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RESUMO 

 

Mixosporídeos são cnidários cosmopolitas e endoparasitas obrigatórios, com cerca de 2.600 

espécies descritas. Possuem um complexo ciclo biológico, caracterizado pela transmissão via 

esporos multicelulares. Podem ser encontrados em vários tecidos e órgãos de vertebrados, 

principalmente peixes, mas também em anfíbios, répteis, aves e mamíferos. Esses cnidários 

também são encontrados em invertebrados aquáticos (oligoquetas), estes atuam como 

hospedeiro definitivo e os vertebrados atuam como hospedeiros intermediário. Uma variada 

gama de espécies de mixosporídeos são importantes patógenos de peixes, e apresentam grande 

impacto econômico na aquicultura e na pesca extrativista, no mundo inteiro. No Brasil são 

descritas aproximadamente 140 espécies de mixosporídeos e algumas dessas em peixes nativos 

e de sistemas de criação têm se mostrado patogênicas ou com grande potencial para causar 

danos em seus hospedeiros, ocasionando impactos e prejuízos econômicos tanto na pesca 

quanto na aquicultura. Os métodos tradicionais de detecção desses parasitas em peixes e 

oligoquetas necessitam da captura dos hospedeiros, para a obtenção de cistos ou esporos e 

normalmente estes métodos demandam muito trabalho envolvendo uma série de etapas, e a 

necessidade de vários equipamentos.  Ainda quando não há a presença visível de infecções ou 

altas taxas de mortalidades de peixes, a detecção dos parasitas pode ser dificultada.  Este estudo 

teve como objetivo otimizar métodos para detectar a presença de DNA de mixosporídeos 

através da análise do SSrDNA em amostras ambientais através das técnicas de PCR 

Convencional (cPCR) e PCR em Tempo Real (qPCR), oferecendo métodos simples de detecção 

precoce, e que podem avaliar e quantificar a presença de mixosporídeos na água de 

pisciculturas. Foram coletadas 48 amostras de água de duas pisciculturas do interior do estado 

de São Paulo. As amostras contendo cada um 1 litro de água foram armazenadas em gelo e 

conduzidas para o laboratório. Posteriormente, as amostras foram processadas seguindo as 

etapas: filtração à vácuo em membrana de nitrato de celulose; extração de DNA de esporos 

reditos na membrana; Reação de cPCR e qPCR com primers descritos na literatura, e primers 

construídos para esse estudo. A metodologia utilizada para a filtração e extração de DNA 

mostraram-se eficientes para a obtenção de DNA de esporos de mixosporídeos presentes na 

água e as concentrações de DNA variaram entre 1,6 ng a 53,2 ng. A cPCR foi capaz de detectar 

até 0,1 x 10-3 ng de DNA e identificar 24 amostras positivas (50%). A qPCR detectou 

concentrações de até 0,1 x 10-4 ng de DNA de mixosporideos e 40 amostras coletadas (83%) 

foram positivas. Os resultados desse trabalho, mostraram que a qPCR é mais sensível que a 

cPCR sendo capaz de detectar a presença do SSrDNA de mixosporídeos em um número maior 

de amostras. 
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ABSTRACT  

 

Myxosporeans are cnidarians, mandatory cosmopotian, endoparasites, with about 2.600 species 

listed. They have a complex biological cycle, characterized by transmission via multicellular 

spores. Myxosporeans infect a variety of tissues and vertebrate organs, mainly fish, but also 

amphibians, reptiles, birds and mammals. Annelids serve as the invertebrate hosts in the 

complex life cycle of myxosporeans. The latter are invertebrate hosts. A wide range of 

myxosporeans species are important fish pathogens, and present a great economic impact in 

aquaculture and commercial fishing worldwide. In Brazil, 140 myxosporeans species were 

registered. Some listed in native fish and fish farming have been shown to be pathogenic or in 

great potential to cause damage to their hosts, causing impacts and economic losses in both 

fishing and aquaculture. The current methods of detecting these parasites require the capture of 

hosts to obtain samples, which is toilful and time consuming. Even when there is no visible 

infection or high fish mortality rates, the detection of parasites can be challenging. This present 

study aimed to optimize methods to detect the presence of myxosporeans DNA in 

environmental samples using conventional PCR (cPCR) and Real-Time PCR (qPCR) 

techniques, offering simple methods of early detection, which can evaluate and quantify the 

presence of myxosporeans in fish farms water. 48 water samples were collected from two fish 

farms in the countryside of São Paulo state. They were stored in ice and transported to the 

laboratory. After, the samples were processed according to the following steps: filtration, 

vacuum on cellulose nitrate membrane; DNA extraction from the membrane; Reaction of 

Conventional PCR and Real-Time PCR with primers described in the literature, and primers 

built for this study. The methodology used for DNA filtration and extraction proved to be 

efficient for obtaining DNA from myxosporeans present in water and the DNA concentrations 

varied from 1.6 ng to 53,2 ng. The cPCR was able to detect up to 0.1 x 10-3 ng of DNA and 

identify 24 positive samples (50%). The qPCR detected concentrations up to 0,1 x 10-4 ng of 

myxosporeans DNA and 40 samples collected (83%) were positive. The results of this work 

showing to be more sensitive qPCR than cPCR able to detect the presence of myxosporid 

SSrDNA in a larger number of samples. 
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1. Introdução 

 

A aquicultura é um dos sistemas de produção de alimentos de origem animal que mais 

vem se expandido mundialmente. Para a Organização das Nações Unidas para a Agricultura 

e Alimentação – FAO, a aquicultura é a atividade que envolve o cultivo de organismos 

aquáticos, incluindo peixes, moluscos, crustáceos e plantas (FAO, 1997). Conforme o tipo 

de organismo envolvido, a aquicultura recebe diferentes denominações, como piscicultura 

(criação de peixes), carcinicultura (criação de camarões), ranicultura (criação de rãs) e 

malacocultura (criação de moluscos) (SCORVO FILHO, 2009).  

A pesca é uma atividade baseada no extrativismo e no uso dos recursos naturais, enquanto 

a aquicultura é a atividade controlada pelo homem com o objetivo de exploração produtiva 

econômica e financeira. A produção de pescado, que por muitos anos teve sua origem da 

pesca extrativista, vem, nas últimas décadas, passando por uma estagnação, sobretudo pela 

explotação dos estoques pesqueiros. Com a queda do setor pesqueiro extrativo, o rápido 

crescimento da aquicultura tem sido a forma de acompanhar a alta demanda do consumo de 

pescado mundial (SEBRAE, 2008). 

A piscicultura é o setor da aquicultura de maior importância econômica. Segundo o 

Sebrae (2015), a piscicultura envolve, comercialmente, a criação de peixes em tanques, 

lagoas, lagos, rios e oceanos, geralmente destinados a alimentação.  

Nas últimas décadas, a demanda por pescado tem crescido significativamente como 

consequência do crescimento populacional e do aumento da procura por proteína de alto 

valor nutricional (BRABO et al., 2016; FAO, 2014; MERINO et al., 2012). Os peixes são 

uma excelente fonte de proteína animal e de outros nutrientes essenciais, contribuindo para 

a segurança alimentar em numerosas regiões.  Em termos per capita, o consumo de peixe 

comestível global aumentou de 9,0 kg em 1961 para 20,2 kg em 2015, uma taxa média de 

aproximadamente 1,5% ao ano. Novos avanços ocorreram nos anos de 2016 e 2017, 

aumentando o consumo mundial para 20,3 kg e 20,5 kg, respectivamente (FAO, 2016).  

Estima-se que, em 2030, a aquicultura atingirá 109 milhões de toneladas. Espera-se que 

o maior crescimento na produção de alimentos será originário da aquicultura. Desta forma, 

provavelmente, a atividade dominará a futura oferta global de pescado (SCHULTER & 

VIEIRA FILHO, 2017). Nesse contexto, quando comparados com outras partes do mundo, 
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a América Latina e o Caribe estarão entre as regiões com maior crescimento da aquicultura, 

24,2 % entre 2016 e 2030. A estimativa de crescimento da aquicultura neste mesmo período 

para o Brasil será de 89%, ou seja, 1097 toneladas em 2030 (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Estimativa para a produção de peixes, projeção de crescimento de 2016 para 2030. 

(http://www.fao.org/3/I9540EN/i9540en.pdf). 

 

 

1.1. Panorama da aquicultura no Brasil 

Dentre os países que se destacam como grandes produtores, o Brasil vem mostrando grande 

notoriedade, pois apresenta condições excepcionais para o desenvolvimento das mais diversas 

modalidades aquícolas, destacando-se dentre os países da América do Sul, visto que o país 

conta com características favoráveis ao desenvolvimento da aquicultura. São mais de 8,4 mil 
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quilômetros de costa marítima,  5,5 milhões de hectares de reservatórios de água doce em 

reservatórios naturais e artificiais, aproximadamente 12% da água doce disponível no planeta, 

clima favorável (quente o ano todo) na maior parte do país, vasta extensão territorial, mão de 

obra relativamente abundante, além de um crescente mercado interno e grande diversidade de 

espécies de peixes nativas com potencial para serem criadas em cativeiros (CASTAGNOLLI, 

1992; HALWART et al., 2007; ONO & KUBITZA, 1999). Esses atributos, juntamente com a 

meta do Ministério da Pesca e Aquicultura, de incentivar a produção nacional para se tornar um 

dos maiores produtores do mundo, credenciam o Brasil a ser um dos poucos a alargar a demanda 

na produção mundial de pescado (FAO, 2016; MPA, 2012). 

No entanto, o aumento significativo das atividades relacionadas à aquicultura, expande 

também as preocupações com a sanidade dos peixes, problemas causados por organismos 

patógenos podem causar amplos prejuízos econômicos para a atividade aquícola 

(ANTONELLI, 2010). A sanidade é um dos aspectos mais relevantes para a criação comercial 

de qualquer espécie de peixe, altas densidades de estocagens, problemas de manejo, má 

qualidade da água, questões nutricionais entre outros fatores podem refletir na homeostasia dos 

organismos aquáticos, predispondo-os ao ataque de organismos patogênicos (KUBTIZA, 2000; 

RÜCKERT et al., 2008).  

Os peixes podem ser acometidos por uma variedade de agentes patogênicos, como vírus, 

bactérias, fungos e parasitas de diversos grupos taxonômicos (AUSTIN & NEWAJ-FYZUL, 

2017; LUQUE, 2004), infectando a superfície externa e/ou interna dos hospedeiros, podendo 

afetar o seu desenvolvimento tanto em ambientes naturais como em sistemas de criação.  

Neste contexto, os parasitas são frequentemente reportados como sérias ameaças à 

aquicultura, pois são as maiores causas de perdas econômicas em peixes, podendo desencadear 

surtos epizoóticos graves e dizimar criações inteiras (COMBES, 1990; EIRAS et al., 2004; 

JOHNSON et al., 2004; ROBERTS, 2012).  

Dentre os parasitas de organismos aquáticos, os mixosporídeos (subfilo Myxozoa) se 

destacam, não apenas pelas espécies patogênicas, mas também pela diversidade de espécies, 

complexo ciclo biológico e pela sua controversa história taxonômica e evolutiva (OKAMURA 

et al., 2015a). 

 

1.2. Filo Cnidaria, Subfilo Myxozoa 

1.2.1. Classificação do Subfilo Myxozoa  
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Cnidários são invertebrados amplamente reconhecidos por sua importância ecológica e 

econômica, contribuindo para a qualidade de vida, além de serem representantes típicos de 

ambientes marinhos e de água doce. Até recentemente, todos os cnidários eram considerados 

animais de vida livre, no entanto, agora está claro, que um clado de cnidários divergiu nos 

tempos antigos para se tornarem endoparasitas que hoje compõem o Subfilo Myxozoa – 

parasitas comuns e ocasionalmente altamente problemáticos de peixes conhecidos desde o 

século XIX (OKAMURA et al., 2015). O Subfilo Myxozoa engloba duas classes de parasitas, 

a Classe Myxosporea (mixosporídeos) e a Classe Malacosporea (malacosporídeos), e 

atualmente compõem cerca de 18% da diversidade de espécies cnidárias. 

A Classe Malacosporea alberga apenas uma pequena fração da diversidade de Myxozoa 

existentes, que, atualmente, conta com cinco espécies descritas (OKAMURA et al., 2015b). A 

espécie Tetracapsuloides bryosalmona Canning, Curry, Feist, Longshaw e Okamura, 1999, 

destaca-se pelo seu potencial patogênico, causando uma doença renal proliferativa generalizada 

e altas taxas de mortalidade induzida em salmonídeos do continente europeu (OKAMURA et 

al., 2011).   

A Classe Myxosporea, por outro lado, compreende a vasta maioria das espécies de Myxozoa 

atualmente conhecidas (BARTOŠOVA-SOJKOVA et al., 2014), e seus membros infectam 

vários tecidos e órgãos de vertebrados, principalmente os peixes, mas também outros 

vertebrados, como anfíbios, répteis, aves e mamíferos (BARTHOLOMEW et al., 2008; FEIST 

& LONGSHAW 2006; MORRIS 2012; PRUNESCU et al., 2007). Várias espécies de 

mixosporídeos são importantes patógenos de peixes e apresentam grande impacto econômico 

na aquicultura e na pesca comercial (FEIST & LONGSHAW, 2006; OKAMURA et al., 2015b). 

O primeiro registro de Myxozoa foi no início do século XIX, quando Jurine Müller, em 

1838, encontrou cistos na musculatura de Coregonus fera, e, desde sua descoberta, há mais de 

180 anos, os mixosporídeos têm sido frequentemente comparados aos cnidários.  Apesar dessas 

observações, estes inicialmente foram classificados por muito tempo entre táxons protistas 

(OKAMURA et al., 2015a). Inúmeros avanços ocorreram para a compreensão fundamental dos 

aspectos da história de vida dos mixosporídeos e foram alcançados ao longo dos anos. 

