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RESUMO

Amebas de vida livre (AVL) sao distribuidas mundialmente no solo e na agua.
Um numero pequeno delas é considerado importante para a saude dos seres
humanos: Acanthamoeba spp., Naegleria fowleri, Balamuthia mandrillaris e
Sappinia diploidea. Algumas das infec¢des sdo oportunistas, ocorrendo em
individuos imunocomprometidos, enquanto outras sdo n&o oportunistas.
Amostras de agua foram coletadas de banheira de hidromassagens e piscinas
térmicas na cidade de Porto Alegre, RS, Brasil, com o objetivo de determinar a
presenca de Acanthamoeba, bem como realizar a caracterizagao fenotipica e
genotipica dos isolados. Amebas foram isoladas em cultivo monoxénico com
Escherichia coli. A identificagdo dos isolados foi baseada na morfologia dos
cistos e na amplificacdo por PCR com oligonucleotideos género-especifico. De
72 amostras analisadas, 20 (27,77%) foram positivas para amebas de vida
livre, e identificadas morfologicamente como pertencentes ao género
Acanthamoeba. Destas, 11 possuiam caracteristicas compativeis com o grupo
morfolégico Il e 9 com o grupo lll. Entre os isolados, 11(55%) foram
considerados potencialmente patogénicos a partir de testes de osmotoleréancia
e termotolerancia. Somente 9 isolados quando submetidos a Reagdo da PCR,
confirmaram pertencer ao género Acanthamoeba. A analise do
sequenciamento através da comparacdo das sequéncias dispostas no
GenBank, demonstrou a distribuicdo nos grupos genotipicos T3 (11,1%), T5
(11,1%), T4 (33,3%) e T15 (44,4%).0s resultados obtidos com este confirmam
a presenca de isolados potencialmente patogénicos que podem representar um
risco a saude humana nos ambientes de banheiras de hidromassagem e
piscinas térmicas.

Palavras-chave: Amebas de vida livre, Acanthamoeba, banheira de
hidromassagem, piscinas térmicas, classificagdo genotipica.
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF Acanthamoeba spp. FROM
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ABSTRACT

Free-living amoebae (FLA) are widely distributed in soil and water. A few
number of them are implicated in human disease: Acanthamoeba spp.,
Naegleria fowleri, Balamuthia mandrillaris and Sappinia diploidea. Some of the
infections were opportunistic, occurring mainly in immunocompromised hosts,
while others are non opportunistic. Water samples were collecyed from both hot
tubs and thermal swimming pools in the city of Porto Alegre, RS, Brazil, to
determine the presence of Acanthamoeba in the water as well as perform the
phenotypic and genotypic characterization of the isolates. Amoebae were
isolated in monoxenic culture with Eschererichia coli. The identification of the
isolates was based on the cysts morphology and PCR amplification using
genus-specific oligonucleotides. From 72 samples analyzed, 20 (27,77%) were
positive for free-living amoebae, and the isolates were morphologically identified
as belonging to the genus Acanthamoeba. Out of these, 11 presented
morphological characteristics compatible with group Il, and 9 with group IlII.
Among the isolates, 11 (55%) were considered potentially pathogenic according
to osmotolerance and temperature assays. The isolates when submitted to PCR
reaction only 9 were confirmed as belonging to the genus Acanthamoeba. The
sequences analysis when compare to the sequences in the GenBank, showed
that genotype distribution in group T3 (11,1%), T5 (11,1%), T4 (33,3%) and T15
(44,4%). The results of this study confirmed the presence of potentially
pathogenic isolates of free living amoebae in hot swimming pool and spas
which can present risks to human health.

Key-words: Free-living amoebae, Acanthamoeba, hot tubs, thermal swimming
pool, genotypic classification.
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1. INTRODUGAO

As amebas de vida livre (AVL) sé&o protozoarios amplamente
distribuidos no ambiente, podendo ser encontradas em solos, rios, lagos,
esgotos, piscinas, e outras fontes de agua. Em geral ndo representam um
risco a saude humana, no entanto as AVL pertencentes aos géneros
Acanthamoeba, Balamuthia, Naegleria, e Sappinia s&o organismos aerobios
de ampla distribuicdo geografica e algumas espécies sao patogénicas para
0 homem e outros animais (VISVESVARA & MAGUIRE, 2006).

Entre as AVL, Naegleria fowleri e Acanthamoeba spp. sao
potencialmente patogénicas para os seres humanos e animais, causando
meningoencefalite amebiana primaria (MAP) e encefalite amebiana
granulomatosa (GAE), respectivamente. MAP é uma doenga rara do
sistema nervoso central que ocorre predominantemente em jovens e
criangcas saudaveis através da recente exposicdo com agua tratada
aquecida ou fontes naturais. Dentre as infecgdes causadas por

Acanthamoeba, a ceratite amebiana € a unica sindrome relacionada a agua,



e tornou-se significativamente importante principalmente devido ao aumento
de usuarios de lentes de contato, mais predispostos ao desenvolvimento de
infecgdes oculares. A maioria dos relatos de pessoas que contrairam esta
doenga possui um histérico de recreagdo ou mergulho em ambientes
aquaticos e sao usuarios de lentes de contato, além da contaminagao por
solugdes salinas de limpeza nao estéreis. Os géneros com maior numero de
relatos em amostras ambientais sdo Acanthamoeba e Naegleria (SILVA &
ROSA, 2003).

As AVL séao resistentes a condigdes extremas de temperatura e
pH, e a tratamentos fisico-quimicos da agua, incluindo o cloro, o que
explica sua detecgdo na agua de abastecimento publico, piscinas e outros
locais onde a agua é tratada.

Varios estudos tém sido desenvolvidos em sistemas de agua,
rios e piscinas a fim de determinar a abundancia de amebas de vida livre
em ambientes aquaticos. No Brasil, alguns trabalhos de isolamento destas
amebas a partir de diversas fontes ambientais ja foram realizados,
entretanto os dados sdo escassos quanto a sua caracterizacao. Além disso,
foi relatado que as AVL isoladas de piscinas quentes foram mais
patogénicas do que as isoladas de agua doce naturais (DE JONCKHEERE,
1981; INIT et al., 2010).

A caracterizagao fenotipica e genotipica dos isolados de agua de
banheiras de hidromassagens e piscinas de aguas aquecidas, podera
prestar informagdes importantes sobre as formas amebianas presentes

nessas aguas, uteis tanto do ponto de vista académico, como também para



a populagdo em geral. O entendimento da diversidade destes organismos e
o0 papel ocupado por estes protozoarios nestes locais poderdo auxiliar na

aplicacao de medidas de controle.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Isolar e caracterizar amebas de vida livre (AVL) do género
Acanthamoeba presentes em agua de banheiras de hidromassagem e
piscinas térmicas de SPAS e Clubes localizados na cidade de Porto Alegre,

Rio Grande do Sul, Brasil.

