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RESUMO

Amebas de vida livre (AVL) do género Acanthamoeba estdo amplamente
distribuidas no ambiente e podem tornar-se amebas patogénicas ao homem. O
objetivo deste trabalho foi isolar em de agua de torneira amebas de vida livre
do género Acanthamoeba, identifica-las e classifica-las. Um total de 132
amostras de agua de torneira foi coletado de escolas estaduais e municipais
entre os meses de margo a novembro de 2009. As amostras passaram pelo
processo de filtragcdo e as membranas foram semeadas em agar nao-nutriente
1,5% coberto por uma suspensdo de E. coli inativadas pelo calor. Todas as
amostras positivas para AVL foram submetidas a clonagem celular e
identificadas como pertencentes ao género Acanthamoeba, através da
morfologia dos cistos e trofozoitos e pela PCR utilizando oligonucleotideos
género-especificos que amplificam a regiao ASA.S1 do gene 18S rDNA.
Ensaios fisiologicos de termo e osmotolerancia foram utilizados para avaliar a
patogenicidade dos isolados. Vinte sete isolados foram positivos para AVL e 10
foram identificados como pertencentes ao género Acanthamoeba tanto pelas
caracteristicas morfolégicas quanto pela andlise molecular. Destes, nove
isolados apresentaram caracteristicas do grupo Il e um do grupo lll, segundo
Pussard e Pons (1977). A andlise do sequenciamento através da comparagao
das sequéncias dispostas no GenBank, demonstrou a distribuigdo no grupo
genotipicos T2 (40%), T2/T6 (40%), T6 (10%) e T4 (10%). Nos ensaios de
termotoleréncia e osmotolerédncia 50% dos isolados obtiveram um baixo
potencial patogénico. Os resultados indicaram a presenga do género
Acanthamoeba em agua tratada no estado do RS, revelando sua importancia
epidemiolégica e a necessidade de mais estudos para determinar sua
distribuicdo no ambiente e seu potencial patogénico.

Palavras-chave: Amebas de vida livre, Acanthamoeba, agua de torneira,
classificagao genotipica, patogenicidade.
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ABSTRACT

Free-living amoebae (FLA) of Acanthamoeba genus are widely distributed in the
environment and can become human pathogenic amoebae. The aim of this
study was to isolate from tap water in free-living amoebae of Acanthamoeba,
identify them and then classify them. A total of 132 samples of tap water was
collected from state and municipal schools between march and november 2009.
The samples passed through the filtration process and the membranes were
seeded in non-nutrient 1.5% covered by a suspension of E. coli heat-
inactivated. All samples of AVL were cloned and identified as belonging to the
genus Acanthamoeba by the morphology of cysts and trophozoites by PCR
using primers and genus-specific primers that amplify the ASA.S1 region of 18S
rDNA gene. Tests of physiological thermotolerance and osmotolerance were
used to evaluate the pathogenicity of the isolates. Twenty seven isolates of AVL
and 10 were identified as belonging to the genus Acanthamoeba through the
morphological and molecular analysis. Nine of the isolates showed
characteristics of group |l and one isolate showed characteristics of group lll,
according Pussard and Pons (1977). The sequencing analysis by comparing
the sequences submitted to GenBank, showed that genotype distribution in
group T2 (40%), T2/T6 (40%), T6 (10%) and T4 (10%). In tests of
thermotolerance and osmotolerance 50% of isolates had a low pathogenic
potential. The results indicated the presence of Acanthamoeba in tap water in
the RS, revealing its importance and the need for more epidemiological studies
to determine their distribution in the environment and its pathogenic potential.

Keywords: Free-living amoebae, Acanthamoeba, tap water, genotypic
classification, pathogenicity.
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1 INTRODUGAO

As amebas de vida livre (AVL) estdo amplamente distribuidas no
ambiente e ja foram isoladas no ar, no solo e na agua (Martinez & Visvesvara,
1997). Embora ndo precisem de um hospedeiro para sobreviver, por algum
motivo algumas se tornam parasitas oportunistas, como é o caso de
representantes do género Acanthamoeba. (Visvesvara et al., 2007).

Entre as amebas de vida livre, Acanthamoeba é o género mais
comum na natureza, podendo resistir a condi¢des elevadas de temperatura, pH
e também a desinfeccdo pelo cloro (Cursons et al., 1980). Nos ultimos anos, o
interesse de pesquisadores em analisar o género Acanthamoeba vem
aumentando. Sua evidéncia esta relacionada aos casos de encefalite amebiana
granulomatosa e principalmente a ceratite acantamebiana. A infecgdo ocular,
que acomete principalmente usuarios de lentes de contacto, por facilitar a
ocorréncia de pequenas escoriacdes na cérnea, demonstra importante relagao
da agua contaminada por Acanthamoeba com essa patologia (Martinez &

Visvesvara, 1997). Ja, a encefalite amebiana granulomatosa, provavelmente



esta associada a contaminacgao através do trato respiratdrio ou ulceragdes da
pele atingindo o SNC por via hematogénica (Martinez & Visvesvara, 1997).

O conhecimento sobre a distribuicio deste protozoario e
principalmente sua classificagcdo genotipica é importante para produgao de
novos dados epidemioldgicos, uma vez que ainda nao temos uma classificagao
consistente e nem dados concretos sobre os fatores que levam alguns isolados
a serem mais patogénicos que outros. Assim, este trabalho busca pela

primeira vez isolar e caracterizar isolados do género Acanthamoeba em agua

de torneira no estado do RS.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O Género Acanthamoeba

Os protozoarios que compdem este género estdo amplamente
distribuidos na natureza e sdo as amebas de vida livre (AVL) mais isoladas no
ambiente (Page, 1967). Segundo Visvesvara e colaboradores (2007) o género
Acanthamoeba é representado por aproximadamente 24 espécies de acordo
com suas caracteristicas morfolégicas e algumas s&o consideradas
potencialmente patogénicas (Shuster & Visvesvara, 2004).

O primeiro relato sobre sua importancia médica ocorreu em 1958,
quando Culbertson e colaboradores analisaram as causas da morte de animais
de laboratério, apds serem inoculados com uma vacina contra poliomielite pela
via intranasal. Os pesquisadores descobriram que esta vacina estava
contaminada por AVL pertencentes ao género Acanthamoeba.

A encefalite causada por este protozoario € denominada Encefalite
Amebiana Granulomatosa (EAG) e esta associada a pacientes
imunocomprometidos (Martinez & Visvesvara, 1997). No caso da ceratite
causada por Acanthamoeba spp. os primeiros relatos de diagnostico foram

feitos na Gra Bretanha (1974) por Nagington et al. e nos Estados Unidos (1975)



por Jones et al. Esta patologia atinge, ao contrario da EAG, pessoas
imunocompetentes (Niederkorn et al., 1999).

Atualmente o género Acanthamoeba é considerado um patdgeno
oportunista e emergente, apresentando um carater anfizéico e podendo causar
doengas tanto em humanos como em animais (Marciano-Cabral & Cabral,

2003; Visvesvara et al., 2007; Walochnik et al., 1999).

