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Titulo: Determinacgdo de Legionella spp. presentes em amebas de vida livre do género
Acanthamoeba presentes em reservatorios de dgua de torres de resfriamento de ar
condicionado.

Amebas de vida livre (AVL) sdo protozodrios amplamente distribuidos no meio
ambiente. Sdo geralmente encontradas na natureza na forma trofozoitica ou cistica, sendo a
primeira considerada metabolicamente ativa. Como forma alternativa de sobrevivéncia,
organismos formam cistos resistentes a condi¢cdes ambientais adversas. As amebas de vida
livre tem como caracteristica servirem de veiculo para dispersdo de diversos outros tipos de
microrganismos, como fungos, bactérias e outros protozoarios. Acanthamoeba € o género de
AVL mais frequentemente isolado de ambientes aquéticos, sendo comum sua associagao com
bactérias do género Legionella que utilizam meios intracelulares de protozorios para seu
crescimento e replicacdo, aumentando o risco de exposi¢do e infecgdo aos seres humanos.
Assim, o0 estudo tem como objetivo isolar Acanthamoeba spp. presentes em reservatorios de
torres de resfriamento de ar condicionado bem como investigar a presenca de
endossimbiontes do género Legionella.

De cada reservatdrio foi coletado 1L de agua. As amostras foram acondicionadas em
caixas de isopor com gelo e transportadas até o laboratorio de Parasitologia da UFRGS/RS
para processamento e andlise. As amostras foram filtradas através de membrana de
nitrocelulose de 47mm de diametro e porosidade de 3 pum, em seguida a membrana foi
retirada com o auxilio de uma pinca estéril, colocada em uma placa de Petri e lavada com 2
ml de tampé&o PBS, removendo o material com o auxilio de um raspador (“cell scraper”). O
eluato foi entdo transferido para microtubos e centrifugado a 2.500 r.p.m durante 15 min. O
sobrenadante foi descartado, o sedimento ressuspendido com 0,5 mL de solugdo salina de
Page e transferido para placas de agar ndo-nutriente (ANN) 1,5%, cobertas com uma
suspensdo de Escherichia coli inativadas pelo calor. As placas foram seladas com filme
plastico (Parafilm®) e incubadas a 30°C por até 15 dias. O exame das placas foi realizado
diariamente em microscépio Optico para observar a presenca de amebas de vida livre
(trofozoitos e/ou cistos). Para cada amostra de agua, trés placas foram preparadas. As placas
negativas para AVL foram descartadas ap6s o periodo maximo de 30 dias de observacdo. A
confirmacdo do género amebiano e determinacdo da presenca de bactérias endossimbiontes,
sera feita através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e posterior sequenciamento.
Para determinacgéo de patogenicidade, os isolados de Acanthamoeba serdo submetidos a testes
fisiologicos de osmo e termotolerancia.

Das 11 amostras coletadas até 0 momento, 9 (82%) apresentaram amebas de vida livre.

Desta forma pode-se concluir que amebas de vida livre estdo presentes em ambientes
aquaticos antropogénicos, 0 que representa riscos para o ser humano.