1.1.2 Objetivos Especificos

Realizar o isolamento de AVL em amostras de agua de banheiras de
hidromassagem e piscinas térmicas;

Avaliar os parametros fisico-quimicos da qualidade da agua destes locais;
Identificar o género Acanthamoeba através de caracteristicas morfologicas;
Avaliar o potencial patogénico dos isolados de Acanthamoeba através de
testes fisioldgicos;

Realizar a caracterizacdo molecular de Acanthamoeba e Naegleria pela
técnica de PCR, determinando seus genotipos;

Conhecer a magnitude da distribuicdo ambiental destas AVL e o risco de

contaminagao humana.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Amebas de vida livre

Amebas de vida livre (AVL) s&o protozoarios ubiquos e oportunistas
amplamente distribuidos na natureza. Eles podem ser encontrados no solo,
poeira, ar, agua do mar, agua potavel, piscinas, esgotos, solugdes de lavagem
dos olhos, lentes de contato, unidades de dialise e unidades de tratamento
odontoldgico (TRABELSI et al., 2012). Entre estas AVL, apenas quatro géneros
sao responsaveis por infecgdes oportunistas e ndo oportunistas em seres
humanos e outros animais (VISVESVARA & MAGUIRE, 2006; TRABELSI et
al., 2012). AVL pertencentes aos géneros Acanthamoeba, Balamuthia
mandrillaris, Naegleria fowleri e Sappinia pedata foram documentadas por
invadir e multiplicar-se dentro de hospedeiros mamiferos levando a infeccoes
oportunistas e nao oportunistas em humanos e animais (MARTINEZ &

VIVESVARA, 1997; KHAN, 2007; GIANINAZZ| et al., 2010).



Acanthamoeba spp. tem associagdo com doengas humanas, tais
como encefalite amebiana granulomatosa (EAG), lesbes cutaneas, infecgbes
de nasofaringes, pulmonares e renais, principalmente em paciente
imunocomprometidos, podendo também causar ceratite amebiana em pessoas
imunocompetentes, destacando-se entre estas doengas a ceratite amebiana e
a encefalite amebiana granulomatosa (EAG). Naegleria fowleri causa uma
patologia ndo oportunista chamada meningoencefalite amebiana primaria
(MAP) em criangas e jovens adultos saudaveis (GELMAN et al, 2001;
TRABELSI et al., 2012). Os géneros Balamuthia e Sapinnia podem acometer
tanto individuos imunocompetentes como imunodeprimidos e causar encefalite
(SCHUSTER & VISVESVARA, 2004).

O primeiro caso relatado de meningoencefalite amebiana ocorreu
em 1965 na Australia tendo como agente etioldgico amebas do género
Naegleria (FOWLER & CARTER, 1965). Em 1972, ocorreu o primeiro caso de
infeccdo oportunista por Acanthamoeba (JAGER & STAMM, 1972). Casos de
ceratite amebiana foram diagnosticados no Reino Unido e nos Estados Unidos
em 1974 e 1975, respectivamente (NAGINTON et al.,, 1974; JONES et al.,
1975). O primeiro caso de infecgdo por Balamuthia mandrillaris foi registrado
por Visvesvara e colaboradores (1990) que a isolaram do cérebro de um
babuino que morreu por meningoencefalite em um zooldgico. Posteriormente
em 1993, as amebas foram detectadas em humanos (VISVESVARA et al.,
1993). Em 2001, Sappinia pedata foi relatada em um adulto imunocompetente

(SCHUSTER & VISVESVARA, 2004).



Nos ultimos anos, Acanthamoeba spp. tem recebido grande
destaque quando comparada as outras AVL devido ao aumento da incidéncia
deste protozoarios associado principalmente a casos de ceratite, bem como os
inumeros estudos de interacdo entre Acanthamoeba spp. com outros
microorganismos (bactérias, fungos, leveduras, protozoarios) que vem sendo

publicados (SIDDIQUI & KHAN, 2012).

2.2. Classificacao Taxonémica

As primeiras identificacbes eram baseadas em critérios morfolégicos
(SAWYER & GRIFFIN, 1975; VOLKONSKY, 1931) como divisdo celular
(SINGH & DAS, 1970), termotolerancia (GRIFFIN, 1972), analise de
isoenzimas (DE JONCKHEERE, 1987; KILVINGTON & WHITE, 1985) e
patogenicidade (DE JONCKHEERE, 1981).

Atualmente a Sociedade Internacional de Protistologistas criou um
sistema de classificagdo onde os eucariotos foram classificados em seis
grupos, ou “super-grupos”, chamados de Amoebozoa, Opisthokonta, Rhizaria,
Archaeplastida, Chromalveolata e Excavata. Acanthamoeba e Balamuthia
foram incluidas no grupo Amoebozoa: (subdivisdo: Acanthamoebidae),
juntamente com Sappinia (subdivisdo: Thecamoebidae), enquanto que
Naegleria  fowleri no grupo Excavata (Heterolobosia: subdivisdo

Vahlkampfiidae) (VISVESVARA & SCHUSTER, 2008a) (Figura 1),



Beino: Protista

Sub-Reino Pratﬁmn

Filo: Sarcomastizophora

Sub-File Sarcodina

Super-Classe Rhizopoda

Classe: Lﬂbﬁ sea

Sub-Classe: Gymnamoebia

Ordem: amoebida Schizopyrenida

Familia: Entamoebidae Hartmannellidae Acanthamoebidae Vahlkampfiidae

P e

Género: Entamoeba Harmmannelln Acanthamoeba  Balamuthio  Noegleria Valilkampfia

Figura 1: Classificacdo taxondmica de amebas de vida livre. Fonte: Khan, 2006.

E importante destacar que até o momento a taxonomia das AVL nao
foi estabelecida de forma definitiva, estando sujeita a alteracdes, e esse fato se
deve ao crescimento de dados provenientes do sequenciamento do DNA

desses protozoarios. (CORSARO & VENDITTI, 2011).