Atualmente, os mixosporídeos pertencem a um amplo grupo de endoparasitas obrigatórios 

microscópicos que foram recentemente reconhecidos como um grupo irmão dos medusozoários 

no Filo Cnidaria (CHANG et al., 2015; JIMENEZ-GURI et al., 2007). Estima-se que os 

mixosporídeos tenham divergido dos cnidários de vida livre durante a era cambriana 

(KODÁDKOVÁ et al., 2015) e hoje estão entre os parasitas de peixes mais comuns. 
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Várias espécies de mixosporídeos são importantes patógenos da ictiofauna, dentre as quais 

incluem-se endoparasitas caracterizados por um ciclo de vida envolvendo obrigatoriamente 

dois hospedeiros: Os vertebrados (principalmente peixes) atuam como hospedeiros 

intermediários; e organismos invertebrados (principalmente anelídeos) como hospedeiros 

definitivos. Os parasitas desse subfilo são microscópicos, multicelulares, formadores de esporos 

e encontrados tanto em ambientes marinhos como de água doce (LOM & DYKOVÁ, 2006; 

OKAMURA et al., 2015a).  Possuem como caráter morfológico diferencial a presença de 

cápsulas polares, que são estruturas análogas aos nematocistos dos cnidários (ATKINSON, 

2011). Estas estruturas contêm filamentos polares usados para invasão do hospedeiro (BEM-

DAVID et al., 2016; FENG et al., 2014). A seguir encontra-se a atual classificação do Subfilo 

Myxozoa proposta por Okamura et al., 2015b:  

 

Filo: Cnidaria  

Subfilo: Myxozoa  

Classe: Myxosporea  

Ordem: Bivalvulida  

Subordem: Variisporina  

Família Sphaeromyxidae: Sphaeromyxa  

Família Myxidiidae: Myxidium, Zschokkella, Enteromyxum, Sigmomyxa, Soricimyxum, 

Cistodiscus  

Família Ortholineidae: Ortholinea, Neomyxobolus, Cardimyobolus, Triangula, Kentmoseria  

Família Sinuolineidae: Sinuolinea, Myxodaviísia, Myxoproteus, Bipteria, Bipteria, 

Paramyxoproteus, Neobipteria, Schulmania Noblea, Latypora  

Família Fabesporidae: Fabespora  

Família Ceratomyxidae: Ceratomyxa, Meglitschia, Ellipsomyxa, Ceratonova  

Família Sphaesporidae: Sphaerospora, Wardia, Palliatus  

Família Myxobilatidae: Myxobilatus, Acauda, Hoferellus  

Família Chloromyxidae: Chloromyxum, Caudomyxum, Agarella  

Família Coccomyxidae: Coccomyxa, Auerbachia, Globospora  

Família Alatosporidae: Alatospora, Pseudalatospora, Renispora  

Família Parvicapsulidae: Parvicapsula, Neoparvicapsula, Gadimyxa  

Subordem Platysporina  
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Família Myxobolidae: Myxobolus, Spirosuturia, Unicauda, Dicauda, Phlogospora, 

Laterocaudata, Henneguya, Hennegoides, Tetrauronema, Thelohanellus, Neothelohanellus, 

Neohenneguya, Trigonosporus  

Ordem Multivalvulida  

Família Trilosporidae: Trilospora, Unicapsula  

Família Kudoidae: Kudoa  

Família Spinavaculidae: Octospina Incertae sedis em Multivalvulida: Trilosporoides 

 

 Consideráveis avanços foram alcançados para a compreensão fundamental dos aspectos 

da história de vida dos mixosporídeos. Historicamente, os parasitas encontrados em 

oligoquetas, eram incluídos na Classe Actinosporea, e aqueles encontrados em peixes, eram 

pertencentes a Classe Myxosporea. Wolf e Markiw, ao estudarem o mecanismo de transmissão 

de Myxobolus cerebralis Hofer, 1903, que é a espécie mundialmente mais conhecida, 

mostraram que o parasita alterna entre o hospedeiro vertebrado, salmonídeos e um hospedeiro 

invertebrado, o oligoqueta Tubifex tubifex Müller, 1774 e a partir deste estudo inicial e de outros 

estudos realizados posteriormente, constatou que os parasitas das classes Myxosporea e 

Actinosporea representavam, na realidade, estágios distintos do ciclo de vida do mesmo parasita 

(MARKIW & WOLF, 1983; WOLF E MARKIW, 1984).   

 Sendo assim, a Classe Actinosporea foi extinta, e, com a finalidade de facilitar a 

compreensão entre aqueles que estudam os parasitas da Classe Myxosporea, acordou-se em 

usar os termos “estágio actinosporo” para as formas encontradas nos hospedeiros invertebrados 

e “estágio mixosporo” para as formas encontradas no hospedeiro vertebrado (FEIST & 

LONGSHAW, 2006) (Figura 1). 
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Figura 1. Representações esquemáticas de parasitas da Classe Myxosporea “estágio mixosporo”. A. Myxobolus 

muelleri B. Henneguya psorospermica e “estágio actinosporo” C. Hexactinomyxon D. Raabeia. Editado a partir 

de Lom & Dyková, 2006.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Desenvolvimentos em biologia molecular forneceram novas provas evidenciando que 

os Myxozoa pertencem ao Filo Cnidaria (JIMÉNEZ-GURI et al., 2007). No novo contexto da 

organização do Filo Cnidaria, os endoparasitas do subfilo Myxozoa correspondem a cerca de 

18% do total de espécies, com diversidade superior àquela observada em Cubozoa e Scyphozoa 

juntos (OKAMURA et al., 2015b).  Fortes afinidades estruturais de longa data e dados 

genômicos levaram ao reconhecimento de que os Myxozoa são um subfilo dentro do Filo 

Cnidaria (EVANS et al., 2008; NESNIDAL et al., 2013; OKAMURA et al., 2015a). 

Atualmente, são conhecidas aproximadamente 2.600 espécies de mixosporídeos, 

(OKAMURA et al., 2018), distribuídas em 60 gêneros, que infectam a ictiofauna em 

ecossistemas marinhos e dulciaquícolas em todos os continentes. Dentre os principais gêneros, 

pode-se destacar Hennneguya Thélohan, 1892 e Myxobolus Butschli, 1882 (BARTOSOVÁ-

SOJKOVÁ et al., 2014; FIALA et al., 2015; OKAMURA et al., 2015a; WHIPPS, 2015). 

Embora muitos mixosporídeos tenham estabelecido relações benignas e assintomáticas com 

seus hospedeiros, algumas espécies causam doenças devastadoras nas populações de peixes de 

ambientes naturais e de criação. São considerados uma ameaça emergente para as populações 

de peixes, pois infectam uma grande variedade de espécies economicamente importantes 

(FEIST & LONGSHAW, 2006), incluindo o salmão (HALLETT & BARTHOLOMEW 2012), 

 

A 

C 

 B 
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trutas (LONGSHAW et al., 2002), peixe-gato (POTE et al., 2000), maruca (FLEURANCE et 

al., 2008) e a carpa (YOKOYAMA, 1997).  

A espécie mais popular é Myxobolus cerebralis conhecido por ser o agente etiológico da 

“doença do rodopio”, uma patologia geralmente fatal que acomete jovens salmonídeos, 

provocando altas taxas de mortalidade (FEIST & LONGSHAW, 2006). Além de M. cerebralis, 

várias outras espécies de mixosporídeos foram relatadas causando importantes danos a diversas 

espécies de peixes: Ceratomyxa shasta  Noble, 1950, que é um parasita comum em salmonídeos 

da América do Norte, responsável por alta taxa de mortalidade em salmões juvenis nos estados 

da Califórnia e do Oregon (ATKINSON, 2011; BARTHOLOMEW & LOTAN, 2010). A 

espécie Henneguya ictaluri Pote, Hanson e Shivaji, 2000, causa a doença proliferativa das 

brânquias em Ictalurus punctatus Rafinesque, 1818, e é considerada a mais importante doença 

para o catfish, resultando em altas taxas de mortalidade em exemplares jovens em sistemas de 

criação no Sul dos Estados Unidos (FEIST & LONGSHAW, 2006; GRIFFIN et al., 2008). A 

espécie Parvicapsula sp. infecta as brânquias, fígado e rins de salmão do atlântico Salmo salar 

Linnaeus, 1758. A espécie Enteromyxum scophthalmi Palenzuela, Redondo e Alvarez-Pellitero, 

2002, infecta o trato digestivo, estômago e reto de Psetta maxima Linnaeus, 1758, em 

pisciculturas do noroeste da Espanha, induzindo a alta resposta inflamatória e causando necrose 

tecidual, com elevada mortandade (BERMÚDEZ et al., 2010). 

 

1.3.  Ciclo de vida dos mixosporídeos 

O ciclo de vida dos mixosporídeos é complexo e envolve alternância entre hospedeiros 

vertebrados e invertebrados (ATKINSON, 2011; FIALA et al., 2015). A transmissão entre 

hospedeiros ocorre através de dois estágios morfologicamente distintos: O estágio mixosporo 

em hospedeiros vertebrados e o estágio actinosporo em hospedeiros invertebrados (Figura 2). 

1.3.1. Hospedeiro Invertebrado – estágio actinosporo 

O desenvolvimento do parasita mixosporídeo no hospedeiro invertebrado inicia-se pela 

ingestão de mixosporos livres no meio aquático. O mixosporo ingerido pelo oligoqueta libera 

filamentos polares que, quando em contato com o epitélio intestinal, ancoram-se para maior 

fixação. As valvas dos mixósporos se abrem, liberando o esporoplasma, que penetram nas 

células epiteliais do intestino do anelídeo. Após a liberação do esporoplasma, ocorrem divisões 

celulares para a formação de novos parasitas. Este processo é considerado a fase sexual do ciclo 

biológico do parasita dentro do hospedeiro invertebrado. Este estágio serve de fonte de infecção 

para peixes, dando continuidade ao ciclo biológico (MILANIN, 2015b). 
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1.3.2. Hospedeiro vertebrado – estágio mixosporo 

Os actinosporos livres na água entram em contato com a superfície do hospedeiro 

vertebrado. O parasita no hospedeiro vertebrado está sujeito a seguir vários caminhos, como 

pela circulação ou migração intercelular, até atingir o tecido alvo; este caminho é dependente 

da espécie do parasita. No momento em que o parasita alcança o tecido alvo, ocorre o seu 

desenvolvimento, iniciando-se divisões celulares originando a formação de plasmódios, que 

contêm em seu interior os mixosporos. Os mixosporos desenvolvidos no hospedeiro vertebrado 

apresentam morfologia distinta dos actinosporos que se desenvolvem no hospedeiro 

invertebrado. Os mixosporos maduros após o rompimento do plasmódio, com a morte do 

hospedeiro, são liberados na água, iniciando-se, assim, um novo ciclo biológico (MILANIN, 

2015b). 

 

Figura 2. Ciclo de vida dos mixosporídeos A. Peixe infectado (hospedeiro vertebrado) B. Mixosporo liberado na 

água pelo peixe. C. Oligoqueta (hospedeiro invertebrado) D. Actinosporo liberado na água pelo oligoqueta. 

Editado a partir de ATKINSON, 2011. 

 

  

1.4. Estudos da Classe Myxosporea no Brasil  

Os parasitas são as maiores causas de perdas econômicas em peixes de criação. Por 

consequência do desenvolvimento da piscicultura brasileira, observa-se um crescente interesse 
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dos pesquisadores e criadores, no que se refere aos prejuízos causados por mortalidade e 

problemas na produção de peixes (SCHALCH, 2011). Esforços têm sido feitos nas últimas 

décadas para expandir o conhecimento da diversidade de mixosporídeos, principalmente em 

peixes de importância comercial, o que tem possibilitado um forte progresso no conhecimento 

da diversidade destes parasitas e estudos dos danos causados em seus hospedeiros.  

Até o momento, foram descritas 140 de espécies de mixosporídeos, conhecidas por 

parasitarem peixes de água doce brasileiras de diferentes bacias hidrográficas (ADRIANO & 

OLIVEIRA, 2018; OKAMURA et al., 2018) e algumas, infectando peixes nativos amplamente 

cultivados em pisciculturas (ADRIANO et al., 2005a, 2005b; 2006; 2009a; 2009b; 2012; 

EIRAS et al., 2009; MARTINS & SOUZA, 1997; MARTINS, 1997; NALDONI et al., 2009; 

2011). Muitas destas descrições foram realizadas por pesquisas desenvolvidas no Laboratório 

de Imunologia de Parasitas da FZEA-USP (ADRIANO et al., 2005a, 2005b, 2006, 2009, 2012; 

CAPODIFOGLIO et al.,2015, 2016 e 2019; CARRIERO 2013; MILANIN et al., 2010, 2015a; 

2015b; 2017; 2018a; 2018b; MOREIRA et al., 2014; NALDONI et al., 2011, 2014, 2015; 2018; 

2019).  

Algumas espécies de mixosporídeos descritas em peixes nativos do Brasil têm se 

mostrado patogênicas ou com grande potencial para causar danos em seus hospedeiros 

(ADRIANO et al. 2012), ocasionando impactos e prejuízos econômicos tanto na pesca quanto 

na aquicultura, como é o caso de Henneguya multiplasmodialis Adriano, Carriero, Maia, Silva, 

Naldoni, Ceccarelli e Arana, 2012, que infecta as brânquias, formando grandes plasmódios 

acobertando totalmente os filamentos e o arco branquial do pintado e da cachara 

(Pseudoplatystoma spp.) de ambiente natural no Pantanal Mato-Grossense, e a Henneguya 

Pseudoplatystoma Naldoni, Arana, Maia, Ceccarelli, Tavares, Borges, Pozo, Adriano, 2009, 

relatado causador de uma importante redução da função branquial no pintado de pisciculturas 

dos estados de São Paulo e Mato Grosso do Sul, apresentando intensa infecção com a ocorrência 

de vários plasmódios no filamento branquial dos peixes.  

  De uma maneira geral, os estudos envolvendo a diversidade desses parasitas, bem 

como os possíveis danos que podem causar em seus hospedeiros, ainda são escassos na América 

do Sul, em comparação com a diversidade de peixes de água doce dessa região, que é a mais 

rica do planeta (BUCKUP et al., 2007). De acordo com os estudos de Naldoni et al., (2011), se 

cada espécie de peixe pode ser acometida por no mínimo duas espécies de mixosporídeos, a 

estimativa da diversidade desses parasitas na América do Sul pode alcançar até 16.000 espécies, 

o que significa que estamos muito aquém de conhecer a diversidade desses organismos na 

região.  
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1.5.  Detecção de mixosporídeos  

Nas últimas décadas, as técnicas de biologia molecular vêm sendo empregadas em 

diversos estudos envolvendo ictioparasitologia e têm sido importantes aliados na taxonomia e 

no diagnóstico de doenças (CRISCIONE et al., 2005; FIGUEIREDO & LEAL, 2008). No 

estudo de mixosporídeos, as análises moleculares contribuem notoriamente na sistemática, 

auxiliando na identificação de novas espécies e na compreensão das relações evolutivas destes 

organismos (OKAMURA et al., 2015a). 

 Os métodos moleculares receberam grande impulso com o desenvolvimento da técnica 

conhecida como Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). Atualmente é considerada uma 

técnica de biologia molecular revolucionária, que permitiu o rápido desenvolvimento do estudo 

de sequências de ácidos nucléicos (MOLINA & TOBO, 2004). Essa técnica descrita por Saiki 

et al., (1985), permite amplificar pequenos e específicos segmentos do genoma, permitindo a 

obtenção de várias cópias de determinada região do DNA.  

Atualmente, a pequena subunidade do DNA ribossomal Small Subunit Ribosomal DNA 

(SSrDNA) é o principal marcador molecular utilizado nos estudos taxonômicos e filogenéticos 

de Myxozoa (ADRIANO & OKAMURA, 2017; CARRIERO et al., 2013; FIALA, 2006; 

FIALA & BARTOŠOVÁ-SOJKOVÁ, 2010; ZATTI et al., 2017a, 2017b), e, por ser 

heterogêneo, ou seja, possuir regiões mais variáveis e outras conservadas, facilitando a 

discriminação de táxons em diferentes níveis (HILLIS & DIXON, 1991). 

Devido à capacidade das técnicas de PCR em detectar agentes infecciosos com alta 

sensibilidade e especificidade (HOFMANN et al., 2008), sem necessidade de se encontrar 

microrganismos viáveis na amostra biológica, a PCR tornou-se uma ferramenta de diagnóstico 

valiosa e muito confiável para o diagnóstico e monitoramento de doenças dos animais. A partir 

da PCR, é possível avaliar a presença de pequenas quantidades de DNA do patógeno em 

diferentes amostras (HASS & TORRES, 2016).  

