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Introducao

Amebas de Vida livre (AVL) estdo entre os protommmais encontrados no
ambiente. Ja foram isoladas de agua potavel, dodearedes de agua e poeira de
hospitais, torres de resfriamento, piscinas, estdgplentes de contato e outros (Coulon,
Céline, et al. 2010).

Entre as AVL, espécies decanthamoeba podem servir de hospedeiros e vetor a
Varios microrganismos, como virus e bactérias. géteero é responsavel por doencas
como a Encefalite Amebiana Granulomatosa, uma ¢afeclo sistema nervoso central,
gue acomete individuos imunodeprimidos e Ceratiteeldiana, que provoca lesdes na
coérnea e atinge individuos saudaveis, especialmeEntesuarios de lentes de contato
(Mogoa et al. 2010).

Acanthamoeba possui duas formas biologicas: a trofozoitica eistica. A
primeira é a forma vegetativa do protozoario, anforpela qual se alimenta e se
reproduz. A segunda forma acontece quando a ansédaab condi¢cdes desfavoraveis,
de estresse ambiental e o trofozoito sofre o emeestto (Coulon, Céline, et al. 2010).
Os cistos deAcanthamoeba sdo muito resistentes a tratamentos quimicos enpod

sobreviver por longos periodos de tempo (Mogoa,rBnoéenne, et al. 2010).

N&o existe um método padrao para testar a atividadiesinfetantes sobre AVL.
Além disso, existem poucos dados na literaturaesabeficacia de produtos quimicos
usados na desinfeccado de superficies e aparelhdisasém hospitais e sistemas de
saude gue possam estar contaminadas pelas forolagitas deste microrganismo.
Entre os desinfetantes, o vinagre e o iodo séo ostop acessiveis e baratos.

O &cido acético (vinagre) tem sido amplamentezatio como desinfetante desde
a antiguidade e hoje é comumente usado em alimebxistem dados mostrando sua
eficacia na desinfec¢do de escovas dentais, scipsrfie cozinha e materiais diversos.
O &cido acético é relativamente ndo toxico, bamtde facil acesso, podendo ser
utilizado como biocida de forma econdmica e acetgbara superficies (Cortesia,
Claudia, et al. 2014).

Diversas publicacGes tém mostrado a eficiénciaodo como desinfetante desde

1950. Atualmente, produtos baseados em iodo tém amplamente usados na



desinfeccdo de piscinas e agua potavel. O iodo teene parede celular de
microrganismos e os efeitos letais devem-se a tesgdo de proteinas e danos a
estrutura e sintese do acido nucleico (Punyan200

Considerando-se a importancia Aeanthamoeba como causadora de doencas e
também devido ao seu papel como reservatério er védo microrganismos, a
desinfeccdo de ambientes onde a assepsia podesaefare um problema de saude
publica, é imperativa. Neste estudo, comparou-aevalade biocida de iodo aquoso e
acido acético sobre a desinfeccdo de trofozoitoistes deAcanthamoeba castellanii

em diferentes tempos e concentracdes.



Materiais e Métodos

Cultivo Axénico deAcanthamoeba

A cepaAcanthamoeba castellanii (ATCC 50492) pertencente ao genaotipo T4 foi
utilizada para todos os experimentos. As amebasnfaultivadas em meio PYG (2%
proteose peptona, 0,2% extrato de levedo e 1,886sg) e incubadas a temperatura
constante de 30°C. Para a realizacao dos expeosjentultivo foi centrifugado por 5
min a 211 xg, o sobrenadante foi descartado e o sedimentayadb duas vezes com
tampao fosfato salino tamponado (PBS) e, em segdildédo em meio PYG para obter
a concentracao final de 1xX4@&lulas/mL (SAUTER et al., 2011).

Producao dos cistos

Para a producéo de cistos, 3 mL do cultivo de am&haomado e lavado duas
vezes em PBS e apos centrifugado por 5 min a 2 10xsobrenadante foi descartado,
o sedimento foi ressuspendido em meio TRIS (95M@BINamM KCI, 8mM MgS0O4,
0.4mM CaCl2, ImMNaHCO3 e 20mM Tris-HCI, pH 9.0) antido a 30°C por 7 dias
(KOEHSLER et al., 2008).

Tratamentos de desinfec¢ao

Dois desinfetantes normalmente ndo usados em gipsrhospitalares foram
testados: iodo aquoso e acido acético glacial.r&amentos foram realizados a 25°C.

Os experimentos foram realizados em placas esti#€d§ pocos.

Solucdes

Acido acético: utilizou-se acido acético glacie®¥8). Foram feitas trés diluicdes
em agua destilada: 10%, 5% e 2,5% (CORTESIA, Ciaatdal. , 2004).

lodo: dissolveu-se iodo sélido em iodeto de pota¢ki) e agua destilada, na
concentracdo de 10mg/L. Realizou-se duas diluiceesadas e as seguintes
concentracdes foram testadas: 10mg/L, 5mg/L e 2|5(&g LIS, K. V., 1993).