2.3 O género Acanthamoeba

O género Acanthamoeba foi isolado pela primeira vez a partir de
poeira em 1913 por Puschkarew e chamado de Acanthamoeba polyphagus
(PAGE, 1967). Em 1931, Volkonsky criou o género Acanthamoeba. Em 1930,
Castellani isolou uma ameba que estava contaminando um placa de cultura de
levedura, e foi posteriormente chamada de Acanthamoeba castellanii. Page
(1967) reescreveu A. polyphagus como Acanthamoeba polyphaga. O género

Acanthamoeba foi proposto pela primeira vez como um agente patogénico por



Culbertson e colaboradores (CULBERTSON et al., 1958), durante a producéao
de vacinas contra o virus da poliomielite onde foi isolada uma ameba
contaminante de uma cultura de células de rim de macaco. Esta ameba, apods a
inoculagdo em camundongos e macacos, levou-os a morte por sindrome
encefalica. Culbertson criou a hipotese de que Acanthamoeba também poderia
infectar seres humanos. Esta ameba foi posteriormente designada
Acanthamoeba culbertsoni (VISVESVARA & SCHUSTER, 2008a).
Acanthamoeba é a ameba mais comum e mais amplamente
distribuida na natureza. Ela pode sobreviver em agua salobra, agua doce, agua
do mar, areia de praia, esgotos, solo de vasos de plantas, aquarios domésticos,
umidificadores, aquecedores, ambientes hospitalares, unidades odontoldgicas,
unidade de dialise, lentes de contato (SCHUSTER & VISVESVARA, 2004;
TRABELSI et al., 2012). Ela também foi isolada de vegetais, alguns animais
(peixes, répteis, anfibios, caes, macacos, aves), secre¢des pulmonares,
cavidade nasofaringea e amostras de fezes (VISVESVARA et al., 2007;
TRABELSI et al., 2012). Acanthamoeba pode tolerar uma ampla variagao de
condi¢des tais como osmolaridade, temperatura, salinidade e pH, o que lhe
permite sobreviver em agua destilada, cultura de tecidos e fluidos corporeos de
mamiferos. Ela pode sobreviver a 37'C e a altas temperaturas corpdreas.
Assim, algumas espécies de Acanthamoeba podem provocar infecgdes em
humanos, tais como: Acanthamoeba castellanii, Acanthamoeba culbertsoni,
Acanthamoeba hatchetti, Acanthamoeba healyi, Acanthamoeba astronyxix,

Acanthamoeba divionensis e Acanthamoeba polyphaga (SCHUSTER &



VISVESVARA, 2004; TRABELSI et al., 2012). Outras espécies podem ser
termotolerantes, mas ndo patogénicas.

Ja foi demonstrado em estudos que mais de 80% dos individuos
norte-americanos saudaveis possuem anticorpos contra Acanthamoeba, o que
indica uma alta frequéncia de exposicdo dos mesmos a esta ameba

(BRINDLEY et al., 2009).

2.4 Classificagoes de Acanthamoeba

As primeiras identificagcbes de Acanthamoeba eram baseadas em
critérios morfoldgicos. Foram identificadas mais de 24 espécies com base nas
caracteristicas morfoldgicas. Diversas espécies de Acanthamoeba estao sendo
associadas a infecgdbes em seres humanos, tais como: A. castelanii, A.
culbertsoni, A. griffini, A. hatchetti, A. healyi, A. lugdunensism, A. quina e A.
rhysodes (SCHUSTER & VISVESVARA, 2004). As espécies de Acanthamoeba
sdo divididas em trés grupos com base na sua morfologia e tamanho do cisto
(Figura 2):

e Grupo [: inclui quatro espécies (A. astronyxis, A. comandoni, A.
echinulata e A. tubiashi). Estas espécies sao caracterizadas por

grandes trofozoitos, enquanto na forma de cisto o ectocisto e o

endocisto estdo afastados um do outro e apresentam as seguintes

propriedades: diametro médio de cistos > 18 ym — sendo o endocisto
caracteristicamente estrelado e o ectocisto liso.
e Grupo lI: Os ectocistos sao irregulares e os endocistos podem ser

poligonais, triangulares ou ovais, com um didmetro médio < 18 pm.
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Este grupo € o mais abundante na natureza e inclui 11 espécies (A.
mauritanensis, A. castellanii, A. polyphaga, A. quina, A. divionensis,
A. triangularis, A. Iugdunensis, A. griffini, A. rhysodes, A.
paradivionensis e A. hatchetti);

Grupo Ill: Tem cistos (<19 uym) com ectocistos lisos e endocistos em
forma que varia de poligonal a oval. Este grupo inclui cinco espécies
(A. palestinensis, A. culbertsoni, A. royreba, A. lenticulata e A.

pustulosa) (PUSSARD & PONS, 1977; MARCIANO-CABRAL &

CABRAL 2003).

Figura 2: Cistos de Acanthamoeba demonstrando as caracteristicas padrées dos
grupos morfologicos de Pussard e Pons (1977). (a)(b) cistos caracteristicos do
grupo |, apresentando ectocisto liso ou levemente ondulado e endocisto estrelado.
(c)(d) cistos tipicos do grupo Il, apresentando ectocisto ondulado e irregular e
endocisto poliédrico. (e)(f) cistos caracteristicos do grupo lll, apresentando
ectocisto fino e liso ou fracamente ondulado e endocisto oval ou levemente
angular. Barra: (a)(c)(d)(e)(f) 10 um (b) 20 ym. Fonte: (a) Nuprasert et al (2010);
(b) Costa et al (2010); (c)(d) Nagyova et al (2010); (e) Chan et al (2011); (f)
Nagyova et al. (2010).
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Entretanto, trabalhos mais recentes incluem novos dados
provenientes de estudos de sequenciamento genémico do gene 18S rDNA.
Com base na variagdo da sequéncia conservada deste gene, 19 gendtipos
diferentes (T1-T18) de Acanthamoeba foram estabelecidos: T1-T12, T13, T14,
T15, T16, T17, T18 e T19 (MAGNET et al., 2014). Cada gendtipo apresenta 5%
ou mais de sequéncias divergentes entre os diferentes genadtipos. A maioria
dos estudos mostram que 90% dos isolados de Acanthamoeba que produzem
infeccbes pertencem ao gendtipo T4, embora outros gendtipos tenham sido
relatados como agentes causadores de infecgdes amebianas em seres
humanos e outro animais, tais como T1, T3, T5, T10, T11, T15, T17 e T18
(REYES-BATLE et al., 2014). Recentemente, Magnet e colaboradores (2014)
isolaram Acanthamoeba a partir de uma estagdo de tratamento de agua
residual e apos analise filogenética, o isolado foi descrito como o novo gendtipo

T19.