2.2 Distribuigdao ambiental

Espécies de Acanthamoeba ja foram isoladas em muitos ambientes
como o solo (Marciano-Cabral & Cabral, 2003; Booton et al., 2004; Lorenzo-
Morales et al., 2005a), agua doce de lagos e rios (Ettinger et al., 2003;
Lorenzo-Morales et al., 2005b; Lorenzo-Morales et al., 2006), piscinas
(Tsvetkova et al., 2004; Gornik & Kuznagrygiel-Grygiel, 2004; Gianinazzi et al.,
2009, Caumo et al., 2009), em aguas aquecidas de sistema hospitalar (Rohr et
al.,, 1998), correntes subterraneas, agua mineral engarrafada e em agua
marinha (Lorenzo-Morales et al., 2005c), em agua de torneira (Jeong et al.,
2007; Boost et al., 2008; Magliano et al., 2009; Edagawa et al., 2009; Bonilla-
Lemus et al., 2010; Stockman et al., 2011), estacéo lava-olhos de emergéncia
em laboratérios (Paszko-Kolva et al, 1991); unidades de tratamento dental
(Barbeau & Buhler, 2001) e unidades hospitalares (Carlesso et al., 2010), além
de solugdes de limpeza contidas em estojos de lentes de contato (Martinez &
Visvesvara, 1997; Radford et al., 1998; Sharma et al., 2000; Parija et al., 2001;
Pens et al., 2008). Podem ainda ser encontradas no ar (Kingston & Warhurst,
1969), nos sistemas umidificados, em materiais cirdrgicos, em cultivos

celulares e mesmo em aparelhos de ar condicionado (Foronda, 1996). No ser



humano podem ser encontradas no nariz, na traquéia de pacientes com vias
respiratérias afetadas, nas secregdes bronquiais, no ouvido e no sistema
nervoso central (Byrne & Burd, 1995; Kodet et al., 1998).

Sua ampla distribuicdo garante ao género uma maior importancia
ecoldgica (Schuster & Visvesvara, 2004), pois estdo em constante contato com
animais e humanos. Segundo um estudo realizado por Chappell (2001) mais
de 80% da populagdo assintomatica possui anticorpos contra espécies do

género Acanthamoeba.

2.3 Aspectos morfolégicos e ciclo de vida

As amebas do género Acanthamoeba possuem duas formas: o
trofozoito e o cisto. O trofozoito, que é a forma vegetativa da célula é o estagio
em que ela se locomove, se alimenta de bactérias, algas, fungos, leveduras,
matéria organica ou inclusdo de particulas liquidas e também se reproduz
através de divisao binaria. Quando passa para a forma de cisto, a ameba esta
se protegendo de ambientes adversos como a falta de alimentos e a presenca
de agentes quimicos (PAGE, 1988).

Os trofozoitos sao células com tamanhos de 14 a 40 ym de diametro,
variando significativamente entre isolados pertencentes a diferentes
espécies/gendtipos (Visvesvara & Schuster, 2008). Seu citoplasma ¢é
abundante e apresenta-se granuloso com movimentos polidirecionais. Através
da emissdo de pseudopodes globosos e hialinos surgem finos pseuddpodes
semelhantes a espinhos, chamados de acantopédios, que séo estruturas
caracteristicas de representantes do género. Estas, apresentando-se como

projecdes aciculiformes da membrana celular e sdo importantes na adeséo a



superficies (bioldgica ou inerte), movimentos celulares, além da captura de
organismos (Khan, 2006). Geralmente os trofozoitos sao uninucleados com um
grande nucléolo central (Marciano-Cabral & Cabral, 2003). O citoplasma
apresenta diversos vacuolos e possui um vacuolo contratil proeminente, que
desaparece temporariamente e reaparece em um movimento de sistole-
diastole, responsavel pelo controle osmaético da célula, bem como vacuolos
digestivos (Page, 1967).

Os cistos podem medir de 10 a 20 ym e possuem parede dupla: o
endocisto que € a membrana interna e o ectocisto que € a parede externa. De
forma geral, o ectocisto € mais esférico, enquanto o endocisto apresenta
diversas formas, que dependendo do isolado, podem variar de triangulares a
estreladas. Os cistos apresentam um opérculo, local por onde a ameba sai ao
desencistar assim que as condicdes ambientais se tornam favoraveis. Os dois
envoltorios sao separados entre si, mas se unem nos ostiolos, que sao poros
usados para monitorar as alteragdes ambientais. A distancia entre as paredes
do cisto e o numero de pontos em que o endocisto se comunica com 0
ectocisto (bragos do endocisto) também sao variaveis (Page, 1988; Giazzi,

1996; Schuster & Visvesvara, 2004).

2.4 Infecgoes causadas por Acanthamoeba spp.

Em 1957, Jahnes e colaboradores observaram a destruicao de células
de mamifero por uma cepa de Acanthamoeba sp., que havia contaminado uma
cultura de células de rim de macaco e até entdo, sabia-se que espécies deste
género eram inofensivas aos seres humanos. A partir dai, muitas investigagdes

se sucederam e atualmente &€ bem conhecido que as patologias que



Acanthamoeba pode causar estdo relacionadas com a via de transmissao,
estado imunolégico do paciente (Armstrong, 2000), fatores de viruléncia como
a habilidade da ameba de se ligar as células hospedeiras, além da producao de
enzimas hidroliticas: as proteases (Odom, et al., 1997; Khan, 2000, 2006).
Espécies de Acanthamoeba s&o responsabilizadas principalmente
por dois tipos de patologia em humanos: ceratite por Acanthamoeba e
encefalite amebiana granulomatosa (EAG) (Tabela 1). As infecgbes sistémicas
e as que afetam o sistema nervoso central atingem pacientes que apresentam
uma imunodepressao geral, enquanto as infecgdes corneanas sao favorecidas

por uma imunossupressao local (Armstrong, 2000).

Tabela 1 - Dados epidemioldgicos de Acanthamoeba spp

Doenca Estimativa de casos em humanos
(periodo da analise)

Encefalite Amebiana Granulomatosa ~200 casos (1960 a ~2000)

Ceratite por Acanthamoeba >3000 casos (1980 a ~2000)

Adaptado de Schuster et al., 2004.

2.4.1 Encefalite amebiana granulomatosa (EAG)

E uma doenca considerada oportunista, pois quase todos os casos
sdo diagnosticados em individuos imunologicamente  debilitados,
especialmente aqueles que sofrem algum tipo de terapia ou situacao
imunossupressora (Ferrante, 1991; Visvesvara, 1991; Turner et al., 2000).

Porém ja existem relatos desta infeccdo em criangas e adultos



imunocompetentes (Sangruchi et al, 1994; Singhal et al, 2001; Lackner et al,
2010). A patologia é caracterizada por um quadro infeccioso cronico, lento e
progressivo do sistema nervoso central (Martinez & Visvesvara, 1997,
Visvesvara et al, 2007). As espécies mais frequentes nos casos de EAG sao:
A. polyphaga, A. castellanii, A. culbertsoni, A. rhysodes e A. divionensis
(Walochnik et al, 2000a; Silva & Rosa, 2003).

As manifesta¢des clinicas mais comuns sdo deficiéncias neuroldgicas
focais, sinais de aumento de pressdo intracraniana, disturbios mentais,
alteracbes de comportamento, convulsées, hemiparesia, cefaléia e febre
(Visvesvara, et al., 1990). A maioria dos relatos de EAG tiveram resultados
fatais (Qvarnstrom et al., 2006).

A invasdo pode ocorrer pela pele (ulceragdes) ou pelo trato
respiratorio (neuroepitélio), seguindo entdo por via sanguinea até o sistema
nervoso central (Martinez & Visvesvara, 1997). O diagnéstico em pacientes
com sintomas neurolégicos pode ser citopatoldgico, utilizando amostras de
fluido cérebro espinhal (Sharma et al, 1993; Singhal et al, 2001). Os métodos
de cultivo também séo uteis no diagndstico utilizando amostras bioldgicas em
meio de crescimento para ameba (Martinez & Visvesvara, 1991).

A constatagdo de altos niveis de anticorpos Acanthamoeba-
especificos pode ajudar na confirmagao da suspeita da infecgdo. Além dessas
analises, métodos baseados na reagédo em cadeia da polimerase (PCR) estéao
sendo desenvolvidos para o diagnéstico de EAG por Acanthamoeba, a fim de

aumentar a chance de cura (Khan, 2003; Schuster & Visvesvara, 2004).