Cistos
Tratamento com acido acético

Os cistos deA. castellanii foram ressuspendidos e retirados da placa com agar,
lavados duas vezes e sua viabilidade foi quantiéic&oram utilizados 1xiistos,
que apresentavam viabilidade acima de 98%. A vwiale foi calculada com base na
camara de contagem de Fuchs—RosenthalullGfe cultura deA. castellanii e 100uL
de cada uma das trés concentracdes de acido afwgtion inoculados em cada poco de
uma placa estéril de 96 pocos. O controle negadizebeu 10QL de PBS e 10QL de
cistos deA. castellanii. Foram cronometrados 15 e 45 minutos. Apos traridos os
respectivos tempos, as células foram retiradapdeass, coradas com corante vital azul
de tripano e quantificadas em camara de contagerfRudas—Rosenthal, a fim de

verificarmos a viabilidade dos cistos. Os experitogforam realizados em triplicata.
Tratamento com iodo aquoso

O mesmo procedimento acima descrito para o aciéticacfoi empregado nesta
etapa do experimento, com as concentracfes deaqdoso anteriormente (pag. 4)

citadas.
Trofozoitos
Tratamento com acido acético

100 L de cultura de. castellanii contendo 1x1tcélulase 100uL de cada uma
das trés concentracdes de acido acético foram lamsi em cada poco. O controle
negativo recebeu 10QL de PBS e 10QuL de cultura deA. castellanii. Foram
cronometrados 15 e 45 minutos. ApGs transcorridogespectivos tempos, as células
foram retiradas dos poc¢os, coradas com coranteaztd de tripano e quantificadas em
camara de contagem de Fuchs—Rosenthal, a fim dicaenos a viabilidade das

células. Os experimentos foram realizados em ¢afaL
Tratamento com iodo aquoso

O mesmo procedimento acima descrito para o aciéticacfoi empregado nesta
etapa do experimento, com as respectivas concéafale iodo aquoso anteriormente

(pag. 4) citadas.



Resultados

A desinfec¢@o com acido acético sobre cistos, mostue o tempo de 45 minutos
foi mais eficiente na inativagdo dos mesmos (camnaeaio de 10% inativou 11,8% dos
cistos; concentracdes de 5% e 2,5% inativaram 1@@%ocistos), se comparado ao
tempo de 15 minutos (concentracdo de 10% inati9owds cistos; concentracéo de 5%
inativou 4,2% dos cistos e a concentracao de 2riz¥vou 3% dos cistos). Ainda no
mesmo teste, a concentracéo de 10% foi mais efetivmparada as concentracdes de
5% e 2,5% nos dois tempos testados (Fig. 1).
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Figura 1: Inativacdo de cistos apés o tratamento &cido acético. Cistos de castellanii foram tratados
durante 15 e 45 minutos e a viabilidade foi avaliath cAmara de contagem de Fuchs—Rosenthal. Barras

representam o desvio padréo da triplicata.

No tratamento com iodo sobre cistos, observa-seoguetamento de 45 minutos
foi mais eficiente que o tempo de 15 minutos ape@asoncentracdo de 10% em 45
minutos: 11% de cistos inativados na concentrag@ab08bo, 5% de cistos inativados na
concentracdo de 5% e 4,6% de cistos inativadosmeeatracao de 2,5%. No tempo de
15 minutos: 7,2% de cistos inativados na conceédrage 10%; 4,2% de cistos
inativados na concentracéo de 5% e 3% de cisttisadas na concentragao de 2,5%).
N&o observa-se diferenca na acao do iodo comofd&site nas concentragcdes de 5% e

2,5%, em ambos os tempos testados (Fig. 2).
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Figura 2: Inativacdo de cistos apés o tratamenio ioolo aquoso. Cistos de castellanii foram tratados
durante 15 e 45 minutos e a viabilidade foi avaliath cAmara de contagem Fuchs—Rosenthal. Barras

representam o desvio padréo da triplicata.

Os resultados do tratamento com acido acético salmfzoitos foram
satisfatorios, uma vez que na concentracdo de 16% de 98% das amebas foram
inativadas nos dois tempos de teste (15 e 45 nEhuls concentracdes de 5% e 2,5%
foram igualmente eficientes no tempo de 45 min@ds/eram eficiéncia um pouco
menor no tempo de 15 minutos (em 45 minutos: 98%rafezoitos inativados na
concentracdo de 10%; 98% de trofozoitos inativadosoncentracao de 5% e 95% de
trofozoitos inativados na concentracdo de 2,5%.téopo de 15 minutos: 98% de
trofozoitos inativados na concentracdo de 10%;9%2¢@ trofozoitos inativados na
concentracdo de 5% e 74,3% de trofozoitos inatvadoconcentracdo de 2,5% ) (Fig.
3).
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Figura 3: Inativacéo de trofozoitos apds o tratdmenm &cido acético. Células AeCastellanii foram
tratados durante 15 e 45 minutos e a viabilidadavaliada em camara de contagem deFuchs—Rosenthal.