2.5Morfologia e ciclo de vida

Acanthamoeba apresenta duas formas durante seu ciclo de vida: a
forma vegetativa da célula, o trofozoito (8-40 um) e a forma de resisténcia, o
cisto (8-29 um) (Figura 3). A morfologia do trofozoito & caracterizada pela
presenca de um unico nucleo e finos acantopédios que se projetam para fora
da célula a partir da sua superficie. Os acantopddios permitem adesao a
superficies, movimentos celulares e captura de presas. Trofozoitos se
alimentam de bactérias, algas, leveduras, ou pequenas particulas organicas. A
reproducao é assexuada e ocorre por fissao binaria. O citoplasma é granuloso

e apresenta um ou mais vacuolos contrateis evidentes (KHAN, 2006). Esta
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forma invasiva e infecciosa ndo sobrevive por muito tempo em condigdes
ambientais adversas (falta de alimento, extremas temperaturas e pH, aumento
de osmolaridade ou baixa osmolaridade) e diferenciam-se em um cisto
uninucleado com uma dupla parede (ectocisto, a parede externa e endocisto, a
parede interna). De forma geral o endocisto € mais espesso e contém celulose,
podendo apresentar uma variedade de formas, que variam de esférica a
estrelada, enquanto que o ectocisto € fino e enrugado, sendo composto
principalmente por proteinas. (VISVESVARA et al., 2007). A forma resistente
apresenta poros e sao utilizados para monitorar as mudangas ambientais. O
cisto é protegido contra a dessecacao, falta de nutrientes e uma gama de
agentes fisicos e quimicos. Foi visto que os cistos podem sobreviver in vitro por
20 anos ou mais. Com o retorno de boas condi¢cdes de crescimento, os cistos
desencistam para forma de trofozoito (TRABELSI et al., 2012).

A grande resisténcia dos cistos, além de conferir protecdo ao
protozoario, € importante também para a dispersao e persisténcia do género no

ambiente (FOUQUE et al., 2012).

Figura 3: Formas de vida de Acanthamoeba castellanii (a) trofozoito e (b) cistos: n, nucleo;
cv, vacuolo contratil. Ambas imagens x1000. Fonte: Visvesvara et al.,(2007).
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2.6 Ceratite por Acanthamoeba

O primeiro caso de infecgao ocular por Acanthamoeba foi reportado
em 1974. Desde entdo, muitos casos foram descritos, a maioria unilaterais.
Porém casos de ceratite bilateral também foram relatados (ARANCE-GIL et al.,
2013).

Ceratite amebiana é uma infeccdo microbiana da cérnea, que em
sua maioria, se desenvolve em pessoas imunocompetentes. Os principais
fatores de risco sdo usuarios de lentes de contato por um periodo de tempo
prolongado, traumatismo na cérnea, lavagem de lentes de contato néo estéreis,
formagdo de biofiime nas lentes de contato e nadar em agua contaminada
usando lentes de contato. A transmissdo de Acanthamoeba para cérnea
depende de sua viruléncia e do estado fisioldgico da cornea. O traumatismo da
cérnea é considerado a porta de entrada do patégeno, como é observado que
em 85% de individuos usuarios de lentes de contato com ceratite amebiana,
tiveram a abrasdo da cornea anteriormente a infecgcdo (TRABELSI et al. ,
2012).

Acanthamoeba deve estar na fase de trofozoito para se ligar as
células epiteliais da cornea humana. Quando os trofozoitos se aderem ao
epitélio da cornea, eles produzem uma variedade de proteases, que facilitam
sua invasao na cérnea, resultando em citolise mediada por parasita na cornea
(ILLINGWORTH et al., 1995).

A ceratite por Acathamoeba é uma doenca dolorosa que se

caracteriza pela destruicdo progressiva dos tecidos da cérnea. O quadro clinico



14

pode, nos estagios iniciais ser facilmente confundido com ceratites virais,
bacterianas ou fungicas. A caracteristica clinica mais evidente de ceratite
amebiana é a presenca de um infiltrado em forma de anel, que pode conter
células inflamatorias tais como neutréfilos (MARCIANO-CABRAL & CABRAL,
2003) (Figura 4).

Os principais sintomas de ceratite por Acanthamoeba sao: sensacao
de corpo estranho no olho, irritagao, dor severa tipicamente desproporcional ao
tamanho da lesdo, edema da palpebra com pequena secrecao, fotofobia e
visdo alterada com perda gradual da mesma (VISVESVARA & STHER-
GREEN, 1990; FERNANDEZ & CRESPO, 1992; OBEID et al., 2003; RUTHES

et al., 2004).

Figura 4: Imagem mostrando ulcera em
forma de anel e necrose na cérnea ocular,
tipico de Acanthamoeba. Fonte: Demirci &
Ozdamar (2013).

Com relacao ao tratamento, o progndstico para a ceratite amebiana
melhorou consideravelmente nos ultimos anos, provavelmente devido a
melhora do diagndstico com a microscopia confocal e o inicio mais precoce do

tratamento. A grande problematica ainda continua sendo a resisténcia dos
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cistos ao tratamento, o que pode levar a recorréncia da infeccdo. Os cistos,
devido a sua dupla parede e a presenca de celulose na parede interna, sao
bastante resistentes as drogas atualmente recomendadas para o tratamento
das ceratites por Acanthamoeba: polihex ametileno, biguanida (PHMB),
clorexidina, diamidinas, isotionato de propamidina (Brolene) e hexamidina
(Desomedine). O tratamento da infeccdo ocular é dificil e de longo prazo

(MAGLIANO, 2011).

2.7 Encefalite amebiana granulomatosa (EAG)

A encefalite amebiana granulomatosa (EAG) é uma infecgéo crénica
e progressiva do Sistema Nervoso Central (SNC) causada por varias espécies
de Acanthamoeba (VISVESVARA et al., 2007). A EAG ocorre, na maioria das
vezes, em humanos imunocomprometidos como portadores do virus HIV,
doentes crbnicos, diabéticos, transplantados ou debilitados de outra forma sem
recente contato com agua doce, mostrando, que os casos podem ocorrer em
qualquer época do ano (VISVESVARA & SCHUSTER, 2008a).

EAG ¢é relativamente rara, aproximadamente 200 casos foram
descritos em todo mundo, sendo que em menos de dez deles o paciente
sobreviveu (DIAZ, 2010). Devido a dificuldade em reconhecer EAG, é possivel
que outros casos tenham ocorrido, porém foram nao diagnosticados ou mal
diagnosticados. Na Franga, um unico caso fatal de EAG causada por
Acanthamoeba lenticulata, com disseminacédo extracerebral, em um paciente

com transplante de coracéo foi relatado (BARETE et al., 2007).
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Os sintomas habituais de EAG consistem em dor de cabeca, rigidez
do pescoco e anormalidades mentais, bem como nauseas, vémitos, febre
baixa, letargia, ataxia cerebelar, disturbios visuais, hemiparesia, convulsdes e
coma. A paralisia facial com dorméncia resultando em assimetria facial &
facilmente vista (VISVESVARA & SCHUSTER, 2008a).