2.4.2 Ceratite por Acanthamoeba

Quando o trofozoito de Acanthamoeba entra em contato com a
cornea ele adere e penetra no epitélio. Para isso ocorrer, acredita-se que haja
a necessidade da existéncia de uma lesao prévia. A ceratite por Acanthamoeba
€ uma infecgado invasiva da cornea, que se caracteriza pela perda gradual da
visdo, chegando, em alguns casos, a provocar cegueira (Radford et al., 1998).
No inicio da patogenia as amebas ficam restritas ao epitélio da cérnea, mas
progridem e invadem o estroma, onde causam grande destruicdo e provocam
inflamacgao. O fator clinico mais caracteristico, conforme Figura 1, é a presenca
de um infiltrado inflamatorio estromal em forma de anel, constituido
principalmente por neutréfilos (Marciano-Cabral & Cabral, 2003; Visvesvara et
al, 2007). O diagnostico clinico pode ser feito baseado na constatagdo de
lesbes epiteliais, infiltrado estromal e ceratoneurite radial associados a
sintomas como dor intensa e fotofobia (Marciano-Cabral & Cabral, 2003). O uso
de agentes antimicrobianos, antivirais, antifungicos ou corticéides pode
mascarar o quadro clinico e contribuir para a progressao da doenca (Ey et al,

2008).

Figura 1 — Ceratite por Acanthamoeba.
Inflamacdo no estroma em forma de anel
(Fonte: VISVESVARA et al, 2007).



Os sintomas mais comuns da ceratite por Acanthamoeba sao
fotofobia, opacidade da cornea, dores intensas (normalmente desproporcionais
a gravidade aparente das lesdes) e diminuicdo da viséo (lllingworth & Cook,
1998, Visvesvara et al., 1990). Ao contrario da EAG a ceratite por
Acanthamoeba pode ocorrer em individuos imunocompetentes (Niederkorn, et
al., 1999).

Relatos de casos de ceratite por Acanthamoeba vém aumentando
significativamente nos ultimos anos, paralelamente a popularizagao do uso de
lentes de contato. Apesar disso, 10 a 15% dos casos ocorrem em pessoas que
nao usaram lentes de contato (lllinworth & Cook, 1998).

Assim, a maioria dos casos de ceratite por Acanthamoeba tém sido
associados aos usuarios de lentes de contato, estando relacionados também
ao uso de solugdes salinas caseiras para limpeza, ao uso da agua de torneira e
a falta de higiene na manutencédo das lentes. A falta de cuidados higiénicos
durante a limpeza e armazenamento das lentes e de seus estojos, produz um
biofilme bacteriano, que pode servir de alimentagdo para amebas (Marciano-
Cabral & Cabral, 2003; Visvesvara et al., 2007). Outro fator de risco é o uso de
lentes de contato durante atividades recreativas em piscinas ou fontes naturais
de agua que possam albergar microbiota bacteriana e amebas patogénicas
(Singhal et al., 2001).

O grupo gendtipo T4 apresenta a maior dominancia nos casos de
ceratite por Acanthamoeba (Stothard et al., 1998). As espécies mais
associadas a causarem ceratite amebiana sédo A. castellanii, A. polyphaga,
A.hatchetti, A. culbertsoni, A. rhysodes, A. griffinii, A. quina e A. lugdunensis

(Schaumberg et al, 1998, Visvesvara et al, 2007). Aparentemente ndo ha



diferenga na manifestagao clinica entre diversas espécies de Acanthamoeba
quando causando ceratite. Apenas alguns isolados apresentam potencial
patogénico e alguns marcadores podem ser utilizados para diferenciar isolados
patogénicos de nado patogénicos, tais como, a atividade proteolitica,

termotolerancia, osmotolerancia e efeito citopatico (Khan, 2006).

2.5 Acanthamoeba e bactérias endossimbiontes

Devido a ampla distribuicho ambiental do género Acanthamoeba
varios estudos tem sido realizados sobre este organismo e um aspecto
bastante interessante, além das patologias ja abordadas é a habilidade de se
tornarem hospedeiros de bactérias patogénicas, tais como: Legionella spp.,
Mycobacterium avium, Listeria monocytogenes, Burkholderia pseudomallei,
Vibrio cholerae, Escherichia coli sorotipo O 157, Francisella tularensis,
Helicobacyter pylori e Afipia felis (Greub & Raoult, 2004). As amebas acabam
tornando-se reservatérios ambientais de patdégenos, comportando-se como o
‘cavalo de Tr6ia” do mundo microbiano (Barker & Brown, 1994).
Aproximadamente 20 a 24% dos isolados clinicos e ambientais de
Acanthamoeba carreiam bactérias e patdégenos intracelulares obrigatérios
como Chlamydia e Legionella (Greub & Raoult, 2004; Schmitz-Esser et al.,
2008). Amebas presentes em fontes de agua podem sobreviver a varios
processos de purificagdo como o uso de biocidas e desinfetantes como cloro e
ozénio (Rohr et al., 1998; Aksozek et al., 2002; Thomas et al., 2006) e quando
infectadas por bactérias resistentes a amebas (BRA), assim denominadas por
resistirem ao processo de digestdo quando fagocitadas por elas, acabam por

aumentar a resisténcia das bactérias, pois impedem que os produtos utilizados



para a desinfecgdo atinjam estes microrganismos, propiciando a dispersao e
permanéncia de bactérias patogénicas no ambiente (Cirillo et al., 1994). A
Legionella € um endossimbionte de Acanthamoeba e também parasito de
macréfagos humanos. Sua habilidade de sobreviver na ameba pode ser uma
fase pré-adaptativa para infectar células humanas (Figura 2) (Visvesvara &
Schuster, 2008). A associagdo ameba-bactéria podera provocar a perda da
susceptibilidade a certos antibiéticos, como ocorre no caso de L. pneumophila
e Micobacterium avium quando infectam espécies de Acanthamoeba. O
mecanismo pelo qual adquirem este tipo de resisténcia € desconhecido e nao
ha evidéncias que estes fendtipos possam manter-se fora da ameba (Barker &

Brown, 1994).

Figura 2 - Trofozoitos de A. astronyxis carreando L.
pneumophila em vesiculas citoplasmaticas em co-
cultura in vitro. (Fonte: Visvesvara & Schuster, 2008).



2.6 Classificagao morfologica e genotipica de Acanthamoeba

O género Acanthamoeba apresenta formas bem caracteristicas dos
seus trofozoitos e cistos, sendo possivel sua identificacdo através da andlise
morfologica (Page, 1967; Bowers & Korn, 1968). Entretanto, a taxonomia em
nivel de espécie ainda é bastante indeterminada (Alves, 2006).

Em 1977, Pussard & Pons propuseram a divisao do género
Acanthamoeba em trés grupos morfolégicos com 18 espécies, baseados no
tamanho e na forma dos cistos.

No grupo |, as espécies sédo caracterizadas por apresentarem cistos
grandes de 16 a 30 um de didmetro quando comparados aos do grupo |l e Il
(Visvesvara & Schuster, 2008), os quais se caracterizam pela forma estrelada
da parede cistica interna (endocisto) e a parede externa (ectocisto) € mais ou
menos esférica (Pussard & Pons, 1977).

No grupo Il encontramos as espécies de Acanthamoeba mais
distribuidas e isoladas no ambiente, seus cistos possuem um tamanho médio
com didmetro de 18 um ou menos, o endocisto pode apresentar-se de forma
estrelada, oval, triangular ou quadrangular e o ectocisto segue mais ou menos
o contorno do endocisto (Khan, 2006).

O grupo Il compreende as espécies cujos cistos medem
aproximadamente 18 ym ou menos de didmetro, com endocisto arredondado
ou globoso, nunca estrelado. O ectocisto fino e liso ou fracamente franzido,
justaposto ao endocisto €, as vezes, dificil de ser observado (Khan, 2006;
Visvesvara & Schuster, 2008).

A caracterizacio através dos cistos é bastante utilizada nos estudos

taxondbmicos, mas estas caracteristicas podem mudar conforme as condi¢cées



de cultivo, trazendo duvida e discussdo em torno da identificagdo morfolégica
(Visvesvara, 1991; Kilvington et al., 1991).