Nos últimos anos, a PCR é amplamente aplicada e considerada como o método de 

escolha no diagnóstico e caracterização molecular de diversos agentes patogênicos. Duas 

versões do método da PCR são bem conhecidas e utilizadas nos estudos: a PCR Convencional 

(cPCR) e a PCR em Tempo Real (qPCR), uma modificação da tradicional, e, é representada 

como outro salto tecnológico.  

A reação de qPCR acontece da mesma forma que a cPCR, exceto pelo fato de que a 

reação é monitorada em tempo real e identifica o DNA alvo com maior sensibilidade, uma vez 

que a detecção da amplificação é feita através da captação de fluorescência. É uma das técnicas 
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mais precisas para quantificar e obter resultados rápidos e reprodutíveis (NOVAIS & PIRES-

ALVES, 2004; COELHO, 2013). Essa técnica monitora o progresso da PCR enquanto ela 

progride (ou seja, em tempo real). Os dados são, desta forma, coletados ao longo da PCR, ao 

invés de serem apenas no final da reação, como ocorre na PCR Convencional. 

Existem diversas abordagens para a realização da qPCR. O composto fluorescente 

utilizado na reação pode ter dois comportamentos distintos, dando origem às duas mais 

utilizadas tecnologias: SYBR® Green e TaqMan®.  

O sistema SYBR Green®, o fluorocromo não é específico para uma determinada 

sequência de DNA, detectando e ligando-se a qualquer produto de cadeia dupla da PCR, sendo 

a especificidade da detecção e quantificação devida, unicamente, à especificidade dos primers. 

Já o sistema TaqMan® apresenta maior especificidade devido à utilização de uma sonda 

específica, probe para o fragmento alvo na reação. 

Nas reações de qPCR, a amplificação e a detecção do DNA são realizadas 

simultaneamente em um sistema fechado, dispensando procedimentos adicionais como a 

corrida eletroforética dos produtos em gel de agarose e fotodocumentação. Com a eliminação 

destas etapas, os resultados são obtidos mais precocemente pela PCR em Tempo Real quando 

comparada à PCR Convencional (ALONSO et al., 2003; NICKLAS & BUEL, 2003).  

Por serem técnicas altamente utilizadas nas análises moleculares e ser possível avaliar 

a presença de pequenas quantidades de DNA do patógeno em diferentes amostras, este estudo 

propôs utilizar essas técnicas, cPCR e qPCR, para a detecção de parasitas em amostras de água 

coletadas de psiculturas do interior do estado de São de Paulo, Brasil. 

 

1.6.  Diagnóstico de mixosporídeos a partir da água 

O DNA ambiental, conhecido também como eDNA, é definido como uma mistura 

complexa de DNA genômico oriundo de organismos inteiros ou partes de deles, presentes 

em amostras ambientais. Essas amostras podem ser, por exemplo, solo, água, sedimentos, 

fezes ou neve (THOMSEN & WILLERSLEV, 2015). É considerada uma nova ferramenta 

molecular que tem o potencial de alterar a maneira como a detecção e o monitoramento de 

doenças ocorrem na aquicultura, podendo ser um poderoso indicador de presença de 

organismos dos quais a observação direta é impossível (BASS et al., 2015; FICETOLA et 

al., 2008; GOLDBERG et al., 2015).  

 A primeira abordagem do eDNA ocorreu em 1987 por Ogram et al. com o objetivo de 

entender comunidades microbianas em sedimentos. No entanto, a técnica começou a crescer 
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em popularidade como uma ferramenta para detectar a biodiversidade de sistemas aquáticos 

recentemente (FICETOLA et al., 2008). 

 Sabe-se que as metodologias empregadas em estudos de amostras ambientais possuem 

potencial para melhorar os sistemas de monitoramento da saúde animal na aquicultura, já que 

muitos patógenos são microscópicos, difíceis de detectar e os sinais clínicos de doenças são 

frequentemente observados em estágios avançados de infecção. Desta forma, a técnica de uso 

de amostras ambientais oferece uma abordagem alternativa a métodos tradicionais que ocorrem 

a captura física dos indivíduos ((BASS et al., 2015; FICETOLA et al., 2008; TABERLET et 

al., 2012). 

O aperfeiçoamento das metodologias de eDNA podem oferecer técnicas simples de detecção 

que avaliem o risco de doenças antes do aparecimento de altas taxas de mortalidades ou surtos.  

Detectar infecções na ausência de doença e mortalidade pode ser desafiador e problemático 

(FONTES et al., 2016).  Os parasitas de organismos aquáticos emergentes representam ameaças 

à biodiversidade, conservação e uso sustentável de água doce (OKAMURA & FEIST 2011). 

Como uma alternativa de abordagem e uma ferramenta complementar, a detecção de DNA do 

parasita em amostras ambientais é cada vez mais empregada em água doce e marinha 

(AUDEMARD et al., 2006; HUNG & REMAIS 2008; STRAND et al., 2014).  

 A detecção e quantificação de agentes de doenças em amostras ambientais oferecem um 

potencial único para informar sobre a ecologia e epidemiologia das interações parasita 

hospedeiro ao contornar abordagens parasitológicas tradicionais (FONTES et al., 2016). A 

promessa do uso do DNA ambiental em detectar espécies aquáticas foi identificada como uma 

das 15 perspectivas da conservação a nível global no relatório anual de 2013 da Trends in 

Ecology and Evolution (SUTHERLAND et al., 2013).  

Alguns testes de PCR em tempo real (qPCR) para detectar e quantificar outros 

mixosporídeos em amostras de água foram desenvolvidos para especies como: Ceratonova 

(anteriormente Ceratomyxa shasta) (HALLETT & BARTHOLOMEW 2006), Parvicapsula 

mini bicornis (FOOTT et al., 2007), Henneguya ictaluri (GRIF FIN et al., 2009), Ceratomyxa 

puntazzi (ALAMA BERMEJO et al., 2013) e Kudoa yasunagai (ISHIMARU et al., 2014). 

Porém nenhum teste foi ainda realizado na busca de mixosporídeos a partir da água em 

pisciculturas do Brasil.  
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2. Justificativa   

 

Os peixes, tanto de ambiente natural quanto de sistemas de criação, podem ser acometidos 

por uma variedade de agentes patogênicos, como vírus, bactérias, fungos e parasitas de diversos 

grupos taxonômicos (AUSTIN & NEWAJ-FYZUL, 2017; LUQUE, 2004). Neste contexto, os 

parasitas são frequentemente reportados como sérias ameaças à aquicultura, e em alguns casos, 

podem também afetar as populações de estoques selvagens devido as patologias severas e as 

elevadas taxas de mortalidades causadas por algumas espécies (AUSTIN & NEWAJ-FYZUL, 

2017; ROBERTS, 2012).  A América do Sul é o continente com a mais alta diversidade de 

peixes de água doce (SCHAEFER, 1998). Muitas destas espécies, além de importantes na pesca 

extrativista, têm também sido introduzidas com sucesso na piscicultura visando suprir o 

mercado de alimentos e de aquarismo (BALDISSEROTTO & GOMES, 2013; BUCKUP et al., 

2007). No entanto, o Brasil conta com apenas cerca de 140 espécies de mixosporídeos 

conhecidas (OKAMURA et al., 2018), o que representa apenas cerca de 5% da fauna mundial 

conhecida. Embora estudos envolvendo mixosporídeos parasitas de peixes de importância 

econômica da América do Sul vêm recebendo maior atenção nos últimos anos (ADRIANO et 

al., 2005a, 2005b; 2006; 2009a, 2009b; 2012; AZEVEDO et al., 2005; 2010; 2013; 

CARRIERO et al., 2013; EIRAS et al., 2010; MATHEWS et al., 2016;  NALDONI et al., 2011; 

ZATTI et al., 2017, 2018a, 2018b) os estudos com foco na relação parasita hospedeiro são ainda 

escassos, mas  alguns têm demonstrado o potencial de algumas espécies para causar danos em 

peixes nativos em sistemas de criação (ADRIANO et al., 2005a; 2006; MARTINS et al., 1997; 

NALDONI et al., 2009). 

De acordo com Hartikainen et al., (2014), em um trabalho pioneiro na detecção de 

mixosporídeos em amostras de água, o uso do eDNA representa um meio proativo de reconhecer 

potenciais agentes infecciosos possibilitando avaliar melhor a possibilidade de mortalidades e 

surtos de doenças. Como uma alternativa de abordagem e uma ferramenta complementar, a 

detecção de DNA do parasita em amostras ambientais é cada vez mais empregada em água doce 

e marinha (AUDEMARD et al., 2006; HUNG & REMAIS 2008; STRAND et al., 2014).  A 

detecção e quantificação de agentes de doenças em amostras ambientais oferecem um potencial 

único para informar sobre a ecologia e epidemiologia das interações hospedeiro-parasita ao 

contornar abordagens parasitológicas tradicionais (FONTES et al., 2016). 
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As tecnologias utilizadas para o estudo do DNA ambiental evoluíram nos últimos anos, 

aumentando a capacidade de detectar pequenas quantidades de DNA e a capacidade de abranger 

uma maior variedade de ambientes (BOHMANN, 2014).  O eDNA pode oferecer uma detecção 

precoce e uma avaliação antecipada dos riscos de doenças, antes que animais aquáticos, 

principalmente peixes, sejam acometidos. 

Até o momento, para grande parte dos estudos dos mixosporídeos, no estágio mixosporo, 

em peixes, é necessária a captura dos mesmos, dissecção, análise microscópica e histológica do 

parasita, com a complementação da análise molecular.  Para o estágio actinosporo, em 

oligoquetas, estes são coletados partir de sedimentos e mantidos em laboratório, na espera da 

liberação dos actinosporos que são analisados por microscopia em contraste de fase e por 

técnicas de biologia molecular. Obtido o material biológico, este é submetido às análises 

morfológica e molecular. Desta forma é esperado que a metodologia utilizada nesse estudo 

possa ser empregada no monitoramento de mixosporídeos em pisciculturas brasileiras e 

também anteriormente das capturas dos hospedeiros.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



30 

 

3. Hipótese 

 

Análises de DNA ambiental através de PCR Convencional e PCR em Tempo Real são 

métodos eficientes para a detecção de mixosporídeos em amostras de água de pisciculturas. 
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4. Objetivos 

 

 

4.1 Objetivo Geral 

 

Utilizar as técnicas cPCR e qPCR para o diagnóstico de mixosporídeos em amostras de 

água de pisciculturas. 

 

4.2  Objetivos Específicos 

 

4.2.1 Coletar água de pisciculturas do estado de São Paulo para posterior pesquisa de 

DNA de mixosporídeos;  

 

4.2.2 Aperfeiçoar um método para a extração de DNA de mixosporídeos a partir da 

membrana de nitrato de celulose; 

 

4.2.3 Avaliar a cPCR na detecção de mixosporídeos em amostras de água de 

pisciculturas a partir da análise do SSrDNA; 

 

4.2.4 Testar a sensibilidade e a especificidade da qPCR para detecção de 

mixosporídeos em amostras de água de pisciculturas a partir da análise do 

SSrDNA; 
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5. Materiais e Métodos   

 

5.1 Coleta de amostras de água suspeitas em pisciculturas para análise de DNA  

Amostras de água foram coletadas durante os meses de fevereiro e março de 2018 e 2019, 

em dois sistemas de criação de peixes no interior do estado de São Paulo, Brasil. O primeiro 

local é um sistema de criação de Tambaqui (Colossoma macropomum Cuvier, 1816), Tambacu 

(híbrido resultante do cruzamento entre Colossoma macropomum Cuvier, 1816 x Piaractus 

mesopotamicus Holmberg, 1997), Pirarara (Katsuwonus pelamis Linnaeus, 1758) e Piau 

(Leporinus friderici Bloch, 1794) localizado no município de Porto Ferreira, SP Brasil. O 

segundo é um sistema de criação de Lambaris (Astyanax spp.), localizado na cidade de 

Pirassununga no Centro Nacional de Pesquisa e Conversação de Peixes Continentais (CEPTA). 

Estas localidades foram escolhidas devido ao fato de que já foram identificados, anteriormente, 

peixes e oligoquetas infectados por mixosporídeos, como descritos nos trabalhos de Carriero et 

al., 2011; Milanin et al.,2015a, 2016; Moreira et al., 2013. Por esse motivo, as amostras de água 

coletadas nas pisciculturas foram identificadas como amostras suspeitas. 

Todas as amostras de água foram coletadas a aproximadamente 1 metro de distância da 

borda dos tanques e 30 cm abaixo da superfície da água, em garrafas plásticas estéreis de 1 litro, 

seguindo os protocolos de coleta de água estabelecido por Gomes et al., 2017 (Figura 3). 

 

Figura 3. Coleta de amostras de água em um sistema de criação de peixes no município de Porto Ferreira, SP, 

Brasil. 
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As coletas foram realizadas em diferentes pontos dentro do mesmo tanque da piscicultura de 

forma a representar todo o sistema. Após a coleta, as amostras suspeitas foram armazenadas em 

gelo e conduzidas para o Laboratório de Imunologia de Parasitas do Departamento de Medicina 

Veterinária da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos - FZEA/USP. 

No total foram coletadas 48 amostras, sendo 24 oriundas do sistema de criação de peixes 

do município de Porto Ferreira e 24 do sistema de criação de peixes do município de 

Pirassununga. 

5.1.1  Filtração das amostras de água suspeitas coletadas  

As etapas de filtração das amostras suspeitas seguiram o protocolo descrito por Hallet e 

Bartholomew (2006), com algumas adequações às nossas condições de trabalho. Inicialmente, 

cada amostra suspeita coletada (1 litro) foi dividida em frações de 500 mL para a filtração.  Foi 

utilizado um sistema completo de filtração à vácuo de 500 mL de vidro (Uniglas) composto 

por: copo graduado, pinça em alumínio, funil de placa porosa com diâmetro de 47 mm e 

Erlenmeyer com capacidade de 1 litro (Figura 4). 

As amostras foram filtradas (pressão de 400 nm Hg) através da membrana de nitrato de 

celulose estéril (Santorius), de porosidade de 0,45 μm e 47 mm de diâmetro. A opção da 

porosidade da membrana de 0,45 μm foi devido ao tamanho dos esporos de mixosporídeos 

presentes na água, retendo, assim, todo material alvo de detecção. 

Cada membrana após a filtração foi dobrada com auxílio de uma pinça esterilizada, e em 

seguida, foi colocada dentro de microtubo de 2,0 mL e armazenadas a -20 ºC.  

Figura 4. Sistema completo de filtração à vácuo de 500 mL. 
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5.1.2  Extração de DNA das membranas de nitrato de celulose  

Cada microtubo contendo uma membrana foi mantido a temperatura ambiente e em seguida, 

levado a um concentrador à vácuo, modelo 5301, Eppendorf AG (Eppendorf, Applied 

Biosystems, California, USA), para a secagem total da membrana. Esse procedimento de 

secagem durou aproximadamente 2 horas. 

Após a secagem das membranas, foi adicionado 1,5 mL de acetona P.A. EMSURE® ACS, 

ISO,Reag. Ph Eur, em cada microtubo. Os microtubos foram levados ao vórtex, até a 

degradação total da membrana, aproximadamente, 30 minutos. Logo após a degradação da 

membrana, o material foi centrifugado por 1 minuto a 6.000 x g em temperatura ambiente, 

sendo o sobrenadante descartado e o pellet armazenado. O tratamento com acetona foi repetido 

para assegurar a dissolução completa da membrana e a liberação do material retido no processo 

de filtração.  