As portas de entrada incluem lesdes do trato respiratorio inferior e da
pele, seguido por disseminagcdo hematogénica. A entrada de Acanthamoeba no
SNC ocorre provavelmente através da barreira sangue-cérebro, em particular,
através do revestimento endotelial dos capilares cerebrais (MARTINEZ, 1991).
Em alguns casos, os patdgenos que atingem o fluido cefalorraquidiano (LCR)
entram pelo plexo coroide. Outros 6rgaos afetados podem incluir o tecido
subcutaneo, a pele, o figado, os pulmdes, os rins, as glandulas supra-renais, o
pancreas, a prostata, os ndédulos linfaticos e a medula 6ssea, o que sugere
uma maior propagacdo hematogénica. As infecgoes cuténeas e respiratérias
podem se desenvolver ao longo de varios meses mas o envolvimento do SNC
pode ter consequéncias fatais dentro de dias ou semanas. Os mecanismos
patogénicos até agora nao sao claros. As lesdes foram mais observadas nos
ganglios basais, mesencéfalo, tronco cerebral e hemisférios cerebrais com
lesdes caracteristicas no parénquima do SNC, resultando em encefalite
granulomatosa crénica. As descobertas microscopicas das bidpsias post-
mortem revelam trofozoitos e cistos, predominantemente nos espacos
perivasculares do parénquima (KHAN, 2006). A fase necrética € causada pela
alimentacdo ativa dos trofozoitos ou processos inflamatorios, tais como a

liberagao de citocinas (TRABELSI et al., 2012).
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A maioria das espécies causadoras de EAG esta agrupada no
gendtipo T4, mas casos ja foram descritos tendo como agente etiolégico
Acanthamoeba spp. pertencentes aos genotipos T1, T2, T5, T10 e T12

(NUPRASERT et al., 2010).

2.8 Potencial patogénico de Acanthamoeba

Os fatores que caracterizam cepas de Acanthamoeba como cepas
patogénicas ou nao, ainda nao foram bem elucidados. A analise dos
parametros in vitro e in vivo de isolados de Acanthamoeba, como resisténcia a
temperaturas proximas do corpo humano, os efeitos citopaticos, e a sua
capacidade de causar infeccbes em animais, tém sido propostos para
identificar seu potencial patogénico. Outro critério promissor para diferenciar
cepas patogénicas ou ndo patogénicas € a analise de suas propriedades
bioquimicas e imunoquimicas (BECKER-FINCO et al., 2012).

Variados sédo os fatores diretos e indiretos de patogenicidade do
género Acanthamoeba descritos na literatura (KHAN & TAREEN, 2003). Entre
os fatores diretos, estdo os mecanismos dependentes do contato, tais como:
adesdao as ceélulas do hospedeiro e a fagocitose destas células pelos
trofozoitos. O fator independente do contato é a producdo de proteases
extracelulares. Entre os fatores indiretos estdo o crescimento em alta
osmolaridade e em altas temperaturas, o crescimento em diferentes faixas de
pH, a resisténcia a drogas, a ubiquidade e os fatores ligados ao hospedeiro.

O crescimento em altas temperaturas e alta osmolaridade sao

marcadores de patogenicidade de Acanthamoeba e alguns trabalhos tém
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mostrado que isolados patogénicos exibem crescimento nestas condigdes (DE
JONCKHEERE, 1983; WALOCHNIK et al., 2000; KHAN et al., 2001). Para
substituir os testes que utilizam células de cultura, Khan e colaboradores
(2001) sugeriram ensaios de osmotoletancia, na qual somente os isolados que
tivessem a capacidade de sobreviver em alta osmolaridade, seriam
considerados patogénicos. Esses determinantes fisiologicos como a termo e
osmotolerancia podem ser usados na diferenciagédo e prévia caracterizagao de
isolados clinicos e ambientais correlacionados a teste de efeito citopatico
(KHAN et al., 2001). O mecanismo de adaptagdo a altas temperaturas e
osmolaridade mantendo sua atividade metabdlica ainda é desconhecido em
Acanthamoeba (KHAN, 2006).

A patogenicidade € um mecanismo complexo e multifatorial que
depende tanto do parasito quanto do hospedeiro ndo havendo um determinante
principal que cause ou facilite o processo patogénico das infec¢des por

Acanthamoeba em humanos (KHAN, 2006).

2.9Presenca de AVL em spas e piscinas térmicas

Ha na literatura diversos relatos de isolamento de amebas de vida
livre de fontes aquaticas (SCAGLIA et al., 1987; RIVERA et al., 1989;
ETTINGER et al., 2003; KILVINGTON et al., 2004; LORENZO-MORALES et
al., 2005a; GIANINAZZ| et al., 2009; CAUMO et al., 2009; WINCK et al., 2011)
MAHMOUDI et al., 2012). A exposigédo direta dos seres humanos a agua de
banheiras de hidromassagens e piscinas térmicas aumenta o potencial risco de

infeccao pelas AVL e devem ser levados em consideragao. As autoridades de
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saude devem estar cientes destes potenciais riscos e fornecer medidas para
garantir a seguranga da populagéo.

As fontes de agua para uso recreacional, principalmente os
diferentes tipos de piscinas existentes, representam um importante fator de
risco para a saude humana, uma vez que albergam varias espécies
potelcialmente patogénicas de Acanthamoeba (LORENZO-MORALES et al.,
2005b). A presenca de isolados de Acanthamoeba potencialmente patogénicos
em piscinas tem sido documentada em varios estudos (DE JONCKHEERE,
19792, 1979b; RIVERA et al., 1993; TSVETKOVA et al., 2004; GORNIK &
KUZNA-GRYGIEL, 2004; GIANINAZZI et al., 2009; CAUMO et al., 2009; INIT et
al,. 2010).

Scaglia e colaboradores (1983) isolaram Naegleria australiensis em
agua de piscinas térmicas de um SPA no norte da ltalia. Em estudo realizado
no Chile, Muhoz e colaboradores (2003) isolaram Acanthamoeba em somente
4,7% das amostras de piscinas publicas analisadas.