Novos métodos tém sido propostos para a identificagdo de AVL,
utilizados tanto para auxiliar o diagndéstico como também para sua identificagcao
em amostras ambientais (Kilvington & Beeching, 1995; Lehmann et al, 1998;
Marciano-Cabral & Cabral, 2003). Os métodos aplicados até hoje para a
tentativa de uma nova classificagdo foram: a anadlise do perfil de proteinas
antigénicas através de técnicas de Western Blot ou imunofluorescéncia, a
analise do perfil de isoenzimas por eletroforese (De Jonkheere, 1983; Costas &
Griffiths, 1985), técnicas moleculares como RFLP (Restriction Fragment length
polymorphism) e RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), que tiveram
problemas devido ao alto polimorfismo entre isolados individuais (Kong et al,
1995; Kim et al, 1996; Alves et al, 2000).

O critério mais aceito hoje para a classificagcdo de Acanthamoeba tem
sido a utilizagdo da sequéncia do 18S rDNA. Com base na variabilidade entre
as sequéncias do gene completo 18S rDNA, Stothard e colaboradores (1998)
classificaram 53 isolados de Acanthamoeba separando-os em 12 tipos
sequénciais, de T1 a T12, depois mais quatro grupos foram identificados: T13
(Horn et al, 1999); T14 (Gast, 2001); T15 (Hewett et al, 2003) e T16 (Corsaro &
Venditti, 2010), nao sendo descartada a hipotese da existéncia de mais tipos
sequenciais. Através do uso das seqUéncias do gene 18S rDNA autores tém
sugerido que cada tipo de sequéncia poderia ser considerado como uma
espécie separada (Khan, 2006).

Desta forma, a analise do fragmento ASA.S1 (Acanthamoeba

Specific Amplimer S1) do gene 18S rDNA (Schroeder et al, 2001) tem sido



utiizada nos estudos taxonémicos de Acanthamoeba e € considerada
parametro de identificacdo genotipica em amostras clinicas e ambientais deste
protozoario em todo o mundo (Walochnik et al, 2000; Schroeder et al, 2001;
Visvesvara et al, 2010).

A correta classificagao € importante para determinar aspectos sobre
a ecologia, a patogenicidade e a epidemiologia deste género (Alves, 2001), por
esse motivo ainda ha discussdes sobre a determinagdo de uma classificacao
ainda mais convincente (Marciano-Cabral & Cabral, 2003; Visvesvara et al,

2007).

2.7 Potencial patogénico de Acanthamoeba

Os motivos que levam algumas espécies de Acanthamoeba a
desenvolveram um potencial patogénico ainda é pouco conhecido (Khan,
2001). Cada cepa pode desenvolver caracteristicas distintas de patogenicidade
(Mazur et al, 1995; Walochnik et al, 2000) tornando a classificagao genotipica
sem respostas quanto a patogenia de um isolado (Duarte, 2010).

Os estudos que buscam a identificagdo de isolados ambientais
potencialmente patogénicos seriam de grande interesse em saude publica,
uma vez que ja foi demonstrada sua ampla distribuicdo e resisténcia na
natureza (Alves, 2001).

Alguns testes tém sido estabelecidos para determinar o potencial
patogénico de Acanthamoeba. As analises de termotolerancia sao realizadas
para avaliar a capacidade de crescimento destes organismos em diferentes
temperaturas. A resisténcia de espécies a temperatura de 37°C demonstra a

capacidade que a ameba teria em sobreviver a temperatura corporal humana.



Ja as temperaturas superiores a 37°C, como o teste de crescimento a 42°C sao
utiizadas para determinar o potencial patogénico de Acanthamoeba,
comparando essa temperatura a da febre humana (Walochnik et al, 2000a;
Khan et al, 2001). A termotolerancia € uma caracteristica genotipica de
algumas AVL, que pode se expressar em um hospedeiro, conferindo a elas a
capacidade de permanecerem viaveis nos mesmos (Odom et al.,, 1997;
Schuster & Visvesvara, 2004).

Para substituir os testes que utilizam células de cultura, Khan e
colaboradores (2001) sugeriram ensaios de osmotolerancia, na qual somente
os isolados que tivessem a capacidade de sobreviver em alta osmolaridade,
seriam considerados potencialmente patogénicos. Estes determinantes
fisiologicos como a termo e a osmotolerdncia podem ser usados na
diferenciacdo e prévia caracterizacdo de isolados clinicos e ambientais
correlacionados a testes de efeito citopatico (Khan et al., 2001). O mecanismo
de adaptacdo a altas temperaturas e osmolaridade mantendo sua atividade

metabdlica ainda é desconhecido em Acanthamoeba (Khan, 2006).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolados de referéncia da ATCC (“American Type Culture Collection”)
Os isolados utilizados como controles neste trabalho foram:

Acanthamoeba castellanii Neff (ATCC 30010), Acanthamoeba castellanii T4

(ATCC 50492), Acanthamoeba polyphaga isolado clinico (ATCC 30461),

Acanthamoeba polyphaga isolado ambiental de agua doce (ATCC 30782).

3.2 Local de Coleta

Amostras de agua da torneira foram coletadas de 132 Escolas
Estaduais e Municipais do Estado do Rio Grande do Sul. As cidades envolvidas
foram: Porto Alegre, Santa Cruz do Sul, Caxias do Sul, Pelotas, Bagé, Passo
Fundo e Santa Maria. As coletas foram realizadas entre os meses de margo e

novembro de 2009 com aprovagéao do responsavel de cada unidade escolar.

3.3 Coleta de agua e isolamento de Amebas de Vida Livre (AVL)

Amostras de 1000 mL de agua foram coletadas apds a higienizagao
da superficie da torneira com etanol 70% e escoamento prévio da agua por
cerca de 2 minutos. Em seguida as amostras eram identificadas e
transportadas ao laboratério de Parasitologia da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul (UFRGS), onde eram armazenadas sob refrigeragdo, para



processamento e analise no prazo maximo de 24h. Para a concentragao das
amebas de vida livre, as amostras foram filtradas através de uma membrana de
nitrato de celulose com porosidade de 3,0 ym e didmetro de 47 mm (Sartorius
Biotech) com o auxilio de uma bomba de vacuo (Prismatec, 2.2 m?h). Cada
membrana, que representava uma amostra, foi invertida e semeada em uma
placa contendo agar nao-nutriente (ANN) 1,5% (Anexo A) coberta com uma
suspensao de Escherichia coli (ATCC 25922) inativadas pelo calor a 56°C/2 h.
As placas foram incubadas a 30°C e observadas diariamente em microscopio
optico (aumento de 100X) durante um periodo maximo de 15 dias. Apds este
periodo as placas negativas foram descartadas e as positivas foram destinadas

ao processo de monoxenizagao.

3.4 Obtencao de culturas monoxénicas

As amostras de agua positivas para amebas de vida livre, isto €, em
que havia presenca de trofozoitos ou cistos nas placas, identificadas através da
microscopia Optica, foram submetidas a sucessivos subcultivos, com a
finalidade de manter os isolados e eliminar possiveis contaminantes
ambientais, tais como fungos filamentosos, leveduras e bactérias para
obtengado de um cultivo monoxénico. As areas com crescimento de AVL foram
marcadas com um circulo e posteriormente as placas foram abertas sob
condigdes de esterilidade. Com auxilio de uma lamina estéril, um pedago de
agar com trofozoitos foi cortado, removido e semeado com a face voltada para
baixo em uma nova placa de ANN coberta com Escherichia coli (ATCC 25922).

As placas foram seladas e incubadas a uma temperatura de 30°C.