Em cada microtubo contendo o material retido foi adicionado 1,5 mL de Etanol P.A. 

EMPARTA® ACS, e essa mistura foi levada ao vórtex para garantir a suspensão do sedimento. 

Em seguida, cada amostra foi centrifugada e o sobrenadante descartado. Para a total evaporação 

do álcool, todas as amostras foram novamente levadas ao concentrador a vácuo e, em seguida, 

armazenadas a – 20 °C.  

O DNA foi extraído utilizando DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN Inc., California, 

USA) com as seguintes adequações do protocolo: para a etapa de lise, as amostras foram 

incubadas over nigth, a 56 °C com a adição de 180 μL de tampão ATL e 20 μL Proteinase K. 

Após o período de incubação, as amostras foram centrifugadas por 1 minuto a 6.000 x g, e, em 

seguida, foram adicionados 200 μL do tampão AL e as amostras foram homogeneizadas em 

vórtex. Posteriormente, as amostras foram colocadas em banho maria em temperatura de 70 °C, 

por 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 200 μL de Etanol P.A. nas amostras e 

novamente homogeneizadas em vórtex. Após, 800 μL do sobrenadante de cada amostra foram 

transferidos para uma coluna (“Mini spin column”) acoplado a um microtubo e foi centrifugada 

por 1 minuto, a 6.000 x g, sendo todo o eluato descartado. Ato continuo, adicionou-se a coluna 

500 μL do tampão AW1 que centrifugado por 1 minuto, a 6.000 x g, sendo todo o eluato 

descartado. Iniciou-se a etapa de lavagem. Adicionou-se a coluna 500 μL do tampão AW2 e 

novamente houve a centrifugação por 1 minuto, a 6.000 x g, sendo todo o eluato descartado.  
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Essa etapa de lavagem com o tampão AW2 foi repetida, com a segunda centrifugação a 

10.000 x g por 1 minuto, para garantir a total secagem da coluna. Dando seguimento, a coluna 

foi colocada em um novo microtubo de 1,5 mL. Para a eluição foi realizada adicionado 60 μL 

do tampão AE. Após a adição as amostras foram incubadas por 1 minuto em temperatura 

ambiente, e, em seguida, foram centrifugadas a 10.000 x g por 1 minuto. Uma nova eluição foi 

realizada usando o mesmo volume de tampão AE. 

O DNA extraído foi quantificado em espectrofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo 

Scientific, Wilmington, Delaware USA). 

 

5.2  Validação das etapas de filtração e extração de DNA com amostras-controle 

Para validar os procedimentos das etapas de filtração das amostras de água suspeitas e 

da extração de DNA das membranas de nitrato de celulose, descritos nos itens 5.1.1 e 5.1.2, 

foram utilizados dois cistos de mixosporídeos dos principais gêneros, Myxobolus Bütschli, 

1882 e Henneguya Thélohan, 1892.  

Os dois cistos foram coletados de peixes infectados da Bacia Amazônica, no rio Tapajós, 

na cidade de Santarém, do estado do Pará, Brasil.  O primeiro cisto foi extraído dos 

filamentos branquiais do peixe Colossoma macropomum Cuvier, 1816 (Tambaqui) e o 

segundo cisto foi extraído dos filamentos branquiais do Piaractus brachypomus, Cuvier, 

1818 (Pirapitinga). Este material biológico foi obtido a partir de material de projetos em 

desenvolvimento no Laboratório de Imunologia de Parasitas da FZEA-USP. 

Cada cisto foi rompido separadamente em uma placa de Petri com auxílio de lâmina de 

bisturi, sendo o conteúdo misturado em 1 litro de água filtrada. Cada litro de água contendo 

o material de cada cisto rompido foi filtrado utilizando o mesmo sistema de filtração à 

vácuo, e o DNA foi extraído da membrana de nitrato de celulose seguindo os mesmos 

procedimentos realizados para as amostras de água suspeitas coletadas nas psiculturas, 

como descrito nos itens 5.1.1 e 5.1.2.  

As duas amostras obtidas para validar as etapas de filtração e extração de DNA foram 

denominadas de amostras-controle. A amostra-controle 1 foi visualizada como pertencente 

ao gênero Myxobolus Bütschli, 1882, e a amostra-controle 2 foi identificada como 

pertencente ao gênero Henneguya Thélohan, 1892. 
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Os primers escolhidos para a validação das etapas de filtração e extração de DNA foram 

os MilF (forward) 5’ – ATTTGGCAGCGAGAGGTGAA - 3’ e MilR2 (reverse) 5’ – 

CCCGGGTCGGCATAGTTTAC -3’ (personal communication). Primers específicos para 

o subfilo Myxozoa e foram esquematizados a partir de todas as sequências de mixosporídeos 

descritas na América do Sul depositadas no GenBank. Os primers amplificam uma região 

conservada da SSrDNA dos mixosporídeos. Estes foram construídos por Milanin et al., 

(dados não publicados) e amplificam um fragmento de aproximadamente 155 pares de bases 

(Tabela 2). 

5.2.1 Realização da PCR Convencional com as amostras-controle  

As primeiras PCRs Convencionais foram realizadas com as amostras-controle. Assim, 

as reações de cPCR foram realizadas contendo 22,5 μL de Platinum® PCR SuperMix 1X 

(Thermo Fisher Scientific Inc., USA), 0,5 μM de cada primer específico e 2 μL do DNA 

controle diluído. As reações de amplificação foram realizadas em termociclador Hamburg 

AG 22331 (Eppendorf, Applied Biosystems, California, USA) sob as seguintes condições 

de ciclagem: uma primeira etapa de desnaturação inicial a 95º C, durante 5 minutos, seguida 

por 35 ciclos de desnaturação a 95 ºC, por 30 segundos: hibridização a 60 ºC, durante 30 

segundos e extensão a 72 ºC, durante 60 segundos, finalizando com uma etapa de 

alongamento a 72 ºC, estendida para 3 minutos. Para essa reação foram utilizados os primers 

MilF e MilR2. 

Os produtos da cPCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, em 

tampão TAE (Tris-acetato - EDTA), corados com SybrSafe DNA (Invitrogen, Life 

Technologies, CA, EUA) e analisados em um transiluminador Stratagene 2020E. Os 

tamanhos dos fragmentos amplificados foram comparados com o padrão 1 Kb. plus DNA 

Ladder (Invitrogen life Technologies, CA, EUA). Em seguida, os produtos de cPCR foram 

purificados, utilizando o kit de purificação PCR Purification Kit (QIAGEN Inc., California, 

USA), e então enviados para sequenciamento. 

Os produtos do SSrDNA amplificados com os primers MilF e MilR2 através das reações 

de cPCR foram sequenciados utilizando o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing 

(Applied BiosystemsTM Inc., CA, EUA) e um sequenciador ABI 3730 DNA (Applied 

BiosystemsTM Inc., CA, EUA).  
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Para o sequenciamento foram utilizados os primers MilF e MilR2. As sequências 

obtidas foram visualizadas, editadas e alinhadas no programa Bioedit Sequence Alignment 

Editor versão 7.2.5 (HALL, 1999) e, em seguida, estas foram comparadas juntamente com 

outras sequências de mixosporídeos já descritos e depositadas no GenBank usando o 

programa Basic Local Aligment Search Tool (BLASTn)  National Center for Biotechnology 

(NCBI). 

 

5.3  Realização da PCR Convencional em amostras suspeitas 

5.3.1 PCR Convencional com os primers MX5 e MX3 

5.3.1.1 Escolha dos primers para reação de PCR Convencional para 

amplificação de DNA das amostras suspeitas 

Os primers escolhidos para as reações de cPCR para amplificação parcial do SSrDNA 

foram MX5 (forward): 5’ – CTGCGGACGGCTCAGTAAATCAGT - 3’ e MX3 (reverse): 5’ 

– CCAGGACATCTTAGGGCATCACAGA - 3’ (ANDREE et al., 1999), e que juntos 

amplificam um fragmento, de aproximadamente 1700 pares de bases. Pesquisas envolvendo 

mixoporídeos realizadas no Laboratório de Imunologia de Parasitas da FZEA-USP já vêm 

utilizando esses primers em diversos estudos como Carriero et al., (2013), Adriano et al., 

(2005a; 2012) e Milanin et al., (2010) (Tabela 2). 

5.3.1.2 Curva padrão para a definição do limiar de detecção de DNA com 

os primers MX5 e MX3 

Para a curva padrão foi utilizada, como controle positivo, uma amostra cujo o DNA já tinha 

sido extraído, quantificado e sequenciado, de Henneguya pellucida Adriano, Arana e Cordeiro, 

2005. Amostra cedida a partir de projetos em desenvolvimento no Laboratório de Imunologia 

de Parasitas e de concentração definida no NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, 

Delaware USA). 

Para a avaliação do limite de detecção da técnica com os primers MX5/MX3, foi utilizada 

a amostra contendo DNA de H. pellucida e esta foi diluída na razão 10 em 6 pontos. Desta 

forma, as diluições de DNA variaram de 1 ng à 0,1 x 10-4 ng. 
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Para a amplificação do SSrDNA as diluições contendo DNA da amostra de H. pellucida 

foram submetidas as reações de cPCR, realizadas com 2 μL do DNA controle diluído, 22,5 μL 

de Platinum® PCR SuperMix 1X (Thermo Fisher Scientific Inc, USA), 0,5 μM de cada primers 

MX3 e MX5. 

As reações de amplificação foram realizadas em um termociclador Hamburg AG 22331 

(Eppendorf, Applied Biosystems, California, USA) sob as seguintes condições de ciclagem: 

uma primeira etapa de desnaturação inicial a 95º C, durante 5 minutos, seguida por 35 ciclos de 

desnaturação a 95 ºC, por 60 segundos; anelamento a 60 ºC, durante 60 segundos e extensão a 

72 ºC, durante 130 segundos, finalizando com uma etapa de extensão a 72 ºC por 5 minutos.  

Os produtos de amplificação foram visualizados em eletroforese em gel de agarose a 

1,5%, em tampão Tris-Acetato-EDTA (TAE), corados com SybrSafe DNA (Invitrogen, Life 

Technologies, CA, EUA) e analisados em um transiluminador Stratagene 2020E. Os tamanhos 

dos fragmentos amplificados foram comparados com o padrão 1 Kb. plus DNA Ladder 

(Invitrogen Life Technologies, CA, EUA).  

5.3.1.3 PCR Convencional com DNA das amostras suspeitas com os 

primers MX5 e MX3 

Para as reações de cPCR todas as 48 amostras de DNA de água suspeitas foram 

quantificadas em Espesctrofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, 

Delaware USA) e, posteriormente, estas foram diluídas ou concentradas,  com a finalidade de 

terem a mesma concentração de DNA, 2,5 ng/μL. Como foram adicionadas 2 μL de DNA de 

cada amostra, foram adicionadas em cada reação 5 ng/uL de DNA.   

As reações de cPCR para a detecção de DNA de mixosporídeos em amostras suspeitas 

foram as mesmas utilizadas para a curva padrão, bem como para verificação de amplificação 

(Item 5.3.1.2).  

5.3.2 PCR Convencional com os primers HpelF e HpelR 

5.3.2.1 Escolha dos primers para reação de PCR Convencional para 

amplificação de DNA das amostras suspeitas 

Com o objetivo de otimizar um teste específico para Henneguya pellucida, foram 

construídos os primers HpelF (forward) 5’ -CTCTGTTGGTAGGGTGAGTGGG - 3’ e HpelR 

(reverse) 5’ -ATCGAGTAGACCGCACACTGTC - 3’. Para tanto, foram selecionadas 
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sequências do SSrDNA de mixosporídeos descritos na América do Sul depositadas no GenBank 

e a sequência de Henneguya pellucida (KF296352) descrita por Adriano et al., (2005) em 

espécies de peixes do CEPTA, localizado no município de Pirassununga, estado de São Paulo, 

Brasil, infectando Piaractus mesopotamicus, Holmberg 1887. As sequências foram alinhadas 

pelo programa Bioedit Sequence Alignment Editor versão 7.2.5 (HALL, 1999) e, regiões 

conservadas para H. pellucida foram selecionadas no Programa Primer-BLAST (NCBI) para o 

desenho dos oligonucleotídeos HpelF e HpelR, que flanqueiam uma região de 150 pares de 

bases da SSrDNA (Tabela 2). 

5.3.2.2 Curva padrão para a definição do limiar de detecção de DNA com os 

primers HpelF e HpelR 

A curva padrão para os primers HpelF e HpelR foi realizada com a amostra controle de 

Heneguya pellucida foi diluída na razão 10 em 6 diluições. As concentrações das diluições 

variaram de 1 ng à 0,1 x 10-4 ng de DNA. 

As reações de cPCR com os primers HpelF e HpelF foram realizadas com 2 μL do DNA 

controle diluído, 22,5 μL de Platinum® PCR SuperMix 1X (Thermo Fisher Scientific Inc, 

USA), 0,5 μM de cada primers HpelF e HpelF. As reações de amplificação foram realizadas 

num termociclador Hamburg AG 22331 (Eppendorf, Applied Biosystems, California, USA) 

sob as seguintes condições de ciclagem: uma primeira etapa de desnaturação inicial a 95º C, 

durante 5 minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturação a 95 ºC, por 30 segundos: anelamento 

a 62 ºC, durante 30 segundos e extensão a 72 ºC, durante 60 segundos, finalizando com uma 

etapa de extensão/polimerização a 72 ºC, por 2 minutos.  

A amplificação foi visualizada em gel de agarose como descrito no item 5.3.1.2. 

5.3.2.3 Especificidade dos primers HpelF e HpelR para detecção de DNA de 

Henneguya pellucida 

Foram realizados testes de sensibilidade dos primers HpelF de HpelR com amostras de 

outros mixosporídeos, incluindo uma amostra de DNA do actinosporo Aurantiactinomyxon tipo 

1 e uma amostra de DNA de Myxobolus macroplasmodialis além da amostra de DNA de H. 

pellucida para validar a especificidade dos primers. 

5.3.2.4 PCR Convencional com DNA obtidos das amostras suspeitas com os 

primers HpelF e HpelR 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Para as reações de cPCR todas as 48 amostras suspeitas foram quantificadas no 

Espesctrofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, Delaware, USA) e 

posteriormente estas foram diluídas ou concentradas,  com a finalidade de terem a mesma 

concentração de DNA, 2,5 ng/μL de DNA.  

As reações para a detecção de mixosporídeos em amostras suspeitas foram as mesmas 

utilizadas para a curva padrão, bem como para verificação de amplificação (item 5.3.1.2). 

 

5.4 Realização da PCR em Tempo Real em amostras suspeitas  

Neste estudo, foram desenvolvidos dois sistemas para detectar o produto das reações de 

qPCR: o sistema TaqMan® e o sistema do corante SYBR Green®.  

Em ambos os sistemas as amostras foram feitas em duplicatas em placas e os dados foram 

calculados em média. As duplicatas que apresentaram um desvio padrão de Ct > 0,5 foram 

refeitas.  

5.4.1 Sistema TaqMan® 

O sistema TaqMan® escolhido utilizou uma probe fluorescente para possibilitar a detecção 

de DNA de mixsporídeos, da qPCR conforme esse se acumula durante os ciclos da reação.  