Na Polénia, Gornik e Kuzna-Grygiel (2004) obtiveram um indice de
59,7% de presenca de Acanthamoeba. Na Suica foram encontradas nove
amostras positivas (29%) para AVL em agua de piscinas térmicas (GIANINAZZ|
et al., 2009). Na Malasia, Init e colaboradores (2010) detectaram espécies de
Acanthamoeba e Naegleria em agua de piscinas. Kao e colaboradores (2012a)
detectaram também a presenca de Acanthamoeba em 15% das amostras de
agua termais recreacionais em Taiwan. Kao e colaboradores (2013) isolaram
43,3% diferentes espécies do género Naegleria de fontes de aguas termais

também em Taiwan.
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No Brasil, Moura (1980) a partir de piscinas de clubes da cidade do
Rio de Janeiro isolou diversos géneros de AVL, sendo que algumas amostras
apresentaram moderada acdo patogénica para camundongos. Salazar e
colaboradores (1982) isolaram amebas do género Naegleria e Acanthamoeba a
partir de colegdes de agua na cidade do Rio de Janeiro. Em Campo Grande,
Mato Grosso do Sul, no ano de 1984, AVL foram encontradas em agua de
piscinas (CHAVES, 1985). Caumo e colaboradores (2009) detectaram a
presenca de Acanthamoeba em 20% das amostras de agua de piscina
coletadas. Em Brasilia, Alves e colaboradores (2012) também isolaram
espécies de Acanthamoeba de piscinas, sendo quatro isolados destas piscinas

apresentaram alto potencial patogénico.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de Desenvolvimento do Projeto

O trabalho foi desenvolvido no Setor de Parasitologia, do
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, no Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do

Sul (UFRGS).

3.2 Coletas

Um total de 72 amostras de agua de banheiras de hidromassagem e
piscinas térmicas foram coletadas durante o periodo de janeiro de 2013 a
outubro de 2013 de quatro SPAS e sete Clubes de Porto Alegre. De cada
banheira de hidromassagem ou piscina de agua aquecida foram coletadas
quatro amostras de agua em frascos estéreis com volume de 1L. A agua foi
obtida na superficie em pontos diversos. No momento da coleta foram obtidos

os parametros fisicos e quimicos da agua, tais como temperatura e o valor do
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pH. O pH foi determinado por método colorimétrico. As amostras foram
acondicionadas em isopor com gelo e transportadas até o Laboratorio para
processamento e analise imediatamente apds as coletas. As coletas das
amostras foram realizadas mediante autorizagcdo da diretoria dos SPAS e

Clubes através de um oficio de autorizagao (Anexo B).

3.3 Avaliagao da qualidade bacteriolégica da agua

3.3.1Contagem de bactérias heterotroficas

Para a contagem de bactérias heterotroficas foi realizada a técnica
de plaqueamento pour plate, na qual diluigdes sucessivas da amostra foram
semeadas em Agar Padréo para Contagem (PCA). As placas foram incubadas
a 35 + 0,5°C por 48 horas. Apos incubacao, foram selecionadas para contagem
as placas que tinham entre 30 e 300 colbénias. Os resultados foram expressos
em unidades formadoras de colonias - UFC/mL, conforme protocolo do

Standard Methods (APHA, 2005).

3.3.2 Contagem de coliformes

O Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e
termotolerantes foi determinado pela técnica dos tubos multiplos (APHA, 2005).

O teste presuntivo foi realizado pela inoculacdo da amostra em uma

série de cinco tubos contendo caldo lactosado duplo e duas séries de caldo

lactosado simples. Os tubos foram incubados a 35 £ 0,5°C por 24-48 horas.
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Ap0ds este periodo, a partir dos tubos positivos, que apresentaram producgao de
gas (nos tubos de Durhan) e turbidez, foram feitas as analises confirmatérias

para coliformes totais e termotolerantes.

3.3.1.1 Teste confirmatério para coliformes totais

Dos tubos positivos em caldo lactosado foi transferido um indculo
pesado, com auxilio de algca de platina estéril, para tubos de Caldo Verde
Brilhante Bile (VB). Os tubos foram incubados a 35 + 0,5°C por 24-48 horas.
Apos este periodo, foi observado se houve crescimento com producéo de gas,
representando resultado positivo para coliformes totais. A apresentacdo do
resultado foi realizada em termos de NMP/100 mL, conforme determinado em
uma tabela de calculo estatistico do NMP apropriada ao volume de amostra

inoculado.
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3.3.1.2 Teste confirmatério para coliformes termotolerantes

Dos tubos positivos em caldo verde brilhante foi transferido um
in6culo pesado, com auxilio de alga de platina estéril, para tubos de Caldo
Escherichia coli (EC). Os tubos foram incubados em banho-maria com agitagcao
a uma temperatura de 44,5 + 0,2°C por 24 + 2 horas. Apds este periodo foi
observado se houve crescimento com producdo de gas, representando
resultado positivo para coliformes termotolerantes. Novamente os resultados
foram expressos em termos de NMP/100 mL, baseados em uma tabela de

NMP apropriada ao volume de amostra inoculado.

Os resultados positivos em caldo EC foram repicados para placas de
Agar Eosina Azul de Metileno (EMB), para isolamento de Escherichia coli. As
colénias que apresentaram as caracteristicas para este microrganismo foram
transferidas para tubos com Agar Infuso de Cérebro e Coragao (BHI) inclinado
e estes foram incubados a 35°C por 24 horas. A partir das culturas puras em
BHI, foi feita a coloragdo de Gram e as provas bioquimicas de identificacéo:

indol, Vermelho de Metila, Voges-Proskauer e Citrato (IMViC).

3.41solamento de amebas de vida livre

As amostras de 1L de agua, foram filtradas utilizando membrana de
nitrocelulose de 47mm de didmetro e porosidade de 3 ym. 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 solugdgo PBS com Tween 80 (0,2%),

removendo o material com o auxilio de um raspador (“cell scraper”), que
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desprende os microrganismos da membrana. 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 solugao salina de
Page (NaCl, MgSO4 .7 H20, Na2HPO4, KH2PO4, CaClz2 . 2H20), (RIVERA et
al., 1993; DE CARLI, 2001) e transferido para placas de agar nao-nutriente
(ANN) 1,5 % (Anexo A) cobertas com uma suspensao de Escherichia coli
(ATCC 25922) inativadas pelo calor a 56 °C/2h. 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 apos o periodo maximo de 30 dias de observagéo.