3.5 Clonagem dos isolados monoxénicos

A clonagem de cada amostra foi realizada através da técnica de
diluicbes sucessivas. Primeiro as amostras contendo um crescimento
exponencial de trofozoitos foram colocadas sobre o gelo por cerca de 10 min.
Dentro de cada placa de cultivo foram adicionados 5 mL de solugao salina de
Page (Anexo A) e com uma al¢a de platina foram realizados movimentos
suaves de raspagem. A suspensao foi transferida para um tubo e centrifugada
a 250 x g / 5 min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi diluido em
tampéo fosfato pH 7,2 (PBS) para quantificagdo. Apos contagem em camara
de Fuchs Rosenthal, a concentracdo foi ajustada em 200 trofozoitos/mL,
estimando-se a presenca de um trofozoito a cada 5 uL. Placas de Petri
contendo ANN foram demarcadas com reticulo e 5 YL da suspensao foram
gotejados com o objetivo de semear apenas um trofozoito em cada quadrado.
Apoés a visualizagao de apenas uma célula, o espago demarcado contendo
agar foi retirado com uma lamina estéril e cultivado em uma nova placa a fim

de obter um clone.

3.6 Identificagao morfolégica dos isolados do género Acanthamoeba

3.6.1 Coloragao de cistos e trofozoitos

Cistos e trofozoitos foram retirados das culturas em meio ANN
seguindo o mesmo procedimento de raspagem utilizado na técnica de
clonagem. A suspenséo foi centrifugada a 250 x g por 10 min. O sobrenadante

foi retirado e o sedimento foi suspenso em 1 mL de tampéao fosfato pH 7,2



(PBS). Este procedimento de lavagem foi realizado trés vezes e apods foi
adicionado o fixador de Schaudinn (ANEXO A). Aliquotas de 100 uL desta
suspensdo foram espalhadas sobre I|adminas de vidro Ilimpas e
desengorduradas. As laminas foram secas em estufa bacteriolégica a 37°C
durante cerca de uma hora. Depois de fixadas, foram coradas pelo tricromico

conforme Garcia & Briuckner, 1997 (ANEXO A).

3.6.2 Analise morfologica

As AVL isoladas de agua da torneira foram avaliadas morfologicamente
de acordo com os aspectos dos trofozoitos (Schuster & Visvesvara, 2004a). A
andlise dos cistos baseou-se na observacido da sua dupla parede conforme os
critérios descritos por Pussard & Pons (1977) e Page (1988).

O estudo morfométrico foi realizado em microscopio 6ptico, a partir de
ldaminas coradas com tricrdbmico, utilizando ocular micrométrica (aumento de
1000X). Foram medidos 10 trofozoitos e 10 cistos de cada isolado para

obtencdo de uma média aritmética e calculo de desvio padrao.

3.6.3 Tempo de contragdo dos vacuolos pulsateis

O tempo de contragdo dos vacuolos pulsateis foi determinado a partir
da observagéao dos trofozoitos em culturas monoxénicas em microscopio éptico
(aumento de 100X). O tempo foi cronometrado, iniciando a contagem a partir
do fechamento do vacuolo e terminado o tempo apdés a abertura total do
mesmo e novo fechamento (De Carli, 2001). O tempo de contragédo dos vaculos
pulsateis foi estimado a partir do tempo médio verificado em cinco trofozoitos

de cada isolado.



3.7 Identificagcao molecular dos isolados de Acanthamoeba

3.7.1 Extragao de DNA total de Acanthamoeba

DNA total dos isolados de Acanthamoeba foi obtido através do
emprego do protocolo descrito por Salah & Iciar (1997) com algumas
modificagcbes. Uma suspensao proveniente dos cultivos monoxénicos dos
isolados de Acanthamoeba, contendo 10° a 10’ trofozoitos/mL foi centrifugada
a 250 x g durante 10 min. O sedimento foi submetido a trés lavagens com 1 mL
de PBS estéril e centrifugado por 3 min a 250 x g, para eliminar os restos de
meio de cultivo. Posteriormente foi adicionado ao sedimento um volume de 400
ML de tampéo de extracdo (0,4 M NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8,0 e 2 mM EDTA
pH 8,0) e homogenizado por 10 a 15 s. Apéds foi adicionado 40 pyL de sddio
dodecil sulfato 20 % (SDS) e 8 pyL de Proteinase K 20 mg/mL (concentragcéo
final 400 pg/mL) (Invitrogen®). As amostras foram incubadas em banho-maria
a 55°C durante 1 hora e, em seguida foi adicionado 300 pyL de NaCl 6 M a cada
uma. As amostras foram novamente agitadas em vértex por 30 s e
centrifugadas a 10.000 x g / 10 min. Ao sobrenadante foi adicionado 700 uL de
alcool isopropilico e incubado a -20°C por 1 hora. Apds, a mistura foi
centrifugada a 10.000 x g / 10 min. O DNA foi lavado com etanol 70 % e
centrifugado a 10.000 x g / 10 min. Depois de seco a temperatura ambiente, o
DNA foi ressuspenso em 100 uL de agua ultra-pura esterilizada e quantificado

em gel de agarose.



3.7.2 Quantificagcdo do DNA de Acanthamoeba

A quantificacdo do DNA dos isolados de Acanthamoeba foi realizada
por comparagado da intensidade das bandas, em gel de agarose 1 % corado
com brometo de etideo 0,5 ug/mL. Como controle utilizou-se um padréao de
peso molecular de concentracdo conhecida (DNA ladder 50 pb, Ludwig

biotecnologia).

3.7.3 Reagao em cadeia da polimerase — PCR

A PCR foi realizada para confirmar a presenga do género
Acanthamoeba nos 27 isolados de AVL estudados. Os oligonucleotideos
utilizados amplificam uma regido de aproximadamente 450 pares de base
denominado ASA.S1 do rDNA 18S, que é altamente especifico para o género
Acanthamoeba (Schroeder et al., 2001). Os iniciadores utilizados na reacao
foram:

JDP1 (foward): 5 - GGCCCAGATCGTTTACCGTGAA -3

JDP2 (reverse): 5 - TCTCACAAGCTGCTAGGGAGTCA -3’

A reacdo da PCR, com base no protocolo de Booton et al. (2004) foi
realizada em volume final de 50 pL, contendo 20-30 ng de DNA, 0,2 mM de
dNTPs (Invitrogen®), 0,4 uM de cada oligonucleotideo, tampao de reagao (50
mM KCI2, 10 mM Tris-HCI), 1,5 mM MgCI2 e 1 U de Taq polimerase
(Invitrogen®).

A PCR foi realizada em um termociclador “PTC 150 MiniCycler
Hot Bonnet — MJ Research” programado para as condigdes de 94 °C por 1 min,

67 °C por 1 min, 72 °C por 1 min e 72 °C por 5 min. Apés, o produto da PCR foi



analisado em eletroforese com gel de agarose a 1%, corado com brometo de

etideo (0,5 yM/mL) e visualizado em luz ultravioleta com um transluminador.

3.7.4 Purificagao do produto da PCR
O produto da PCR foi purificado através do kit de purificagao
QlAquick® (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany), seguindo as instru¢gdes do

fabricante.

3.7.5 Sequenciamento e analise dos fragmentos

Os produtos da PCR purificados, de 10 isolados de agua da torneira
que foram positivos para o género Acanthamoeba, foram sequénciados
utilizando o sequenciador automatico MegaBace 1000. As 10 sequéncias do
gene 18S rDNA foram registradas no banco de dados GenBank e comparadas
com sequéncias nucleotidicas de espécies de Acanthamoeba ja depositadas
no banco, utilizando o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) a fim de

classificar os isolados obtidos (http://blast.ncbi.nlm.nig.gov).

3.8 Avaliagao do potencial patogénico de isolados de Acanthamoeba
através de testes de tolerancia

Os isolados de Acanthamoeba spp. obtidos de amostras de agua da
torneira foram submetidos a testes de osmotolerancia e termotolerancia. Estes
testes foram utilizados como marcadores na diferenciacdo de isolados
patogénicos e n&o-patogénicos, como descrito por Khan e colaboradores

(2001).