Barras representam o desvio padréo da triplicata.

O tratamento com iodo aquoso sobre trofozoitoA.dmstellanii foi eficiente na
concentracdo de 10% apds 45 minutos de teste.rNpotele 15 minutos, a eficiéncia
foi significativamente menor. Ja nas concentracdes5% e 2,5%, a atividade
desinfetante do iodo foi baixa em ambos os tempagste (em 45 minutos: 43,3% de
trofozoitos inativados na concentracdo de 10%; 8%trdfozoitos inativados na
concentracdo de 5% e 4% de trofozoitos inativadasoncentracédo de 2,5%. No tempo
de 15 minutos: 18,3% de trofozoitos inativados aacentracdo de 10%; 4,3% de
trofozoitos inativados na concentracdo de 5% e 3j@%drofozoitos inativados na

concentracdo de 2,5% ) (Fig. 4)
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Figura 4: Inativagdo de trofozoitos ap6s o tratdémeonm iodo aquoso. Células AeCastellanii foram
tratadas durante 15 e 45 minutos e a viabilidadea¥aliada em camara de contagem de Fuchs—
Rosenthal. Barras representam o desvio padradptieata.



Discussao

Os resultados obtidos neste estudo demonstram quécido acético é
desinfeccioso tanto de cistos como trofozoitofathamoeba castellanii em 15 e 45
minutos de tratamento. As trés concentracdoes us@iltd, 5% e 2,5%) foram
proporcionalmente efetivas e pdde-se observar wnsa dependéncia. Os cistosAle
castellanii apresentam uma maior resisténcia ao acido acéécocomparados aos
trofozoitos. O tempo de exposicdo foi relevante: iiutos sdo mais efetivos na

desinfeccdo se comparados aos 15 minutos, emdsdasicentracoes.
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O &cido acético é relativamente ndo toxico, barde,facil acesso, podendo
apresentar um papel importante na desinfeccaopiefaties, particularmente em locais

com poucos recursos financeiros (Cortesia, Claedial, 2014).

Em Salmonella, efeitos letais e subletais de acido acético forbservados,
usando-se diferentes concentragfes (0.06% to 3.@¥)pos (0 to 7 min), estagios
fisiologicos e cepas. Exposicdes a relativamenibeabaconcentracdes de acido acético,
uma grande porcentagem de células Smonella foram inviabilizadas (LIAO,
SHOLLENBERGER, PHILLIPS, 2003).

Viu-se que acido acético a uma concentracao deMi%uberculosis apés 30 min
de exposicdo. Esta atividade ndo se da apenasgiado baixo pH. o &cido acético é
um eficiente micobactericida que deve ser tambéaeafe contra a maioria de outras

bactérias (Cortesia, Claudia, et al. 2014).

Portanto, conclui-se que o acido acético € um besinéetante para inativacéo de
A. castellanii, especialmente para a forma trofozoitica.

O iodo aquoso foi menos eficaz na inativacdo deo<ie trofozoitos quando
comparado ao acido acético.. Ainda ndo se conhegata composicdo das camadas da
parede celular do cisto (Fouque, Emilie, et al 20aEm disso, o iodo aquoso também
ndo tem sua acdo bem definida. No iodo aquoso &maesa varias formas ativas do
elemento, como iodo elementag) (e acido iodico (HIO). Ambos sdo considerados
excelentes germicidas, porém com efeitos bastastmtds: b € mais efetivo contra
esporos e cistos, enquanto HIO é mais efetivo adrdctérias e virus (Ellis, Cotton &

Khowaja, 1993). Uma forma de se obter melhoresltegis € ter uma liberagéo
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controlada de iodo e seus compostos, ao invés ae dietamente o iodo ou seus

compostos dissolvidos (Punyani, 2006).

A acao desinfetante de iodo sobEe coli, decai com o aumento do pH,
temperatura e turbidez da agua a ser testada, (Eitson, and Khowaja, 1993istos
de Giardia e oocistos d€ryptosporidium foram tratados com iodo, de acordo com as
instrucbes do fabricante dos tabletes usados rificpgéo de agua nos EUA (dois
tabletes/L = 13-18 mg/L por 20 minutos). Os rexids apontaram que a desinfeccao
com iodo ndo € eficiente na inativacdo de CistosGiardia e oocistos de
Cryptosporidium em agua (GERBA, JOHNSON, HASAN, 1997).

Os testes do presente estudo foram realizados kamatério, em condi¢des
controladas, sem considerar os aspectos quimicdsolégicos no ambiente de
superficies hospitalares. Portanto, os resultadosigis sobre o iodo neste contexto

devem ser objeto de estudos futuros.

Como citado anteriormentécanthamoeba sao abundantes na natureza e em
diversos ambientes, superficies, ar e agua. O apel gomo veiculo para varios
microorganismos patogénicos destaca a necessi@dadevds estudos e entendimentos

desses conhecidos "Cavalos de Troia" do mundo hiamo.
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