3.5 Obtengao de culturas monoxénicas

As amostras que apresentaram amebas de vida livre foram
subcultivadas até obtencao de cultura monoxénica, com a finalidade de manter
os isolados, e eliminar possiveis contaminantes ambientais, tais como fungos
filamentosos, leveduras e bactérias. As areas das placas com AVL foram
marcadas com um circulo, posteriormente as placas foram abertas sob
condicdes de esterilidade e com auxilio de uma lamina estéril, um pedaco de
agar da area marcada foi cortado. O pedaco de agar foi entdo removido com a
face voltada para baixo e transferido para uma nova placa de ANN coberta com
Escherichia coli (ATCC 25922). As placas foram seladas e incubadas a 30°C

por 15 dias.
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3.6 Obtencao de culturas axénicas

Para o cultivo de Acanthamoeba spp. em meio liquido sem a
presenca de bactérias e outros contaminantes, os isolados obtidos em culturas
monoxénicas de no maximo 72h de crescimento, foram transferidos para tubos
contendo 5 mL de PYG (proteose peptona, extrato de levedura e glicose)
suplementado com antibiéticos (400 Ul/ mL de Penicilina G Potassica e 400
pMg/mL de Estreptomicina) e incubados a 30°C. Subcultivos para novos tubos
contendo PYG e antibidticos foram realizados em intervalos variaveis de no
maximo sete dias com a finalidade de eliminar a associagdo com bactérias

dentro de duas a trés semanas.

3.7 Identificagao morfolégica dos géneros Acanthamoeba

Estudo morfolégico para a identificagdo das AVL dos géneros
Acanthamoeba e Naegleria foi realizado pela observagcdo de cistos e
trofozoitos. Os critérios morfolégicos avaliados estavam de acordo com o
proposto por Page (1988) e se baseiam nos seguintes parametros: movimento
dos trofozoitos, dimensdes, presenca de acantopodios ou flagelos. A
morfologia dos cistos de Achanthamoeba foi analisada de acordo com Pussard
& Pons (1977). Essas caracteristicas foram observadas em microscopio optico,
microscopio invertido e microscopio de contraste de fase. Foram medidos 10
cistos de cada isolado para obtencdo de uma média aritmética e calculo de

desvio padrao.
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3.8 Exflagelagao dos Organismos

Este experimento possui a finalidade de identificar Naegleria fowleri.
Apods o isolamento de AVL e obtengdo de culturas monoxénicas com formas
trofozoiticas, adicionou-se 10 mL de agua destilada estéril sobre a superficie do
agar nao-nutriente para obtengdo de uma suspensdao de AVL. Apods, esta
suspensao foi transferida para garrafas de cultivo celular e incubadas a 37 °C.
As garrafas foram examinadas a cada 30 minutos durante 4 horas em
microscopio invertido para verificar a emissao de flagelos (DE CARLI, 2001;

SILVA & ROSA, 2003).

3.9 Estudo da patogenicidade de isolados de Acanthamoeba por

testes de tolerancia

Os isolados de Acanthamoeba spp. obtidos das amostras foram
submetidos a testes de osmotolerancia e termotolerancia. Estes testes sao
utilizados como marcadores na diferenciacéo de isolados patogénicos e nao-

patogénicos, como descrito por Khan e colaboradores (2001).

3.9.1 Osmotolerancia

Placas com Agar Page padrdo (controle), e placas com Agar Page
acrescido de 0,5 molar e 1,0 molar de manitol foram utilizados para o ensaio de

osmotolerancia. Um volume de 5 pL, de uma diluigdo de 200 mil trofozoitos por
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mililitro foi inoculado no centro de cada uma das placas. As placas foram
incubadas em estufa a 30°C, por dez dias. Apds este periodo, as placas foram
examinadas, contando-se cinco campos em um raio de 20 centimetros do local
da inoculagdo. Foram contados os numeros de cistos e trofozoitos presentes

em cada uma das placas.

3.9.2 Termotolerancia

No ensaio de termotolerancia foram utilizadas trés placas de Agar
Page para cada isolado. Um volume de 5 pL, de uma diluicdo de 200 mil
trofozoitos por mililitro foi inoculado no centro de cada uma das placas e as
mesmas foram incubadas em temperaturas distintas: 30°C (controle); 37°C e
42°C, por dez dias. Apds este periodo, as placas foram examinadas, contando-
se cinco campos em um raio de 20 centimetros do local da inoculagdo. Foram
contados os numeros de cistos e trofozoitos presentes em cada uma das

placas.

3.10 Identificagdo molecular dos isolados de Acanthamoeba

3.10.1 Extragao do DNA gendémico

Para a extracao de DNA total dos isolados de Acanthamoeba foi
empregado protocolo descrito por Salah & lIciar (1997) com algumas
modificacdes. Uma quantidade inicial de 10° a 10° trofozoitos/mL dos isolados

de cada género obtida de culturas axénicas em meio PYG foi centrifugada a
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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 tampédo de extragéo (0,4 M NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8,0 e 2 mM EDTA
pH 8,0) e agitadas em vortex por 10 a 15 s. Apds foi adicionado 40 uL de sodio
dodecil sulfato 20 % (SDS) e 8 pyL de Proteinase K 20 mg/mL (concentragdo
final 400 pg/mL) (Invitrogen). As amostras foram incubadas em banho de agua
a 55 °C durante 1 hora e apdés foram adicionados 300 pL de NaCl 6 M em cada
mistura. As amostras foram novamente agitadas em vértex por 30 s e
centrifugadas por 10 min a 10.000 x g. O sobrenadante foi transferido para
novo tubo e adicionado 700 pL de alcool isopropilico, incubado a -20 °C por 1
hora e posteriormente os tubos foram centrifugados por 20 min a 10.000 x g. O
DNA foi lavado com etanol 70 % e centrifugado por 10 min a 10.000 x g.
Depois de seco a temperatura ambiente, o DNA foi ressuspenso em 100 pL de

agua ultra-pura esterilizada e quantificado em gel de agarose.

3.10.2 Quantificagao do DNA de Acanthamoeba

A quantificacédo do DNA dos isolados de Acanthamoeba foi realizada
através do Espectrofotdmetro (Nanovue, GE Healthcare Life Sciences, versao

4.0).
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3.10.3 Confirmagao dos géneros de Acanthamoeba por PCR

A confirmagédo do género Acanthamoeba dos isolados incluidos no
estudo foi realizada por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Os
oligonucleotideos iniciadores utilizados amplificam uma regido de
aproximadamente 450 pares de base denominado ASA.S1 do rDNA 18S, que é
altamente especifico para o género Acanthamoeba. Os oligonucleotideos
iniciadores utilizados na reacao foram:

JDP1 (senso): 5" - GGCCCAGATCGTTTACCGTGAA -3

JDP2 (anti-senso): 5’ - TCTCACAAGCTGCTAGGGAGTCA -3’

A reacado de 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 iniciador, tamp&o de
reacao (50 mM KClI2, 10 mM Tris-HCI), 1,5 mM MgCl2 e 1 U de Taq polimerase
(Invitrogen®).