3.8.1 Teste de Osmotolerancia

Para analisar o efeito da osmolaridade no crescimento de trofozoitos
de Acanthamoeba, placas de agar n&o-nutriente 1,5 %, cobertas com
suspensado de Escherichia coli (ATCC 25922), contendo 0,5 M e 1,0 M de
manitol foram utilizadas. Placas sob as mesmas condigbes, porém sem manitol
foram usadas como controle do crescimento. Aproximadamente 1000
trofozoitos foram inoculados no centro das placas, que foram incubadas a 30°C
por até 10 dias. O crescimento dos organismos foi determinado por contagem
do numero de cistos e trofozoitos a uma distancia de aproximadamente 20 mm
do ponto de inoculagdo. Para cada placa, cinco campos microscopicos foram
quantificados (microscopio Optico, aumento de 100X). Todos os testes foram
realizados em ftriplicata, com cada isolado de Acanthamoeba em uma placa
individual. As contagens foram realizadas no décimo dia de incubagéo. Apos as
contagens, areas das placas dos isolados submetidos as concentragées de 0,5
M e 1,0 M de manitol, foram marcadas e transferidas para placas de agar nao-
nutriente 1,5 % com sobrecamada de E. coli e incubadas a 30°C para avaliagao

da viabilidade.

3.8.2 Teste de Termotolerancia

Testes de tolerancia a temperatura foram realizados em placas de
agar nao-nutriente 1,5 % cobertas com suspensédo de E.coli (ATCC 25922),
onde cerca de 1000 trofozoitos foram inoculados no centro das placas que
foram incubadas a 30, 37 e 42°C por até 10 dias. As placas submetidas a 30 °C
foram utilizadas como controle na avaliacdo do crescimento. O crescimento dos

organismos foi determinado por contagem do numero de cistos e trofozoitos a



uma distancia de aproximadamente 20 mm do ponto de inoculagdo. Cinco
campos microscopicos foram quantificados (microscopio optico, aumento de
100X) em cada placa. Todos os testes foram realizados em triplicata, com cada
isolado de Acanthamoeba em uma placa individual.

Apos as contagens, areas das placas, dos isolados submetidos as
temperaturas de 37 e 42°C foram marcadas e transferidas para placas de agar
nao-nutriente 1,5 % cobertas com suspenséo de E. coli e incubadas a 30°C

para avaliacédo da viabilidade.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento de AVL em agua da torneira

Das 132 amostras de agua da torneira de escolas do Estado RS
analisadas, 27 (20,45%) indicaram a presenga de AVL. A presengca de
protozoarios de vida livre em agua de torneira ja foi relatada em outros estudos
(Jeong et al., 2007; Boost et al., 2008; Edagawa et al., 2009; Bonilla-Lemus et
al., 2010; Stockman et al., 2011;) inclusive no Brasil (Magliano et al., 2009).

As formas trofozoiticas foram observadas em microscépio O6ptico
(100X), ao redor da membrana filtrante, entre 24 h e 48 h apds o cultivo da
amostra em placa e geralmente organismos contaminantes como bactérias e
fungos estavam presentes junto ao crescimento das AVL (Figura 3).
Subcultivos foram realizados para a obtengdo de culturas monoxénicas
transferindo uma pequena area de crescimento (um repique) para uma nova
placa de cultivo facilitando a descontaminagao. O fungo filamentoso foi 0 maior
problema enfrentado na monoxenizagdo das amostras, precisando muitas
vezes realizar mais de um repique para a descontaminagdo do meio, tornando
a fase de isolamento bastante trabalhosa. Essa dificuldade ja foi relatada em
estudos com amostras retiradas do ambiente (Tsvetkova et al., 2004). Schuster

(2002) também observou que a maior dificuldade no isolamento de AVL é



estimular o crescimento das amebas e ao mesmo tempo inibir o crescimento de

outros organismos contaminantes.

Figura 3 - Cultura de AVL em placa
contaminada. Trofozoitos (seta preta) em agar
nao-nutriente com contaminagdo de fungo
filamentoso (seta branca). Microscépio 6ptico
(100X).

4.2 Clonagem dos isolados
O procedimento de clonagem foi realizado com sucesso nas 27
amostras positivas para AVL, tornando os isolados homogéneos e evitando a
presenca de mais de uma linhagem nos cultivos. Apds a clonagem as amebas
continuaram sendo cultivadas em placas com ANN, dando continuidade aos

processos de classificagédo (Figura 4).



Figura 4 — Crescimento de AVL em ANN com E. coli.

4.3 ldentificagao morfolégica dos isolados de AVL

Dos 27 isolados de AVL, 10 (37,03%) apresentaram caracteristicas
morfolégicas de cistos e trofozoitos compativeis com o género Acanthamoeba,
segundo Pussard e Pons (1977) e Page (1988) (Tabela 2).

O tempo de contragao do vacuolo pulsatil estabelecido para o género
Acanthamoeba (De Carli, 2001), que varia de 45 a 50 segundos foi confirmado
em seis isolados. Os isolados TW82, TW84, TW119 e TW125 tiveram tempo
inferior ao estabelecido para o género. Entretanto, o isolado de referéncia A.
castellanii Neff (30010) também obteve um tempo menor (Tabela 3).

Os trofozoitos foram reconhecidos pela sua locomogao lenta,
citoplasma com zona periférica hialina, nucléolo bem definido, vacuolos
pulsateis e a presenga de projegdes aciculiformes, os chamados acantopédios

(Figura 5).
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Figura 5 — Caracteristicas do género Acanthamoeba. a) Trofozoito com
acantopddios (seta preta) e nucléolo evidente (seta branca) corado com tricrémico.
b) Cisto com dupla parede: ectocisto (seta branca) e endocisto (seta preta)
observado direto do material retirado da placa. Aumento 1000X.

A identificagdo dos cistos foi feita através da classificagdo de
Pussard & Pons (1977), que divide o género Acanthamoeba em trés grupos de
acordo com caracteristicas de tamanho e dos aspectos morfoldgicos gerais dos
cistos. Dos 10 isolados, nenhum apresentou cistos com caracteristica do grupo
I. No grupo Il, que representa as espécies mais comuns no ambiente (Page,
1967) foram identificados nove isolados com endocisto poliédrico e também
globular (Figura 6). Dentro do grupo Il foi classificado um isolado com

endocisto arredondado e ectocisto levemente rugoso. (Figura 7).

N £

Figura 6 — Cistos do grupo Il Figura 7 — Cistos do grupo IIl.
Isolado de Acanthamoeba (TW81). Isolado de Acanthamoeba (TW84).
Exame direto em solugcdo salina. Exame direto em solugcdo salina.
Microscépio 6ptico 1000X. Microscépio 6ptico 1000X.



A caracterizagdo apenas através da morfologia nado é precisa, pois
ocorrem dentro de um mesmo clone variagdes na forma do cisto (Page, 1988;
Visvesvara, 1991; Marciano-Cabral & Cabral, 2003; Silva & Rosa, 2003), sendo

importante a classificacdo de carater molecular.

4.4 Confirmagao genotipica (PCR)

A amplificagdo da regido ASA.S1 realizada em todos os 27 isolados
de AVL de agua de torneira com os oligonucleotideos JDP1 e JDP2,
confirmaram o género Acanthamoeba em 10 isolados (TW79, TW80, TW81,
TW82, TWwW83, Twa84, TW95, TW119, TW122 e TW125) anteriormente
identificados como pertencentes ao mesmo género pelos aspectos
morfoldgicos. A Figura 8 mostra alguns isolados que foram positivos e também

negativos para o género Acanthamoeba.

M N P1 P2 TWwW42 TW64 TW78 TW79 TW80 Tws81 Tws2 TW83 TW84 TW89

Figura 8 - Produtos de amplificagdo da PCR do fragmento ASA.S1 do gene 18S
rDNA. (M) Marcador de peso molecular, (N) Controle negativo, (P) Controle Positivo: (P1)
A. polyphaga (ATCC 30461) isolado clinico, (P2) A. polyphaga (ATCC 30782) isolado
ambiental, (TW42-TW89) amostras ambientais de agua da torneira.