Os primers MilF e MilR2 utilizados para as reações da qPCR foram construídos a partir de 

uma combinação específica de sequências do SSrDNA de mixosporídeos depositadas no 

GenBank, em região bastante conservada para estes parasitas como descrito no item 5.2. 

Milanin et al., (dados não publicados) construíram para as reações de qPCR juntamente 

com os primers MilF e MilR2 uma probe marcadora denominada AMARO 5’- 

GCCAAGGACTAACAAA -3’, a qual foi obtida a partir do alinhamento das sequências de 

mixosporídeos descritos na América do Sul e depositadas no GenBank.  

As reações de qPCR ocorreram seguindo as seguintes etapas: a combinação de primers e 

probe na reação de qPCR foram determinadas de acordo com o TaqMan® Normas do Protocolo 

Universal PCR Master Mix (Applied BiosystemsTM Inc., CA, EU). Inicialmente, para um 

volume de reação de 10 uL, foram utilizados 200 nM de cada primer (Applied Biosystems Inc., 

CA, EU, 120 mM de probe (Applied BiosystemsTM Inc., CA, EU, 5 μL de TaqMan® 

Universal PCR MasterMix (Applied BiosystemsTM Inc., CA, EU, 5 ng de DNA extraído e 1 

μL água ultrapura Mili-Q® (Thermo Scientific, Wilmington, Delaware USA). As reações de 
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amplificação foram conduzidas no  termociclador Applied Biosytems 7500 Real-Time PCR 

Systems (Applied Biosystems Inc., CA, EU). 

O protocolo de amplificação constitui-se, inicialmente, de 1 ciclo de 20 segundos a 95 ºC, 

seguido de 40 ciclos com desnaturação a  95 ºC  por 3 segundos cada, anelamento/extensão a 

60 ºC por 30 segundos. 

A análise da amplificação realizada pela qPCR foi analisada utilizando-se da quantificação 

absoluta. Na quantificação absoluta o número de cópias do SSrDNA de cada amostra foi 

determinado baseando-se na curva padrão. 

5.4.1.1 Curva de eficiência da reação com os primers MilF, MilR e a probe 

AMARO 

Para obter a curva de eficiência de amplificação da reação de qPCR foram realizadas 

reações utilizando um pool de 150 actinosporos. O DNA do pool de actinosporos foi extraído 

utilizando o DNeasy Blood & Tissue kit (QIAGEN Inc., California, USA).  Após, amplificou-

se o segmento de DNA, utilizando os primers MilF e MilR2, por meio da qPCR. O produto da 

reação foi purificado e a confirmação de uma única banda do tamanho esperado foi visualizado 

por eletroforese em gel de agarose. Houve a quantificação do produto de PCR purificado 

obtivendo 3,8 ng/μL.  

Para a realização da curva de eficiência de amplificação da reação de qPCR foram feitas 6 

diluições seriadas na razão 10, com uma variação de 3,8 ng à 3,8 x 10-5 ng. 

A eficiência de amplificação da qPCR é a taxa na qual um amplicon é gerado, geralmente 

expressa em porcentagem. O slope de uma curva padrão é comumente utilizado para estimar a 

eficiência de amplificação de uma reação de qPCR.  

A curva padrão de qPCR foi graficamente representada como um gráfico de regressão linear 

semi-log do valor do Threshold cycle (Ct) em comparação ao log da quantidade inicial de DNA, 

pela equação da reta [ Y = B X + A], em que Y é a variável dependente (Cts), X é a variável 

independente (log), A é uma constante ( ponto em que a reta intercepta o eixo Y) e B é a 

constante do coeficiente de regressão (R2).   

Para verificar a eficiência da reação é necessário que o R2 seja >0,99, para a validação e o 

valor de slope (inclinação da curva) ideal é de –3,32 que indica uma eficiência da reação de 

100% (E= 1). O cálculo de estimativa da eficiência de um ensaio de qPCR é dado pela seguinte 

fórmula [ E = (10 -1/slope -1) x 100 ]. Na prática a eficiência de 90 a 110% é aceitável.  
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Os seguintes parâmetros foram utilizados para converter a massa em ng para número de 

cópias: Produto de qPCR purificado (3,8 ng) x 6,0221 x 1023 / 155 pb* 1 x 109 * peso molecular 

dos nucleotídeos (660 g/mol). 

5.4.1.2 Curva padrão para definição do limiar de detecção de DNA com os 

primers MilF, MilR e a probe AMARO 

Para a construção da curva padrão para a definição do limiar de detecção foi utilizado DNA 

de H. pellucida e realizou-se uma diluição seriada na razão 10 em 6 pontos seguindo a curva 

padrão realizada na cPCR.  As concentrações das diluições variaram de 0,1 ng à 0,1 x 10-5 ng.  

O ciclo de corte do ensaio foi definido tecnicamente no Ct 35, em que as amostras com Ct 

a cima deste valor foram consideradas negativas quanto a presença de DNA de mixosporídeos.  

5.4.1.3 Realização da PCR em Tempo Real com DNA obtidos das amostras 

suspeitas com os primers MilF e MilR2 e a probe AMARO 

As reações das amostras suspeitas foram realizadas em duplicatas, com o protocolo 

descritos no item 5.4.1. 

5.4.1.4 Sequenciamento de DNA das amostras suspeitas  

Os produtos do SSrDNA amplificados através das reações de qPCR foram utilizando o kit 

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems Inc., CA, EUA) e um 

sequenciador ABI 3730 DNA (Applied Biosystems Inc., CA, EU).  

Para o sequenciamento de todas as amostras suspeitas positivas (Ct ≤ 35) na qPCR foi 

utilizado o primer MilF. 

5.4.1.5 Análises das sequências obtidas  

As sequências obtidas foram visualizadas, editadas e alinhadas no programa BioEdit 

7.1.3.0 (Hall, 1999), e, em seguida, foram comparadas juntamente com outras sequências de 

mixosporídeos já descritos e com sequências depositadas no GenBank usando o programa Basic 

Local Aligment Search Tool (BLASTn) National Center for Biotechnology (NCBI). 

5.4.1.6 Estimativa do número de cópias do SSrDNA 

Para estimar o número de cópias do SSrDNA em 1 litro de água coletada, a quantificação 

obtida de DNA de cada amostra suspeita (ng/μL) pelo espectrofotômetro NanoDrop das 

extrações de DNA de todas as amostras suspeitas foram multiplicadas por 120 (valor em μL da 
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eluição do DNA na etapa de extração). Obtivemos assim as quantidades totais em ng de cada 

amostra suspeita. Esse valor foi correlacionado com o número de cópias do SSrDNA calculado 

para cada amostra suspeita. O cálculo do número de cópias do SSrDNA em 5 ng de DNA de 

cada amostra foi através da equação inversa do log (ver item 5.4.1.1). 

Nas reações de qPCR foram pipetadas 5 ng de DNA de cada amostra suspeita e a partir 

dos resultados obtidos pode-se relacionar com dados publicados nos trabalhos (HALLETT & 

BARTHOLOMEW, 2006; KELLEY et al., 2004) que determinaram que cada célula 

(presumivelmente cada núcleo) de Myxobolus cerebralis, obtém 104 cópias do SSrDNA, e que 

um mixosporo possui 5 células, mais 6 núcleos (ELMATBOULI et al., 1995), portanto possui 

624 cópias do SSrDNA. E que um actinosporo, Triactinomyxon, é composto por 71 células ou 

núcleos (3 células valvares, 3 células capsulogênicas, 64 células germinativas e 1 célula 

envolvente de esporoplasma (EL-MATBOULI & HOFFMANN 1998), o que equivale a 7384 

cópias por mixosporo.  A partir destes dados podemos calcular e inferir quantos esporos 

poderiam estar presentes em cada litro de água coletada.  

5.4.2 Sistema SYBR Green® 

O sistema do corante SYBR Green® possui ligação altamente específica ao DNA dupla-

fita, para detectar o produto da PCR conforme ele se acumula durante os ciclos da reação. 

Os primers utilizados para as reações da qPCR, com o sistema SYBR Green®, foram 

construídos com o objetivo de identificar uma única espécie de mixosporídeo dentro dos 

sistemas de criação de peixes, os primers HpelF e HpelR (descritos no item 5.3.2.1). 

O volume total da reação de 10 μL foi composto de 300 nM de cada primer (Applied 

Biosystems Inc., CA, EUA), 5 uL de SYBR Green® Universal PCR Master Mix (Applied 

Biosystems Inc., CA, EUA), 2 μl de DNA foram utilizados e 1,8 μL água ultrapura Mili-Q® 

(Thermo Scientific, Wilmington, Delaware, USA). Os primers utilizados na reação de qPCR 

foram os HpelF e HpelR. 

O protocolo de amplificação constitui-se de inicialmente 1 ciclo de 20 segundos a 95 ºC, 

seguido de 40 ciclos com desnaturação a  95 ºC  por 3 segundos cada, anelamento/ extensão a 

60 ºC por 30 segundos mais a etapa de curva de melting  com um ciclo a 95 ºC por 15 segundos, 

outra etapa a 60 ºC por 1 minuto, outra etapa a 95 ºC por 15 segundos e uma última a 60 ºC por 

15 segundos. 
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 As reações de amplificação foram conduzidas no termociclador Applied Biosytems 7500 

Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems Inc., CA, EUA). Também foi realizada a curva 

de dissociação, conhecida como curva de melting, após a amplificação do DNA alvo para 

verificar a especificidade do produto amplificado. A análise de curva de melting foi realizada 

através de uma tempetatura especifica, temperatura de melting (Tm). A Tm é a temperatura na 

qual metade das fitas de DNA está na forma de fita simples e a outra metade na forma de dupla 

helice.  

5.4.2.1 Curva de eficiência da reação com os primers HpelF e HpelR 

Para avaliar a eficiência de amplificação da reação da qPCR foi construída uma curva de 

diluição em série de 6 pontos, partindo de 0,1 ng à 0,1 x 10-5 ng de DNA de Henneguya 

pellucida. A curva padrão foi obtida pela relação entre o Ct e o log da concentração de DNA 

nas amostras padrões, e a partir da inclinação da reta foi calculado a eficiência da amplificação. 

 

5.5 Primers utilizados nas reações de PCR Convencional e PCR em Tempo Real  

Todos os primers e probe esquematizados neste estudo e os escolhidos a partir de estudos 

anteriores, para a amplificação e sequenciamento do SSrDNA, foram descriminados e 

esquematizados (Tabela 2 e Figura 5).  

 

Tabela 2. Sequências de primers e probe utilizados para amplificação e sequenciamento do SSrDNA na PCR 

Convencional e PCR em Tempo Real deste estudo.  

Primers 

e probe 

 

Sequência 5’ – 3’ 

 

Referência 

MilF** ATTTGGCAGCGAGAGGTGAA Milanin et al., (dados não publicados) 

MilR2** CCCGGGTCGGCATAGTTTAC Milanin et al., (dados não publicados) 

AMARO* GCCAAGGACTAACAAA Milanin et al., (dados não publicados) 

MX5 CTGCGGACGGCTCAGTAAATCAGT Andree et al., (1999) 

MX3 CCAGGACATCTTAGGGCATCACAGA Andree et al., (1999) 

HpelF CTCTGTTGGTAGGGTGAGTGGG Neste estudo 

HpelR ATCGAGTAGACCGCACACTGTC Neste estudo 

*probe  

** primers usados para o sequenciamento do SSrDNA 
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Figura 5. Representação esquematizada da localização dos primers e probe utilizados para amplificação e 

sequenciamento do SSrDNA na PCR Convencional e PCR em Tempo Real.  
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6. Resultados  

6.1 Coleta de amostras suspeitas de água, filtração das amostras e extração de DNA  

Foram analisadas 48 amostras de água provenientes de duas pisciculturas do estado de São 

Paulo. Desta forma, detectamos DNA de mixosporídeos disponíveis na água quando analisada 

por PCR Convencional e PCR em Tempo Real. As concentrações de DNA obtidas das amostras 

suspeitas variaram entre 1,6 ng/µL a 53,2 ng/µL, com um valor médio de 9,747 ng/µL (Tabela 

3). 

 

Tabela 3. Concentração de DNA extraído das amostras de água coletadas das pisciculturas do CEPTA (CE) e de 

Porto Ferreira (PF) em ng/µL. 

Amostras 

(CE) 

Concentração de 

DNA (ng/ µL) 

Amostras 

(PF) 

 

Concentração de 

DNA (ng/ µL) 

01 1,8 01 27,6 

02 4,2 02 17,9 

03 3,8 03 18,2 

04 2,4 04 22,5 

05 3,1 05 26,4 

06 1,6 06 16,5 

07 39,8 07 21,7 

08 8,4 08 3,0 

09 2,3 09 18,9 

10 4,3 10 7,6 

11 3,0 11 2,8 

12 8,6 12 11,8 

13 5,3 13 6,5 

14 13,4 14 6,3 

15 6,8 15 8,1 

16 3,8 16 17,5 

17 9,5 17 8,0 

18 4,6 18 8,2 

19 3,3 19 6,9 

20 53,2 20 8,3 

21 4,9 21 9,8 

22 2,5 22 9,7 

23 2,7 23 14,5 

24 2,4 24 27,6 
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6.2 Validação das etapas de filtração e extração de DNA com as amostras-controle  

As concentrações de DNA obtidas das duas amostras-controle variaram entre 36,2 ng/µL 

e 41,1 ng/µL, com um valor médio de 38,65 ng/µL. Os valores do grau de pureza de DNA 

variaram entre 1,72 e 1,78 com um valor médio de 1,75.  

A fim de validar a eficiência do método utilizado para a filtração e extração de DNA das 

membranas de nitrato de celulose, foram realizadas reações de cPCR para a amplificação do 

SSrDNA das amostras-controle. As amostras-controle foram “batizadas” com mixósporos de 

mixosporídeos como descrito no item 5.2.  

6.2.1 Realização da PCR Convencional com as amostras-controle  

As reações de cPCR foram realizadas utilizando duas amostras como controle: uma com 

41,1 ng/uL de DNA e outra com 36,2 ng/uL de DNA. As reações com as duas amostras -

controle foram realizadas com o conjunto de primers MilF e MilR2 (Figura 6). 

 

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com SyBr Safe A. Marcador de Peso Molecular 1Kb. 

(1100 pares de bases); B. Produto de PCR do controle 1; C. Produto de PCR do controle 2; D. Controle 

Negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.2.2 Sequenciamento e análise das sequências obtidas das amostras-controle 

A sequência obtida do SSrDNA utilizando os primers MilF e MilR2 para a amostra-

controle positivo 1 gerou um fragmento de 133 pb. 

155 pb 

  A           B          C            D 
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Após a pesquisa BLASTn na busca de similaridades da amostra controle 1 (Figura 7), foram 

obtidas um total de 100 sequências, das quais todas correspondentes a mixosporídeos (82 

mixosporos e 18 actinosporos).  

 

Figura 7. Pesquisa BLASTn com a sequência obtida com a amostra-controle 1. 

 

 

As maiores similaridades encontradas para a amostra-controle 1 foram de 95, 97 e 96 % 

com SSrDNA de Myxobolus cf. colossomatis (KF597017.1), Myxobolus colossomatis 

(MK032220.1), e Myxobolus sp. 3 (MK492647.1), respectivamente, confirmando que o 

produto amplificado pela PCR é de um mixosporídeos do gênero Myxobolus Bütschli, 1882, 

como identificado inicialmente no rompimento do cisto.  

