es-
pécies desse género que foram analisadas por estarem com a sequéncia
disponivel no Genbank.

Resultados e Discussao

A presenca de N. buttnerae nos hospedeiros intermediarios, por meio da
técnica de PCR no plancton, e de parasitos no sistema gastrintestinal dos
peixes coletados foi um fator para identificar falsos positivos nos viveiros
comerciais.

Os viveiros de produgcdo mostraram peixes parasitados por N. buttnerae,
sendo que a prevaléncia em duas das pisciculturas foi de 100%, enquanto
uma das pisciculturas (a suposta como controle negativo) foi de um parasito
adulto em um peixe (tanque 3; 5,55%; 1/18), quantidade suficiente para mos-
trar o diagndstico positivo da propriedade.

Dos dois viveiros com 100% de peixes parasitados, as PCRs mostraram
resultados positivos, sendo que, em um desses viveiros, a fonte de abasteci-
mento de agua também mostrou PCRs com resultados positivos, sugerindo
que a agua de abastecimento estava sendo fonte de contaminagéo dos pei-
Xes com o parasito.

No viveiro com 5,55% de peixes parasitados (viveiro 3), o resultado de
PCR foi positivo no plancton do viveiro de produgédo, mas nao no local de
abastecimento deste, sugerindo que a contaminacao pode ter origem em ale-
vinos parasitados oriundos de pisciculturas de reprodugéo ou de outra ori-
gem, como no povoamento do viveiro de engorda com peixes recriados em



14 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 33

viveiros contaminados pelo parasito. Outra fonte de contaminag¢édo pode ser
a nao desinfeccdo adequada do viveiro antes do inicio de um ciclo produti-
vo com historico de peixes parasitados. A contaminagéo do plancton por N.
buttnerae no viveiro 3, via PCR, mostra que ha potencial de aumento da pre-
valéncia nos peixes, uma vez que o parasito esta presente nos hospedeiros
intermediarios que compdem o plancton.

Tabela 1. Ocorréncia do acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae em tambaqui
(Colossoma macropomum) apos exame post mortem e em plancton de viveiros e
agua de abastecimento, via PCR, de trés pisciculturas amostradas em Rio Preto da
Eva, AM.

Plancton
Piscicultura PCR PCR N°  idos N Prevaléncia
am2 am3 total parasit. (%)
NG Viveiro e 0 O0® 18 18 0 100
Abast. nd nd nd - -
NP Viveiro o® ®0 nd 18 18 0 100
Abast. ® ® (¢} - -
5 Viveiro o @ o® 18 1 17 5,55
Abast. (0] (0] (0] - -

@ - PCR positiva; O — PCR negativa; nd — nao disponivel

Replicatas de géis de agarose foram corridas quando detectaram-se
amostras PCR negativas inicialmente. Descobriu-se que, posteriormente, es-
sas amostras apareceram como PCR positiva em outro gel, mostrando ser a
primeira analise um falso negativo (Figura 2). Salienta-se que a quantidade
de plancton, principalmente na dgua de abastecimento, em geral, é extre-
mamente pequena, portanto a extracao de DNA foi realizada com 500 uL de
amostra inicial.

Qutro problema encontrado na metodologia foi o uso de SYBR green
como corante para os fragmentos de PCR. Esse produto distorce o tamanho
dos fragmentos de DNA em razado de diferengas na concentragao de DNA de
cada uma das amostras (Figura 3).
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Figura 2. Primeira rodada de gel de agarose a 1,5% mostrando fragmentos de PCR
em torno de 754 pares de base. Controle agua (faixa 1), controle parasito (faixa 2),
viveiro 2 amostra 1 (faixa 6), marcador 100 bp (faixa 7), viveiro 2 amostra 2 (faixa 8),
viveiro 3 amostra 1 (faixa 9), viveiro 3 amostra 2 (faixa 10), viveiro 3 amostra 3 (faixa

11), controle parasito (faixa 12).
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Figura 3. Segunda rodada de gel de agarose a 1,5% mostrando fragmentos de PCR em
torno de 754 pares de base. Controle agua (faixa 1), controle parasito (faixa 2), viveiro1
amostra 1 (faixa 3), viveiro 1 amostra 2 (faixa 4), viveiro 1 amostra 3 (faixa 5), viveiro 2
amostra 1 (faixa 6), viveiro 2 amostra 2 (faixa 7), viveiro 3 amostra 1 (faixa 8), viveiro 3
amostra 2 (faixa 9), viveiro 3 amostra 3 (faixa 10), controle parasito (faixa 11).

Os resultados demonstram que é possivel identificar viveiros infectados
por N. buttnerae. A avaliagao de plancton de viveiros de piscicultura por meio
de PCR apresenta-se como uma forma nao invasiva de detecgéo do patoge-
no no ambiente. A alta associagdo do ambiente com tambaquis parasitados
indica que o teste de PCR no plancton dos viveiros pode auxiliar no diag-
ndstico precoce dessa parasitose, sugerindo o tratamento dos peixes e do
ambiente no caso de PCR positiva para o plancton.

Conclusao

Apesar da ocorréncia de falsos negativos para PCR, observou-se que,
replicando o numero de géis de agarose, é possivel classificar os viveiros
como positivo ou negativo para o acantocéfalo N. buttnerae, e esse resultado
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foi comprovado pela presenca de parasitos no trato gastrintestinal dos peixes
amostrados.
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