4.5 Analise do sequenciamento
O resultado do sequenciamento dos produtos das PCR dos dez

isolados pertencentes ao género Acanthamoeba, foi comparado com



sequéncias nucleotidicas parciais do gene 18S rDNA depositadas no banco de
dados GenBank utilizando o programa Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) programa do US National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) a fim de buscar sequéncias similares.

A similaridade dos isolados entre sequéncias da mesma regido
génica foi maior ou igual a 97% para espécies dentro do género
Acanthamoeba, exceto para o isolado TW79 que teve 92% de similaridade
quando comparado as sequéncias dispostas no GenBank (Tabela 3).

Todos os isolados, com excecao do TW95, tiveram de 92 a 100% de
similaridade com espécies originadas de ambientes aquaticos e identificadas
como Acanthamoeba palestinensis.

O isolado TW95, quando comparado a classificacdo por espécie na
lista de referéncias do GenBank teve 98% de similaridade com Acanthamoeba
polyphaga, mas a sua maior identidade (100%) estd junto ao isolado
classificado genotipicamente como pertencente ao grupo T4 com origem da
cérnea de um paciente com ceratite (Tabela 4). O grupo T4, além de ser o
mais encontrado no ambiente (Booton et al., 2004, 2005) é também o gendtipo
associado a maioria das espécies causadoras de ceratite acantamebiana,
dentre elas Acanthamoeba polyphaga (Marciano-Cabral E Cabral, 2003;
Booton et al, 2005; Visvesvara et al, 2007)

No Brasil, um estudo com 19 amostras de agua de torneira oriundas
da regiao metropolitana de Sao Paulo, identificou um isolado pertencente ao
género Acanthamoeba. A analise morfolégica revelou caracteristicas
compativeis com o grupo |l e apdés a analise molecular obteve 99% de

similaridade com a espécie A. polyphaga (ATCC 30461) e com o gendtipo T4



(Magliano et al., 2009), além disso foi considerada patogénica de acordo com

os testes de osmotolerancia e devido a produgao de enzimas proteoliticas.

Tabela 3 — Comparacgao da regido génica dos isolados deste estudo com espécies
do género Acanthamoeba publicadas no GenBank*.

Isolados  Espécies comparadas Similaridade Registro no GenBank
TW79 A. palestinensis 92% GU597002, GU573874
TW80 A. palestinensis 99% GU597006, GU573874
TW81 A. palestinensis 100% GU597010, GU573874
TW82 A. palestinensis 99% GU597011, GU597012
TW83 A. palestinensis 98% GU597010, GU597011
TW84 A. palestinensis 99% GU597006, GU573874
TW95 A. polyphaga 98% GU596994
TW119 A. palestinensis 97% GU597013, GU573874
TW122 A. palestinensis 98% GU597006, GU573874
GU597002
TW125 A. palestinensis 99% GU597006, GU573874

* Dados analisados no site NCBI (www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST) em 05/03/2011.

A espécie A. palestinensis identificada em 90% dos isolados do
presente trabalho, ndo esta usualmente relacionada as espécies responsaveis
por causarem doengcas em humanos (Schaumberg et al., 1998; Walochnik et

al., 2000a; Marciano-Cabral & Cabral, 2003), porém ja foi citado por Walochnik



e colaboradores (2000b) a similaridade de 97,7% de A. palestinensis com um
isolado clinico de ceratite acantamebiana do gendétipo T6.

Neste estudo, os gendtipos T2 e T6 foram os mais prevalentes
conforme mostra a Tabela 5. Os isolados TW80, TW84, TW119 e TW125
apresentaram similaridade T2/T6 devido a grande semelhangca de suas
sequéncias (Walochnik et al., 2000b).

Assim, nossos dados estdo de acordo com o trabalho desenvolvido
por Maghsood et al. (2005), que avaliaram a distribuicdo do genétipo T2 em um
estudo com 12 amostras de ambientes aquaticos e 13 isolados clinicos de
pacientes com ceratite acantamebiana. Desta forma, o estudo revelou 23% de
positividade para este genodtipo nos isolados clinicos e 58,3% nos isolados
ambientais, demonstrando pela primeira vez a relagdo da patogenicidade do
grupo T2 e sua prevaléncia. O gendtipo T2 também ja foi identificado como o
agente causador das lesdes cuténeas e da encefalite amebiana granulomatosa
em um paciente imunodeprimido (Walochnik et al., 2008).

Em um estudo realizado por Edagawa e colaboradores (2009), no
Japao, trinta e sete amostras de agua oriundas de estagdes de tratamento e
também de rios revelaram a presengca de Acanthamoeba spp. apés teste
molecular. Os isolados foram assim classificados: 56,8% pertenciam ao
gendtipo T3; 13,5% ao gendtipo T4; 8,1% ao grupo TS5 e o restante dos
isolados (18,9%) eram do grupo T13.

Em um trabalho desenvolvido no México (2010), 200 amostras de
agua de torneira foram coletadas em 27 casas de usuarios de lentes de contato
e o resultado indicou uma prevaléncia de 22,5% do género Acanthamoeba. A

maioria dos isolados, semelhante ao achado deste trabalho, eram pertencentes



ao grupo Il de acordo com a morfologia dos cistos e revelaram baixo nivel de
viruléncia apos testes de patogenicidade in vivo (Bonilla-Lemus et al., 2010).

No estudo realizado por Boost e colaboradores (2008) em Hong
Kong, a andlise de agua da torneira de um total de 100 casas resultou em 10%
de positividade para o género Acanthamoeba, enquanto a presenca de 51% de
Acanthamoeba foi verificada em amostras de agua de torneira em Ohio nos
EUA. (Stockman et al, 2010).

Um estudo realizado no Reino Unido, com o objetivo de determinar a
importancia da agua de torneira como fonte de contaminagdo da ceratite
acantamebiana, foi desenvolvido na casa de 27 pacientes acometidos com a
doenca. Seis isolados clinicos de Acanthamoeba spp. tiveram um perfil
genético idéntico aos isolados da agua de torneira da casa dos respectivos
pacientes (Kilvington et al., 2004). No Japao, uma analise clinica sobre nove
pacientes com ceratite por Acanthamoeba revelou que todos higienizavam
seus estojos de lentes de contato com agua da torneira (Mutoh et al., 2010).

A ceratite por Acanthamoeba esta fortemente associada a falta de
higiene e ao mau uso de lentes de contato por seus usuarios. A associagao da
agua de torneira durante a limpeza, mesmo acidentalmente, pode contaminar
estojos e lentes de contato representando uma fonte de infecgdo (Marcio-
Cabral & Cabral, 2003; Visvesvara et al., 2007). Além disso, espécies de
Acanthamoeba isoladas da agua de torneira ja revelaram carrear bactérias em
seu interior (Choi et al., 2009), como a espécie Pseudomonas aeruginosas
responsavel por infecgdes oculares (Walochnik et al., 1999).

No Rio grande do Sul, Brasil, uma pesquisa sobre a frequéncia de

Acanthamoeba spp. em 13 isolados de agua de piscinas revelou que nove



pertenciam ao grupo T5, trés ao grupo T4 e um ao grupo T3 (Caumo e Rott,
2011). Os estudos até agora demonstram uma diversidade em relacédo a
frequéncia destes grupos mostrando a necessidade de uma classificagao mais

consistente e a continuidade dos estudos sobre a sua distribuicdo global.

Tabela 4 — Analise da similaridade entre as sequécias parciais do
gene 18S rDNA de Acanthamoeba dos isolados de agua de torneira

deste estudo e das registradas no GenBank®*.

ISOLADO SIMILARIDADE N° ACESSO GENOTIPO**

GENBANK
TW79 92% GU597002 T2
TWS80 99% GU597006 T2
GU573874 T6
TwWs1 100% GU597010 T2
TW82 99% GU597011 T2
TW83 98% GU597011 T2
Tws4 99% GU597006 T2
GU573874 T6
TW95 100% FJ042640 T4
TW119 97% GU597013 T2
GU573874 T6
TW122 98% GU573874 T6
TW125 99% GU597006 T2
GU573874 T6

* Dados analisados no site NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) em
05/03/2011.