A sequência do produto de PCR do controle 2 apresentou baixa qualidade, com picos 

sobrepostos impossibilitando o alinhamento e consequentemente a análise da sequência.  

 

6.3 Realização da PCR Convencional  

6.3.1 PCR Convencional com os primers MX5 e MX3 

6.3.1.1  Curva padrão para a definição do limiar de detecção de DNA com os 

primers MX5 e MX3 

As amplificações das reações de cPCR para a detecção da curva padrão utilizaram os 

primers MX5 e MX3 (Figura 8). A partir dos resultados obtidos pela curva padrão da cPCR, é 
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possível definir que essa técnica é capaz de detectar até quantia de 0,1 x 10-3 ng/ μL de DNA de 

H. pellucida.  

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com SyBr Safe; A. Marcador de Peso Molecular 1Kb.; 1. 

ao 6. Pontos da curva padrão da cPCR com os primers MX5 e MX3 em diluições de DNA controle variando de 1 

ng a 0,1 x 10-4 ng; 1. 1 ng de DNA de H. pellucida; 2. 0,1 ng de DNA de H. pellucida; 3. 0,1 x 10-1 ng de DNA de 

H. pellucida; 4. 0,1 x 10-2 ng de DNA de H. pellucida; 5. 0,1 x 10-3 ng de DNA de H. pellucida; 6. 0,1 x 10-4 ng de 

DNA de H. pellucida; B. Contorole Negativo.  

 

 

6.3.1.2 PCR Convencional com DNA das amostras suspeitas com os primers 

MX5 e MX3 

Foram feitas reações de cPCR para as 48 amostras suspeitas de DNA coletadas nas 

pisciculturas, localizadas no município de Porto Ferreira (24 amostras) e no CEPTA na cidade 

de Pirassununga (24 amostras). As amostras suspeitas coletadas nos dois municípios no interior 

do Estado de São Paulo foram submetidas primeiramente as reações de cPCR com os primers 

MX5 e MX3. 

Dentre as 24 amostras coletadas no CEPTA (CE) na cidade de Pirassununga, 15 mostraram-

se positivas quanto à presença de DNA de mixosporídeos, de acordo com as amplificações 

visualizados no gel de agarose em UV (Figuras 9 e 10). 

 

 

 

 

     A      1     2      3       4      5      6              B 

1700 pb 
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com SyBr Safe do produto de cPCR das amostras suspeitas 

coletadas no CEPTA com os primers MX5 e MX3; A. Marcador de Peso Molecular 1 Kb.; 1. a 12. Produto de 

PCR com DNA das amostras água suspeitas coletadas no CEPTA; B. Controle Negativo. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com SyBr Safe do produto de cPCR das amostras suspeitas 

coletadas no CEPTA com os primers MX5 e MX3; A. Marcador de Peso Molecular 1 Kb.; 13. a 24. Produto de 

PCR com DNA das amostras água suspeitas coletadas no CEPTA; B. Controle Negativo. 

 

 

De acordo com as bandas mostradas na eletroforese em gel de agarose no tamanho esperado, 

1.700 pares de bases, para a amplificação realizada com os primers MX3-MX5, as amostras 2, 

3, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 12, 15, 16, 18, 19, 23 e 24 amplificaram. Desta forma, através do teste 

aplicado, 62,5% das amostras analisadas são positivas para a presença de mixosporídeos. 

Das 24 amostras coletadas no município de Porto Ferreira em uma criação de peixes, 9 

mostraram-se positivas quanto à presença de DNA de mixosporídeos (Figuras 11 e 12). 

 

 A    1    2    3     4    5     6    7     8     9   10    11  12          B  

A   13  14   15  16  17  18  19   20  21  22  23  24         B       

1700 pb 

1700 pb 
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Figura 11. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com SyBr Safe, do produto de cPCR das amostras suspeitas 

coletadas na piscicultura de Porto Ferreira com os primers MX5 e MX3; A. Marcador de Peso Molecular 1Kb.; 1. 

a 12. Produto de PCR com DNA das amostras água suspeitas coletadas na piscicultura da cidade de Porto Ferreira; 

B. Controle Negativo. 

 

 

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com SyBr Safe, do produto de cPCR das amostras suspeitas 

coletadas na piscicultura de Porto Ferreira com os primers MX5 e MX3; A. Marcador de Peso Molecular 1Kb.; 

13. a 24. Produto de PCR com DNA das amostras água suspeitas coletadas na piscicultura da cidade de Porto 

Ferreira; B. Controle Negativo. 

 

 

As amostras 5, 7 ,9, 10, 14, 16, 21, 22 e 24 amplificaram aproximadamente 1.700 pares de 

bases, ou seja, 37,5% das amostras amplificaram quanto à presença de mixosporídeos na água 

do tanque. 

 

 

 A   1    2    3     4    5    6     7     8    9   10  11   12          B  

 A 13 14  15  16  17  18   19 20  21  22  23 24           B       

1700 pb 

1700 pb 
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6.3.2 PCR Convencional com os primers HpelF e HpelR  

6.3.2.1  Curva padrão para a definição do limiar de detecção de DNA com os 

primers HpelF e HpelR 

As amplificações das reações de cPCR para a detecção da curva padrão utilizaram os 

primers HpelF e HpelR (Figura 13). A partir dos resultados obtidos pela curva padrão da cPCR, 

essa técnica é capaz de detectar até quantia de 0,1 ng/ μL de DNA de H. pellucida.  

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com SyBr Safe; A. Marcador de Peso Molecular 1Kb.; 1. 

ao 6. Pontos da curva padrão da cPCR com os primers HpelF e HpelR em diluições de DNA controle variando de 

1 ng a 0,1 x 10-4 ng; 1. 1 ng de DNA de H. pellucida; 2. 0,1 ng de DNA de H. pellucida; 3. 0,1 x 10-1 ng de DNA 

de H. pellucida; 4. 0,1 x 10-2 ng de DNA de H. pellucida; 5. 0,1 x 10-3 ng de DNA de H. pellucida; 6. 0,1 x 10-4 ng 

de DNA de H. pellucida; B. Contorole Negativo. 

 

 

6.3.2.2 Especificidade dos primers HpelF e HpelR para detecção de DNA de 

Henneguya pellucida 

Para avaliar a especificidade do conjunto de primers desenvolvidos especificamente para 

a espécie H. pellucida foram produzidos testes de verificação na cPCR com amostra de DNA 

de outros mixosporídeos. As reações foram realizadas utilizando DNA de actinosporo 

Aurantiactinomyxon tipo 1, DNA de mixosporo Myxobolus macroplasmodialis além da 

amostra de DNA de H. pellucida. O tamanho esperado da banda no gel de agarose foi de 150 

pares de bases (Figura 14).  

Os resultados mostraram que os primers HpelF e HpelR desenvolvidos para a espécie H. 

pellucida não amplificaram outros DNA de mixosporídeos. Desta forma, conclui-se que são 

específicos apenas para H. pellucida. 

 

   A       1        2      3       4        5       6          B 

150 pb 
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Figura 14. Gel de agarose 1,5% corado com SyBr Safe; A. Marcador de Peso Molecular 1Kb.; B. Produto de PCR 

com DNA de actinosporo (Aurantiacnomyxon tipo 1); C. Produto de PCR com DNA de mixosporo (Myxobolus 

macroplasmodialis); D. Controle Negativo; E. Produto de PCR com DNA de H. pellucida. 

 

 

6.3.2.3 PCR Convencional com DNA das amostras suspeitas com os primers 

HpelF e HpelR 

Todas as 48 amostras de água suspeitas coletadas nas duas psiculturas também foram 

submetidas às reações de cPCR com os primers HpelF e HpelR, após os resultados satisfatórios 

de especificidade dos primers (item 6.3.2.2). 

Dentre as 24 amostras coletadas no CEPTA na cidade de Pirassununga, 3 amostras 

amplificaram quanto à presença de DNA de H. pellucida, de acordo com as amplificações 

visualizadas na eletroforese em gel de agarose (Figuras 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

150 pb 

 A       B      C       D       E 
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Figura 15. Eletroforese em gel de agarose 1,5% na presença de SyBr Safe, do produto de cPCR das amostras 

suspeitas do CEPTA com os primers HpelF e HpelR; A. Marcador de Peso Molecular 1Kb.; 1. a 12. Produto de 

PCR com DNA das amostras água suspeitas coletadas no CEPTA; B. Controle Negativo. 

 

Dentre as 24 amostras suspeitas coletadas no município de Porto Ferreira em uma criação 

de peixes, nenhuma amostra amplificou quanto à presença de DNA de H. pellucida. Acredita-

se que esta espécie -Henneguya pellucida- não esteja presente nesse tanque de peixes, embora 

haja a amplificação de DNA de mixosporídeo em geral com os primers MX5 e MX3. Desta 

forma, presume-se que há outras espécies de mixosporídeos, como relatado no item 6.3.1.2.  

Os resultados das reações de cPCR realizadas com conjuntos de primers diferentes com 

as mesmas 48 amostras, mostraram que 24  amostras suspeitas amplificaram quanto à presença 

de mixosporídeos com o conjunto de primers MX5 - MX3, e com o conjunto de primers HpelF 

- HpelR, 3 amostras amplificaram quanto à presença de H. pellucida (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Resultados das cPCR com os conjuntos de primers MX5 - MX3 e HpelF - HpelR das 48 amostras 

suspeitas de DNA coletadas nas pisciculturas do CEPTA (CE) e Porto Ferreira (PF). 

 

Amostras 

Resultados 

MX5/MX3 

Resultados 

HpelF/HpelR 

CE 01 - - 

CE 02 + - 

CE 03 + - 

CE 04 + - 

CE 05 + - 

CE 06 + + 

CE 07 + - 

CE 08 - - 

CE 09 + + 

CE 10 + - 

 A      1       2       3      4        5       6       7       8       9      10     11     12                B  



55 

 

CE 11 - - 

CE 12 + + 

CE 13 - - 

CE 14 - - 

CE 15 + - 

CE 16 + - 

CE 17 - - 

CE 18 + - 

CE 19 + - 

CE 20 - - 

CE 21 - - 

CE 22 - - 

CE 23 + - 

CE 24 + - 

PF 01 - - 

PF 02 - - 

PF 03 - - 

PF 04 - - 

PF 05 +  

PF 06 - - 

PF 07 + - 

PF 08 - - 

PF 09 + - 

PF 10 + - 

PF 11 - - 

PF 12 - - 

PF 13 - - 

PF 14 + - 

PF 15 - - 

PF 16 + - 

PF 17 - - 

PF 18 - - 

PF 19 - - 

PF 20 - - 

PF 21 + - 

PF 22 

PF 23 

PF 24 

+ 

- 

+ 

- 

- 

- 

 

6.4 Realização da PCR em Tempo Real   

6.4.1 Sistema TaqMan® 

6.4.1.1 Curva de eficiência da reação com os primers MilF, MilR2 e a probe 

AMARO 
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A curva de eficiência da amplificação mostrou uma variação de 500.000 cópias, (média 

do Ct 6: 20,736) até 5 cópias, (média do Ct 1: 37,488) (Tabela 5.). O valor do R2 foi de 0,9982, 

o do slope foi de -3,3368. A eficiência da reação foi de 99,38%. 

 

Tabela 5. Resultado da eficiência da reação com os primers MilF, MilR2 e probe AMARO, na qPCR utilizando 

como alvo DNA de actinosporos (pool de 150 actinosporos) em diluições de 3,8 a 3,8 x 10-5 ng de DNA. 

Diluição do 

DNA de 

actinosporo  

(ng) 

Número de cópias 

amplificadas do 

SSrDNA 

 

Log 

 

Média do Ct 

3,8 500000 5,698970004 20,89671707 

3,8 x 10-1 50000 4,698970004 23,82810402 

3,8 x 10-2 5000 3,698970004 27,09329414 

3,8 x 10-3 500 2,698970004 30,46067619 

3,8 x 10-4 50 1,698970004 33,65071869 

3,8 x 10-5 5 37,6092453 37,6092453 

 

O primeiro ponto da curva, o mais concentrado com 3,8 ng de DNA, amplificou a partir 

de 500.000 cópias (média do Ct 6: 20,736); o segundo ponto com 3,8 x 10-1 ng/ com 50.000 

cópias (Ct 5: 23,93); o terceiro ponto 3,8 x 10-2 ng com 5000 cópias (Ct 4: 27,09); o quarto ponto  

3,8 x 10-3 ng com 500 cópias (Ct 5: 30,51); o quinto ponto  3,8 x 10-4 ng com 50 cópias (Ct 5: 

33,80); e o sexto e último ponto com 3,8 x 10-5 ng com 5 cópias (Ct 6: 37,48). 

 

Figura 16. Gráfico da curva padrão de eficiência da reação com os primers MilF, MilR2 e probe AMARO, na 

qPCR utilizando como alvo DNA de actinosporos em diluições de 3,8 a 3,8 x 10-5 cópias de DNA. 
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6.4.1.2 Curva padrão para definição do limiar de detecção de DNA com os 

primers MilF, MilR2 e a probe AMARO 

O limiar de ciclos ou ciclo threshold (Ct) foi determinado a partir do Ct ≥ 35, em que as 

amostras acima desse valor foram consideradas negativas quanto à presença de mixosporídeos. 

O valor do limiar detectável (Ct 35) corresponde a 25 cópias do SSrDNA. Esse valor 

foi estabelecido tecnicamente, pois, a partir do Ct 35, as duplicatas perdem qualidade e 

começam a ter diferenças de mais de 0,5 Ct, além da eficiência da amplificação cair muito nessa 

faixa. Desta forma o método desenvolvido no estudo foi capaz de detectar a partir de 25 cópias 

do SSrDNA de mixosporídeos. 

Cada ponto da curva padrão gerada da diluição de DNA de mixosporídeos foi relacionada 

ao número de cópias do SSrDNA amplificadas na qPCR (Tabela 6). 

 

Tabela 6. Curva padrão para definição do limiar de detecção de DNA de mixosporídeos com os primers MilF, 

MilR2 e a probe AMARO, utilizando como alvo DNA de Henneguya pellucida em diluições de 0,1 a 0,1 x 10-5 ng 

de DNA. 

Diluição do 

DNA de Henneguya 

pellucida (ng) 

 

Média do Ct 

Número de cópias 

amplificadas do SSrDNA 

0,1  19,738 913725 

0,1 x 10-1  22,825 107777 

0,1 x 10-2  26,070 11396 

0,1 x 10-3  29,226 1281 

0,1 x 10-4  32,462 136 

0,1 x 10-5  35,022 23 

 

Nota-se que o ponto da curva mais diluído (0,1 x 10-5 ng) mostrou-se negativo (Ct 35), 

portanto foi determinado que a qPCR detecta até quantidades de 0,1 x 10-4 ng/uL. 
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Figura 17. Gráfico da curva padrão para definição do limiar de detecção de DNA de mixosporídeos com os 

primers MilF, MilR2 e a probe AMARO, utilizando como alvo DNA de Henneguya pellucida em diluições de 0,1 

a 0,1 x 10-5 ng de DNA. 