** Genotipagem para espécies do género Acanthamoeba segundo
Stothard et al., 1998.




Todos os dados acima mostram que a prevaléncia de Acanthamoeba
em agua de torneira é bastante variavel e que resistem aos tratamentos para
obtencao de agua potavel, constituindo um fator relevante quando se associa a

higienizacdo das lentes de contato pelos seus usuarios.

4.6 Analise do potencial de patogenicidade dos isolados de
Acanthamoeba

Os isolados obtidos neste estudo foram submetidos a duas diferentes
temperaturas e também a duas concentracdes de manitol. Estes testes de
osmo e termotolerancia, estabelecidos por Khan e colaboradores (2001) tem o
objetivo de analisar o potencial de patogénico dos isolados (Tabela 5).

Os cinco isolados (TW79, TW81, TW82, TW83 e TW122) que
cresceram a temperatura de 37°C e a concentragao de 0,5M de manitol foram
considerados como nao patogénicos. Porém, acredita-se que possua
condigbes de resistir a temperatura corporal do ser humano (37°C), sendo
considerado como um pré-requisito a patogenicidade em relagdo a encefalite
amebiana granulomatosa. Além disso, tem condicdes de sobrevivéncia a
temperatura média do ambiente ocular, que é de 34 °C (Walochnik et al.,
2000b).

Os isolados TW80, Tw84, TW119 e TW125 cresceram a
temperatura de 37°C e a concentragoes de 0,5 e 1M de manitol, sendo
considerados isolados patogénicos, mas com baixo potencial. A mesma

classificagdo patogénica foi aplicada ao isolado TW95, que resistiu as



temperaturas 37°C e 42°C, além de crescer a concentragdao de 0,5M de
manitol.
Todos os isolados foram considerados viaveis, pois foram capazes

de recobrar o crescimento em cultivos monoxénicos a 30°C.

Tabela 5 - Diferenciagao da patogenicidade de isolados de Acanthamoeba por testes de
tolerancia.

Isolados Temperaturade  Crescimento em Patogenicidade*
Crescimento Manitol
37°C 42°C 0,5M ™
TWT79 + - + - Nao patogénico
TW80 + - + + Baixo potencial patogénico
TW81 + - + - Nao patogénico
TW82 + - + - Nao patogénico
TW83 + - + - Nao patogénico
TW84 + - + + Baixo potencial patogénico
TWO5 + + + - Baixo potencial patogénico
TW119 + - + + Baixo potencial patogénico
TW122 + - + - N&o patogénico
TW125 + - + + Baixo potencial patogénico
ATCC? + + + + Potencialmente patogénico

(-) Auséncia de crescimento de Acanthamoeba; (+) Cresimento de Acanthamoeba.
Avaliagao feita em cinco campos microscépicos (100X).

* Critérios estabelecidos por Khan et al., 2001.

@ Isolado de referéncia A. castellanii T4 (ATCC 50492).

Gianninazzi e colaboradores (2009) estudaram a ocorréncias de AVL
em ambientes aquaticos na Suica e revelaram a presenga do género
Acanthamoeba em um isolado de agua de piscina. Este ndao apresentou
toxicidade em testes com células de fibroblastos murinos e também nao teve
crescimento a temperatura de 42°C. Portanto, o isolado foi caracterizado como
nao patogénico.

A espécie Acanthamoeba healyi identificada em aguas de piscinas

termais na Suica, resistiu ao crescimento a temperatura de 42°C e também



exibiu marcante citotoxidade aos testes de patogenicidade in vitro e em in vivo
sendo atribuido ao isolado, potencial patogénico para individuos
imunodeprimidos (Gianinazzi et al., 2009).

Para corroborar a importancia de testes de osmo e termotoleréncia,
De Jonckheere (1983) e Khan e colaboradores (2002) demostraram que
isolados patogénicos de Acanthamoeba spp. revelam caracteristicas de

resisténcia a estes testes, dando relevancia aos mesmos.



5 CONCLUSAO

No RS, este é o primeiro trabalho que investiga e caracteriza a
distribuicdo de AVL do género Acanthamoeba em isolados de agua de torneira.
A presenca de espécies deste protozoario em agua tratada revela sua
importancia epidemiolégica, uma vez que estd em contato direto com o ser
humano, destacando a relevante caracteristica de carrear bactérias e virus
patogénicos, sendo considerado o “Cavalo de Tréia” do mundo microbiano.

A falta de higiene, o uso inadequado e a relagdo da agua de torneira
com os estojos e as lentes de contato, resultam em um forte risco para a
aquisicao da ceratite por Acanthamoeba.

A identificagdo morfolégica através dos cistos demonstrou ser uma
ferramenta ainda importante na analise dos isolados quando nao se utiliza o
sequenciamento genético como ferramenta para classificagdo. Entretanto, a
associagdo do estudo molecular e morfologico destes isolados ambientais,
auxiliaria em uma classificacdo mais consistente.

A frequéncia dos grupos genotipicos dos dez isolados deste presente
estudo foi distribuida entre os perfis T2, T4 e T6, onde quatro isolados tiveram
mesma similaridade entre os grupos T2/T6. O grupo T4 € o mais encontrado no

ambiente e o mais associado a ceratite acantamebiana, ja os perfis T2 e o T6,



mesmo ja sendo citados como patogénicos, ndo sao normalmente identificados
no meio ambiente. Por isso a importadncia da continuidade da classificacao
molecular desses isolados ambientais, que dardo informagbes importantes
sobre a distribuicdo de Acanthamoeba no ambiente e sua relacdo com os

casos clinicos, determinando sua patogenicidade.
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7 ANEXOS

ANEXO A - Meios de cultura de solugdes utilizadas

Solugéo Salina de Page:
Cloreto de Sdédio (NaCl) 120 mg
Sulfato de Magnésio (MgSQO4. 7 H,0) 4 mg

Hidrogenofosfato dissédico anidro (Na;HPO4) 142 mg

Diidrogenofosfato de Potassio (KH,PO4) 136 mg
Cloreto de Calcio (CaCl,. H,0) 4 mg
Agua destilada q.s.p 1000 mL

Preparo: Dissolver os ingredientes em agua destilada na ordem apresentada
em recipiente apropriado. Distribuir nos volumes requeridos (100mL) em 10
frascos de vidro. Autoclavar (121°C/15min) Incubar o meio durante a noite, a
37°C, para teste de esterilidade. Armazenar o meio a temperatura de 4 - 5°C

até trés meses.



Agar nao-nutriente (ANN):
Solugao Salina de Page  100mL

Agar 1,59

Preparo: O agar foi dissolvido em 100 mL da solugdo salina, aquecido até a
completa dissolugcéo e esterilizado por autoclavagem (121 °C por 15 min). A

distribuicdo do ANN foi realizado em placas bacteriologicas estéreis.

Fixador de Shaudinn modificado (Bruckner,1993):
Solugéo de sulfato de cobre:

20g de sulfato de cobre Il 5H20

Agua destilada g.s.p. 1000 mL

Solugao estoque

600 mL de solugao de sulfato de cobre I
30 mL de Alcool etilico a 95%

15 mL de Glicerina

Solugao fixadora:

100 mL de Solugao estoque

5 mL de Acido acético glacial

Observacéao: O acido acético foi adicionado imediatamente antes do uso.

Coloragao de tricromico de Wheatiey modificada por Gomori (Bruckner,

1993):



0,6 g de Cromotropo 2R,
0,3 g de “Light Green” SF
0,7g de acido fosfotungstico
1 mL de acido acético glacial

100 mL de agua destilada

Depois de fixadas as laminas foram tratadas como segue:
e Alcool 70% durante 5 min
e Alcool 70% iodado 1min
e Alcool 70% 5min
e Alcool 70% 3 min
e Tricrébmico 13 min
e Alcool 90% acidificado de 1 a 3 segundos
e Alcool 100% para limpar
e Alcool 100% em duas cubas 3 min cada

e Xileno durante 10 min