 

 

6.4.1.3 Realização da PCR em Tempo Real com DNA obtido das amostras de 

água suspeitas com os primers MilF, MilR2 e a probe AMARO 

6.4.1.3.1 Amostras suspeitas coletadas no CEPTA na cidade de 

Pirassununga, SP, Brasil  

Das 24 amostras coletadas na piscicultura do CEPTA da cidade de Pirassununga, todas 

as reações de cPCR amplificaram, ou seja, 100% das amostras detectaram a presença de DNA 

de mixosporídeos, com Ct < 35 (Tabela 7).  
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Tabela 7. Resultados das reações de PCR em Tempo Real com os primers MilF, MilR2 e a probe AMARO, 

utilizando o DNA das amostras suspeitas coletadas no CEPTA (CE): Ct médio das duplicatas; números de cópias 

do SSrDNA; diagnóstico final. 

 

Amostras  

(CE) 

 

Média do Ct 

 

Número de 

cópias 

do 

SSrDNA 

 

Diagnóstico  

 

01 31,15 337 + 

02 31,45 274 + 

03 30,81 428 + 

04 31,62 244 + 

05 32,52 130 + 

06 30,48 537 + 

07 32,45 137 + 

08 33,64 60 + 

09 31,51 262 + 

10 29,76 882 + 

11 33,25 79 + 

12 31,73 225 + 

13 30,99 378 + 

14 34,22  40 + 

15 32,24 159 + 

16 30,95 386 + 

17 34,84 26 + 

18 32,67 118 + 

19 31,24 316 + 

20 34,52 33 + 

21 29,64 957 + 

22 29,90 800 + 

23 30,59 497 + 

24 28,22 2567 + 
 

6.4.1.3.2 Amostras suspeitas coletadas na psicultura da cidade de 

Porto Ferreira, SP, Brasil  

Das 24 amostras coletadas no município de Porto Ferreira, 16 amplificaram, ou seja, 

66,66% das amostras detectaram a presença de DNA de mixosporídeos, com Ct < 35 (Tabela 

8).  
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Tabela 8. Resultados das reações de qPCR com os primers MilF, MilR2 e a probe AMARO, utilizando o DNA 

das amostras suspeitas coletadas em Porto Ferreira (PF): Ct médio das duplicatas, números de cópias do SSrDNA, 

diagnóstico final. 

 

 

Amostras 

(PF) 

 

 

Média do Ct 

 

Número de 

cópias 

do 

SSrDNA 

 

 

Diagnóstico  

01 33,89 51 + 

02 25,91 12729 + 

03 27,53 4133 + 

04 33,55 64 + 

05 31,75 222 + 

06 33,53 65 + 

07 29,39 1138 + 

08 34,86 26 + 

 09 37,16 5 - 

10 35,86 13 - 

11 28,75 1781 + 

12 35,90 6 - 

13 36,93 6 - 

14 32,14  170 + 

15 36,35 9 - 

16 32,687 117 + 

17 33,67 59 + 

18 34,76 28 + 

19 35,11 22 - 

20 36,39 9 - 

21 35,61 15 - 

22 34,35 37 + 

23 31,73 260 + 

24 33,43 69 + 

 
6.4.1.4 Sequenciamento e análise das sequências obtidas de DNA das 

amostras suspeitas  

As sequências obtidas com os primers MilF, MilR2 e a probe AMARO de amostras 

suspeitas que se mostraram positivas quanto à presença de DNA de mixosporídeos foram 

alinhadas e editadas manualmente, através do programa Bioedit Sequence Alignment Editor 

versão 7.2.5 (HALL, 1999). 

Todas as 40 amostras que amplificaram com Ct < 35 nas reações de qPCR com os primers 

MilF, MilR2 e a probe AMARO foram enviadas para sequenciamento. No entanto, alguns dos 

resultados foram insatisfatórios, uma vez que obtiveram eletroferogramas com picos 

sobrepostos que impediram a determinação exata das sequências das amostras. A inviabilização 

do sequenciamento pode ser pelo fato de que cada amostra suspeita tivesse mais de uma espécie 

de mixosporídeos, tendo em vista que uma mistura de DNAs impossibilita o alinhamento de 
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sequências concisas. Dentre os sequenciamentos, foram escolhidos 4 resultados para a 

confirmação da existência de DNA de mixosporídeos nas amostras de água coletadas nas 

pisciculturas do interior do estado de São Paulo.  

        A primeira amostra do CEPTA, CE 9, enviada para sequenciamento, mostrou maior 

similaridade com Myxobolus matosi (MK032219.1), Myxobolus sp. (MN239502.1), e 

Sphaeromyxa sp. (MK573247.1) com 90, 89 e 90 % respectivamente. Confirmando que as 

sequências positivas deste estudo são de DNA de mixosporídeos (Figura 18).  

 

Figura 18. Comparação da sequência da amostra CE 9, através do algoritmo Basic Local Alignment Search Tool 

Nucleotide (BLASTn), com outras sequências depositadas no GenBank.  

 

 

 A segunda amostra do CEPTA, CE 10, mostrou maior similaridade com 

Aurantiactinomyxon (KX068207.1), Thelohanellus sp. (MF765753.1) e Myxobolus figueirae 

(MG181226.1), com 95, 93 e 93% respectivamente. Confirmando que as sequências positivas 

deste estudo são de DNA de mixosporídeos (Figura 19).  

 

Figura 19. Comparação da sequência da amostra CE 10, através do algoritmo Basic Local Alignment Search Tool 

Nucleotide (BLASTn), com outras sequências depositadas no GenBank.  
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 A terceira amostra, CE 13, mostrou maior similaridade com  Myxobolus sp. 

(MN239502.1), Myxobolus colossomatis (MK032220.1) e  Myxobolus matosi (MK032219.1) 

ambos com 92 %. Confirmando que as sequências positivas deste estudo são de DNA de 

mixosporídeos (Figura 20).  

 

Figura 20. Comparação da sequência da amostra CE 13, através do algoritmo Basic Local Alignment Search Tool 

Nucleotide (BLASTn), com outras sequências depositadas no GenBank. 

 

 A quarta amostra, CE 21, mostrou maior similaridade com Myxobolus sp. 

(MN239502.1), Sphaeromyxa sp. (MK573247.1) e Myxobolus colossomatis (MK032220.1) 

todas com 86 %. Confirmando que as sequências positivas deste estudo são de DNA de 

mixosporídeos (Figura 21).  

 

Figura 21. Comparação da sequência da amostra CE 21, através do algoritmo Basic Local Alignment Search Tool 

Nucleotide (BLASTn), com outras sequências depositadas no GenBank. 

 

 

6.4.1.5 Estimativa do número de cópias do SSrDNA  

Correlacionando a quantificação obtida pelo espectrofotômetro NanoDrop das 

extrações de DNA de todas as amostras suspeitas com o número de cópias do SSrDNA em 5 

ng que foram colocadas nas reações, podemos inferir quantos esporos do estágio mixosporo de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1429322
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2448467
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2448467
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mixosporídeos ou e esporos do estágio de actnosporo, há em cada litro de água filtrada (Tabela 

9).  

Tabela 9. Resultados do valor total em ng de DNA das amostras suspeitas e a estimativa do número de cópias do 

SSrDNA presentes em cada litro de água suspeita coletada nas pisciculturas.  

 

Amostras 

 

Valor total da 

extração de 

DNA das 

amostras (ng) 

Número de 

cópias 

do 

SSrDNA 

em 120 ng 

Quantidade de 

mixosporos de 

Myxobolus/ 

Henneguya spp. 

Quantidade de 

actinosporo 

triactinomyxon 

 

CE 01 216 14558,4 23 1 

CE 02 504 27619,2 44 3 

CE 03 456 39033,6 62 5 

CE 04 288 14054,4 22 2 

CE 05 372 9672,0 15 1 

CE 06 192 20620,8 33 2 

CE 07 4776 130862,4 209 1 

CE 08 1008 12096,0 19 1 

CE 09 276 14462,4 23 2 

CE 10 516 91022,4 145 12 

CE 11 360 5688,0 9 1 

CE 12 1032 46440,0 74 6 

CE 13 636 48081,6 77 6 

CE 14 1608 12864,0 20 1 

CE 15 816 129744,00 207 17 

CE 16 456 35203,2 56 4 

CE 17 1140 5928,0 9 1 

CE18 552 13027,2 20 1 

CE 19 396 25027,2 40 3 

CE 20 6384 42134,4 67 5 

CE 21 588 112543,2 180 15 

CE 22 300 19200 30 3 

CE 23 324 32205,6 51 3 

CE 24 288 147859,2 236 20 

PF 01 3312 33782,4 54 4 

PF 02 2148 5468378,4 8763 740 

PF 03 2184 1805294,4 2893 244 

PF 04 2700 34560,0 55 4 

PF 05 3168 140659,2 225 19 

PF 06 1980 25740,0 41 3 

PF 07 2604 592670,4 949 80 

PF 08 360 1872,0 3 0 

PF 09 2268 2268,0 3 0 

PF 10 912 2371,2 3 0 

PF 11 336 119683,2 191 16 

PF 12 1416 1699,2 2 0 

PF 13 780 936,0 1 0 

PF 14 756 25704,0 41 3 

PF 15 972 1749,6 2 0 
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PF 16 2100 49140,0 78 7 

PF 17 960 11328,0 18 1 

PF18 984 5510,4 8 1 

PF 19 828 3643,2 5 0 

PF 20 996 1792,8 2 0 

PF 21 1188 3564,0 5 0 

PF 22 1164 8613,6 13 1 

PF 23 1740 90480,0 145 12 

PF 24 3312 45705,6 73 6 

 

6.4.2 Sistema SYBR Green® 

6.4.2.1 Curva de melting  

A curva de melting foi diretamente relacionada ao conteúdo de Guanina e Citosina 

amplificado. A curva mostrou que não houve amplificação inespecífica e dímeros de primers 

(Figura 22). A temperatura na qual a metade do produto de qPCR estava dissociada e a outra 

metade estava hibridada foi em 82 ºC. 

Figura 22. Gráfico da análise da curva de melting os primers HpelF e HpelR utilizando como alvo DNA de 

Hennuguya  pellucida. 

 



65 

 

6.4.2.2 Curva de eficiência da reação com os primers HpelF e HpelR 

Para a construção da curva de eficiência na qPCR com os primers HeplF e HpelR, foi 

utilizado DNA da espécie H. pellucida como amostra controle positivo. A partir da eficiência 

estimada de 64,46 %, foi detectado que os primers mostraram uma baixa eficiência na qPCR. 

Por esse motivo, as amostras suspeitas não foram submetidas às reações de qPCR com o 

conjunto de primers.  

Figura 23. Gráfico da curva padrão de eficiência da reação com os primers HpelF e HpelR, utilizando como alvo 

DNA de Henneguya pellucida em diluições de 0,1 a 0,1 x 10-5 ng de DNA. 

 

 

6.5 Comparação entre as técnicas de PCR Convencional e PCR em Tempo Real para 

detecção de DNA de mixosporídeos em amostras de água suspeitas coletadas em 

pisciculturas  

Quando comparados os resultados encontrados para as técnicas de PCRs, a qPCR detectou 

mais amostras positivas (83,33%) quando comparadas a cPCR (50%) e a qPCR também as 

quantificou (Tabela 10). 

As capacidades de detecção das curvas padrão realizadas mostram resultados diferentes, 

em que a qPCR mostrou maior capacidade de detecção de DNA, detectando até 0,1 x 10-4 ng de 

DNA, enquanto a cPCR a mínima detecção ocorreu com 0,1 x 10-3 ng de DNA.   
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Entre todas as 40 amostras positivas inferidas na qPCR, 12 não amplificaram na cPCR, 

mostrando que os testes na qPCR apresentaram maior sensibilidade quando comparados aos 

testes produzidos na cPCR. 

No entanto, 3 amostras que resultaram positivas no cPCR mostraram-se negativas ao 

qPCR, podendo inferir que os primers MX5/MX3 não são tão sensíveis quanto os 

oligonucleotídeos construídos para a qPCR, visto que a o limiar da curva padrão da cPCR foi 

inferior à da qPCR. Provavelmente os primers MX5 e MX3 não são tão específicos apenas para 

Myxozoa, fora que as reações de qPCR utilizaram uma probe TaqMan®, que aumentou a 

especificidade do ensaio.  

 

Tabela 10. Comparação dos resultados da PCR Convencional e a PCR em Tempo Real com todas as 48 amostras 

de DNA coletadas nas psiculturas.  

 

Amostras 

 

Primers 

MX5/MX3 

cPCR 

Primers 

Milf/MilR2 

+ probe AMARO 

qPCR 

CE 01 - + 

CE 02 + + 

CE 03 + + 

CE 04 + + 

CE 05 + + 

CE 06 + + 

CE 07 + + 

CE 08 - + 

CE 09 + + 

CE 10 + + 

CE 11 - + 

CE 12 + + 

CE 13 - + 

CE 14 - + 

CE 15 + + 

CE 16 + + 

CE 17 - + 

CE 18 + + 

CE 19 + + 

CE 20 - + 

CE 21 - + 

CE 22 - + 

CE 23 + + 

CE 24 + + 

PF 01 - - 

PF 02 - + 

PF 03 - + 
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PF 04 - - 

PF 05 + + 

PF 06 - + 

PF 07 + + 

PF 08 - - 

PF 09 + + 

PF 10 + + 

PF 11 - - 

PF 12 - - 

PF 13 - - 

PF 14 + + 

PF 15 - - 

PF 16 + + 

PF 17 - - 

PF 18 - - 

PF 19 - - 

PF 20 - - 

PF 21 + - 

PF 22 + + 

PF 23 - - 

PF 24 + + 
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7. Discussão  

 

Neste estudo, a abordagem de DNA ambiental foi utilizada para detectar e quantificar a 

presença de um importante parasita comumente encontrado em pisciculturas brasileiras. As 

análises de eDNA estão revolucionando a forma como as pesquisas sobre a biodiversidade 

envolvendo mixosporídeos estão sendo conduzidas (RICHEY et al., 2020). Os resultados 

obtidos mostraram-se adequados para avaliar, detectar e quantificar ao DNA mixosporídeos. 

De acordo com Turner et al., (2014) o DNA se acumula mais nos sedimentos do que na 

superfície da água, entretanto as coletas de água das pisciculturas neste estudo foram feitas sem 

sedimentos e padronizadas a 1 metro da borda e 30 cm abaixo da superfície (GOMES et al., 

2017) e mesmo assim,  a quantidade de DNA detectado foi de acordo com o esperado. Outro 

fator importante para os resultados satisfatórios foi o tempo entre a coleta e a filtragem de água. 

De acordo com Eichmiller et al., (2016) a coleta da água deve ser feita com utensílios estéreis 

e a água deve ser filtrada o mais rápido possível para não subestimar a quantidade de eDNA, 

tendo em vista que degradação do DNA ocorre em altas temperaturas. E por se tratar de um 

ambiente tropical, com temperaturas mais elevadas, a degradação pode ocorrer mais 

rapidamente. 

Diversos estudos foram desenvolvidos para detecção e identificação de mixosporídeos em 

amostras de tecido e órgãos de peixes e/ou em oligoquetas, tanto em ambientes naturais quanto 

em sistemas de criação no Brasil (ADRIANO et al., 2002; 2005a; CAPODIFOGLIO et al., 

2015; 2016; CARRIEIRO 2013; 2019; MARTINS & SOUZA, 1997; MILANIN et al., 2010; 

2015; 2018; 2018b; MOREIRA et al., 2014; NALDONI et al., 2019; 2011). Entretanto, a 

detecção através de amostras de água ainda não havia sido realizada no Brasil, sendo este um 

estudo pioneiro no continente Sul Americano. 

A forma tradicional para detectar e descrever novas espécies de mixosporídeos necessitam 

da captura dos hospedeiros, para a obtenção de plasmódios, e quando não há a presença visível 

de infecções ou altas taxas de mortalidades de peixes, a detecção dos parasitas pode ser 

desafiadora (FONTES et al., 2016). A detecção do parasita utilizando amostras ambientais é 

uma nova e promissora alternativa de monitoramento, em que detecta a presença ou ausência 

do parasita no ambiente aquático baseando-se puramente na coleta de amostras de água. Uma 

estratégia de monitoramento que não requer a captura dos hospedeiros (peixes e anelídeos) 
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(ROBSON et al.,2016). Mostrou-se, nesse estudo, um alto potencial para melhorar a maneira 

de identificação e monitoramento de patógenos e surtos que acometem a aquicultura.  

A detecção de endoparasitas nas águas de pisciculturas será de grande benefício para os 

produtores, visto que neste momento o cultivo de peixes em tanques no Brasil tem dado sinais 

de plena consolidação, com muitos produtores apostando alto nas safras (SCHULTER & 

VIEIRA FILHO 2017; 2018). Alertar-se aos problemas que os mixosporídeos podem resultar 

é de extrema necessidade para que não ocorram perdas econômicas. A adoção de medidas 

profiláticas, como a estabelecida no presente estudo, pode ser imprescindível para os sistemas 

de criação que sofrem ou sofrerão com a influência dos patógenos.   

Neste estudo utilizamos um protocolo de filtração, extração de DNA a partir de membranas 

de nitrocelulose e testes de cPCR e qPCR para detecção de DNA de mixosporídeos em amostras 

de água de pisciculturas. O estudo foi fundamentado no protocolo de filtragem e extração de 

DNA desenvolvido por Hallet e Bartholomew (2006) para a detecção de Ceratomyxa shasta, 

em amostras de água de rio nos Estados Unidos, associado ao protocolo de coleta da água 

desenvolvido por Gomes et al., (2017) no estudo de eDNA para prever surtos de protozoários 

parasitas em pisciculturas.  

A ocorrência de mixosporídeos na água de pisciculturas do presente estudo foi detectada 

em níveis variados entre as amostras coletadas. As razões específicas para variação são difíceis 

de determinar com base apenas em nossos resultados. No entanto, a variação da carga de 

parasitas pode ser devida a condições ambientais, matérias orgânicas, fluxo da água, entre 

outros fatores. Além disso, a ocorrência de mixosporídeos pode ser influenciada pela dinâmica 

de transmissão entre os parasitas e os hospedeiros, e a sazonalidade que pode influenciar na 

carga parasitária (HALLETT & BARTHOLOMEW, 2006; HALLETT et al., 2012). 

Curvas padrão foram construídas a partir dos valores de uma amostra de DNA de H. 

pellucida, contendo uma quantidade conhecida de DNA alvo (10 ng). Os valores obtidos 

juntamente com os resultados das amostras suspeitas adquiridos foram relacionados e 

determinados quanto a presença ou ausência de DNA de mixosporídeos.  

Na reação de qPCR, o limite de detecção foi estabelecido no Ct 35. Desta forma, 

determinamos que o método detectaria a presença de até 25 cópias do gene SSrDNA de 

mixosporídeos, a partir de um núcleo de mixosporo/actinosporo, mostrando-se ser sensível à 

pouca quantidade de DNA disponível.   
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Segundo Kelley et al., (2004) e Hallet e Bartholomew (2006) os mixosporos de 

Myxobolus cerebralis apresentam 5 células e 6 núcleos e no interior de cada núcleo o SSrDNA 

se repete 104 vezes (ELMATBOULI et al., 1995). Portanto os mixósporos de M. cerebralis, 

apresentam 624 cópias do SSrDNA e um actinosporo (Triactinomyxon) de M. cerebralis é 

composto por 71 células ou núcleos (3 células valvares, 3 células capsulogênicas, 64 células 

germinativas e 1 célula envolvente de esporoplasma), de acordo com El-Matbouli & Hoffmann 

(1998), o que equivale a 7384 cópias por esporo do gene. Logo, podemos inferir que em cada 

17 mL de água coletada nos sistemas de criação de Porto Ferreira (amostra PF 2: 12729 cópias 

do SSrDNA) estariam presentes 20 mixosporos, ou, aproximadamente, 2 actinosporos. Na 

psicultura do CEPTA (amostra CE 21: 957 cópias do SSrDNA), em cada 17 mL de água 

estariam presentes 2 esporos de mixosporo.  

De acordo com Andree et al., (1997) e Bartholomew et al., (1997), os parasitas 

mixosporídeos, tanto no estágio actinosporo quanto no mixosporo, possuem a mesma 

constituição gênica (SSrDNA). Portanto, os mesmos métodos moleculares podem ser utilizados 

para detectar os parasitas em ambos os hospedeiros (invertebrados e vertebrados) no ambiente 

aquático. Esta semelhança, logo, não permite a distinção do estágio de infecção do hospedeiro 

vertebrado (mixosporo) do estágio de infecção do hospedeiro invertebrado (actinosporo). A 

detecção ocorre a partir da presença de qualquer tipo de esporo de mixosporídeos livre na água.  

Quando correlacionamos o fato de que as coletas de eDNA (amostras de água), foram 

coletadas em águas mais superficiais dos sistemas de criação, 30 cm abaixo da superfície, 

podemos inferir que a captura de esporos no estágio de actinosporo foi maior do que a captura 

dos esporos no estágio de mixosporo, visto que o estágio actinosporo apresenta processos 

caudais o que facilita sua flutuação em ambientes aquáticos.  

 Diversas espécies de mixosporídeos foram descritas em peixes oriundos de águas Sul 

Americanas. Dentre estas, inúmeras foram identificadas em espécimes de peixes das águas 

do rio Mogi-Guaçu, tais como: Myxobolus porofilus Adriano, Arana, Ceccarelli e Cordeiro, 

2002, infectando a cavidade abdominal de Prochilodus lineatus Valenciennes, 1847, descrito 

por Adriano et al., (2002), Henneguya piaractus Martins & Souza, 1997 encontrado nas 

lamelas branquiais de Piaractus mesopotamicus Holmberg, 1887 descrito por Adriano et al., 

(2005a), Myxobolus cuneus Adriano, Arana e Cordeiro, 2006, infectando a vesícula biliar, 

bexiga urinária, brânquias, baço, nadadeiras, superfície da cabeça, fígado e coração de peixes 

P. mesopotamicus, descrito por Adriano et al., (2006), Henneguya caudalongula Adriano, 

Arana e Cordeiro, 2005, infectando as brânquias de P. lineatus descrito por Adriano et al., 
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(2005c), Myxobolus macroplasmodiolis Molnár, Ranzani-Paiva, Eiras e Rodrigues, 1998, 

infectando a cavidade abdominal de Salminus brasiliensis Cuvier, 1816, descrito por Molnár 

et al., (1998) e Carriero et al., (2013), Henneguya pellucida Adriano, Arana e Cordeiro, 2005 

infectando a serosa da cavidade visceral de P. mesopotamicus descrito por Adriano et al., 

(2005a) e Carriero et al., (2013), Hennegura azevedoi Barassa, Adriano, Cordeiro, Arana e 

Ceccarelli 2012, infectando as brânquias de Leporinus obtusidens Valenciennes, 1837, 

descrito por Barassa et al., (2012), Henneguya rotunda Moreira, Adriano, Silva, Ceccarelli e 

Maia, 2014, infectando o arco branquial e as barbatanas de S. brasiliensis descrito por Moreira 

et al., (2014), Henneguya visibilis Moreira, Adriano, Silva, Ceccarelli e Maia, 2014, infectando 

o tecido conjuntivo das nadadeiras de espécimes de L. obtusidens descrito por Moreira et al., 

(2014), Myxobolus porofilus Adriano, Arana e Cordeiro, 2002, comprimindo a parede da 

cavidade visceral, infectando P. lineatus descrito por Adriano et al., (2002) e Zatti et al., 

(2016). Desta forma, existe a possibilidade de que alguns dos parasitas descritos em peixes 

do rio Mogi-Guaçu possam ser os mesmos que foram identificados através do eDNA nas 

pisciculturas, visto que o rio Mogi atravessa zonas urbanas das cidades de Porto Ferreira e o 

distrito de Cachoeira de Emas em Pirassununga e ambos os sistemas de criação são 

abastecidos pelas águas do rio. 

Dentre os resultados obtidos nos sequenciamentos, pode-se destacar que a amostra CE 9, 

coletada no sistema de criação de peixes do CEPTA-Pirassununga, que mostrou similaridade 

de 90% com Sphaeromyxa sp. Os membros do gênero Sphaeromyxa Thélohan, 1892, possuem 

um caráter único dentre os parasitas do subfilo Myxozoa, filamentos polares característicos em 

forma de fita (LOM & DYKOVÁ, 2006). No gênero, existem aproximadamente 50 espécies 

descritas infectando os sistemas biliares hepáticos de peixes, principalmente marinhos (CHEN 

et al., 2020; MILLER et al., 2018). A maioria dos Sphaeromyxa sp. estão distribuídos nos 

ambientes marinhos em todo o mundo e há poucas espécies relatadas infectando hospedeiros 

de água doce, como a espécie Sphaeromyxa tuanfengensis Hsieh e Gong 1993, descrita 

infectando Coilia nasus Temminck e Schlegel 1846, em águas do rio Yangtze, China e a 

espécie Sphaeromyxa pultai Tripathi 1953, descrita infectando Odontamblyopus 

rubicundus Hamilton 1822, no rio Hooghly, Índia. Ainda não houve descrição do gênero 

infectando peixes de águas brasileiras, e no continente Sul Americano o referido gênero apenas 

foi descrito infectando peixes marinhos na Argentina e no Uruguai.  
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Há uma pequena parcela do gênero de mixosporídeos infectando peixes em águas dulcícolas 

no mundo. No entanto, há possibilidade de que Sphaeromyxa sp. possa estar presente no sistema 

de criação do CEPTA-Pirassununga e/ou no rio Mogi-Guaçu infectando os peixes.    

Os resultados obtidos nesse estudo mostraram que a detecção de DNA de mixosporídeos a 

partir de amostras de água pode ser um método rápido de monitoramento para determinar a 

abundância desses endoparasitas em tanques comerciais. As perspectivas, a partir desses 

resultados iniciais, são de expansão nas análises para a implementação de testes com a 

construção de primers específicos para espécies já relatadas como patogênicas. Desta forma, 

quando confirmada a existência de patógenos, os criadores poderão alternar as espécies de 

peixes daquele determinado sistema de criação, uma vez que os mixosporídeos apresentam 

especificidade tanto ao hospedeiro quanto ao tecido que infectam (BÉKÉSI; SZÉKELY; 

MOLNÁR, 2002).  

Assim, se no sistema de criação de peixes do CEPTA houvesse o cultivo da espécie 

Piaractus mesopotamicus ao invés de Astyanax spp. deveria ocorrer uma alternância de espécie 

para controlar a propagação dos endoparasitas e evitar a ocorrência de problemas como lesões 

na membrana serosa da cavidade visceral e na bexiga natatória e inflamações, o que poderia 

acarretar surtos com alta mortalidade. Seria a medida profilática mais adequada.  

Pesquisadores brasileiros vêm se empenhando nas últimas décadas para ampliar o 

conhecimento da diversidade de mixosporídeos principalmente em peixes de importância 

comercial, o que tem viabilizado um forte progresso no conhecimento da diversidade destes 

parasitas e estudos dos danos causados aos seus hospedeiros (ADRIANO & OLIVEIRA, 2018; 

ADRIANO et al., 2012; CAPODIFOGLIO et al., 2015; 2016, 2019; MARTINS & SOUZA, 

1997; ZATTI et al., 2017a, 2017b).  

Apesar do avanço no conhecimento desses organismos, até o momento, muitos aspectos 

envolvendo a diversidade, ciclo de vida, patologia e evolução das espécies ainda são 

inexplorados, principalmente no Brasil, pais que abriga a maior diversidade de espécies de 

peixes de água doce do mundo (SCHAEFER,1998). Como inúmeras espécies de peixes são 

amplamente utilizadas na piscicultura, e muitas outras têm potencial para tal, conhecer os 

parasitas que estão presentes nos peixes, os danos causados, podem ser úteis na implementação 

de medidas de controle, na avaliação de resistências às drogas e na adoção de medidas 

profiláticas, como a descrita neste estudo, visando controlar os níveis de infecção, minimizando 

os efeitos negativos na produção incorporadas à piscicultura. 
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A abordagem tradicional de levantamento de amostragem e identificação de mixosporídeos 

em peixes é trabalhosa, demorada, e envolve a captura e dissecação dos exemplares, seguido 

do exame microscópico do tecido infectado (AZEVEDO, et al., 2009; FEIJÓ et al., 2008, 

NALDONI et al., 2009, 2014). Desta forma, propõe-se que esses testes desenvolvidos sejam 

realizados anteriormente dos diagnósticos tradicionais.  

As técnicas de PCRs trazem muitas vantagens para os diagnósticos de parasitas: a alta 

sensibilidade e o tempo de execução da técnica em relação aos outros métodos de diagnósticos 

tradicionais (IKONOMOPOULOS et al., 2003). 

Neste estudo todas as amostras positivas das reações de qPCR foram sequenciadas para a 

confirmação do método aplicado, entretanto não foi possível obter resultados de todas as 

amostras enviadas para sequenciamento. A qualidade da amostra de PCR é um dos fatores mais 

críticos no sequenciamento. Sabe-se que é muito importante que a reação de PCR esteja livre 

de contaminantes (OLIVEIRA, 2010). Mesmo com as dificuldades para aquisição dos 

sequenciamentos foi possível obter resultados confirmatórios em que as sequências obtidas se 

tratavam unicamente de mixosporídeos. 

Há relatos da alta sensibilidade da qPCR em relação à cPCR (GRIFFIN et al, 2008; 2009) 

confirmando que a qPCR fornecem um método rápido, mais sensível e quantificável. Os 

sistemas em tempo real com PCR são aperfeiçoados pela introdução de uma probe marcada 

com fluorescência (TaqMan ®), que permite o desenvolvimento de um método apenas para a 

detecção do produto de amplificação especifica (HALLET & BARTHOLOMEW, 2006; 

GRIFFIN et al., 2009) assim, mesmo que exista DNA de outros organismos, a amplificação 

não ocorre, portanto, não havendo falso-positivo como inferimos que ocorreu na cPCR.   Desta 

forma, concluímos que a qPCR apresentou-se como a melhor ferramenta de diagnóstico de 

mixosporídeos através da água de sistemas de criação quando comparada com a cPCR. 
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8. Conclusões 

 

1) As reações de PCR foram capazes de detectar DNA de mixosporídeos a partir de 

amostras de água de pisciculturas.  

2) A metodologia empregada na filtração mostrou-se eficiente para a obtenção de DNA 

de mixosporídeos naturalmente presentes na água.  

3) Os resultados obtidos pelas técnicas cPCR e qPCR mostraram que ambas as técnicas 

detectam DNA do parasita em amostras ambientais. 

4) A técnica de qPCR apresentou maior vantagem no monitoramento quando 

comparada à de cPCR, pois conseguiu identificar um maior número de amostras 

positivas e quantificá-las. 
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