A PCR foi realizada em um termociclador “PTC 150 MiniCycler Hot
Bonnet - MJ Research” programado para uma desnaturacéo inicial de 94 °C
por 5 min, seguidos de 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 94 °C por 1 min e 72 °C
por 1 min e uma extensao final de 72 °C por 5 min.

O controle negativo incluiu todos os reagentes exceto DNA. O
isolado de Escherichia coli (ATCC 25922) também foi usado como controle
negativo. Os isolados de referéncia A. castellanii Neff (ATCC 30010) e A.
castellanii T4 (ATCC 50492) foram usados como controles positivos. Apds, o

produto da PCR foi analisado em eletroforese em gel de agarose a 1%, corado
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com brometo de etideo (0,5 uM/mL) e visualizado em luz ultravioleta com um

transluminador.

3.10.4 Sequenciamento e analise dos fragmentos

Os produtos da PCR foram purificados através do kit de purificagéo
QlAquick (QUIAGEN GmbH, Hilden, Germany), seguindo as instru¢gdes do
fabricante. Os nove isolados de agua de piscinas térmicas que foram positivos
para o género Acanthamoeba, foram sequenciados utilizando o sequenciador
automatico MegaBace 1000. As nove sequéncias do gene 18S rDNA foram
buscadas no banco de dados GenBank e comparadas com sequéncias
nucleotidicas de espécies de Acanthamoeba ja depositados no banco,
utilizando o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para classificar os

isolados obtidos (http://blast.ncbi.nim.nig.gov).

3.10.5 Analise dos dados

Dados descritivos foram analisados através de calculo percentual,
média e desvio padrao. O teste T student a 5% de probabilidade foi utilizado
para verificar a influéncia dos parametros fisico-quimicos da qualidade da agua

em relagdo a presenca de AVL.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41 Isolamento de AVL em agua de banheiras de

hidromassagem e piscinas térmicas

Dos 11 SPAS e clubes recreativos da cidade de Porto Alegre-RS
submetidos a analise da agua de suas banheiras de hidromassagem e piscinas
térmicas, 6 (33,33%) indicaram a presengca de AVL. Das 72 amostras
analisadas, 20 (27,77%) foram positivas para AVL (Tabela 1).

Os cistos e trofozoitos foram observados a partir de uma semana
apo6s o cultivo das amostras de agua em placas de agar nao-nutriente 1,5%
cobertas com E. coli (Figura 5). Os trofozoitos apresentavam nucléolo bem
definido, acantopddios e vacuolos pulsateis visiveis. Outros organismos como
bactérias, fungos e acaros também estavam presentes nas amostras na etapa
inicial do isolamento (Figura 6). Subcultivos foram realizados para obtencao de
culturas monoxénicas a partir da técnica de selegdo de areas das placas sem
contaminantes para novas placas de cultivo. Frequentemente as placas eram

contaminadas por fungos filamentosos, dificultando a monoxenizagdo das
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amostras, tornando assim o isolamento mais trabalhoso. Schuster (2002)
observou que a maior dificuldade no isolamento de AVL é estimular o
crescimento das amebas, concomitantemente inibindo o crescimento de outros

organismos contaminantes. Tsvetkova e colaboradores (2004) relataram esta

mesma dificuldade em amostras ambientais.
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Figura 5 — Trofozoitos de Acanthamoeba em cultivo
monoxénico. Microscopio optico (100X). Medida da barra
30um.

Figura 6 — Cistos ° e trofozoito ° de Acanthamoeba em
placa de agar nao-nutriente com crescimento de fungo

filamentoso °

barra 60 um.

. Microscopico o6ptico (100X). Medida da
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Tabela 1 — Relacdo de SPAS e Clubes visitados, numero de banheiras de hidromassagem e
piscinas térmicas, numero de amostras positivas e isolados obtidos: H — banheira de
hidromassagem; PT — piscina térmica.

Spas e N° de fontes Tipo de fontes Amostras Isolados

Clubes de agua de 4gua

1 1 1H

2 2 1HMPT 4+ (1H, 3PT) WHT 01, WSP 01, WSP 02, WSP 03

3 1 1H

4 3 1H/2PT 5+(5PT) WSP 04, WSP 05, WSP 06, WSP 07,
WSP 08

5 2 1H/MPT 1+(PT) WSP 09

6 1 1PT

7 2 2PT 1+(PT) WSP 10

8 1 1PT 4+(PT) WSP 11, WSP 12, WSP 13, WSP 14

9 2 2PT 5+ (PT) WSP 15, WSP 16, WSP 17, WSP 18,
WSP 19

10 2 1H1/PT

11 1 1PT

TOTAL 72 amostras 24 H/48 PT 20 amostras 20 isolados

positivas 1H/19PT

A presenca de Acanthamoeba spp. com potencial patogénico em
piscinas tem sido documentada em diversos estudos (DE JONCKHEERE,
1980; 1993; KUHLENCORD et al., 1989;. RIVERA et al., 1993; GORNIK &
KUZNA-GRYGIEL, 2004; GIANINAZZI et al., 2009; CAUMO et al., 2009;
CAUMO & ROTT, 2010). Entre as AVL, Acanthamoeba spp. € a mais comum e
provavelmente mais encontrada em amostras de agua (PAGE, 1988). Além
disso, € evidenciada sua alta prevaléncia em amostras relacionadas com
habitats aquaticos frequentados por seres humanos (LORENZO-MORALES et
al., 2005a). Na ltalia, Scaglia e colaboradores (1983) coletaram amostras de
agua de piscinas terapéuticas de SPAS e isolaram cepas de Naegleria

australiensis. Na Suica, Gianinazzi e colaboradores (2010) coletaram agua de
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piscinas e hidromassagens de quatro resorts, e encontraram nove amostras
positivas para AVL no total de 31 amostras coletadas.

No Brasil, existem alguns estudos sobre da presenca de AVL em
agua de piscinas, como o realizado por Alves e colaboradores (2006) no
Distrito Federal, onde isolaram AVL dos géneros Naegleria, Acanthamoeba e
Vannela. Em Porto Alegre, Caumo e colaboradores (2009), coletaram agua de
piscinas térmicas e nao térmicas de clubes recreativos, e isolaram AVL do
género Acanthamoeba. Até o presente momento ndo se tem conhecimento de
estudos realizados no Brasil quanto a presenca de AVL em banheiras de
hidromassagem e piscinas de SPAS, sendo esta a primeira investigagdo a ser

realizada nestes locais.

4.2 Avaliagao dos parametros fisico-quimicos da agua

Os parametros fisico-quimicos da agua de banheiras de
hidromassagem e piscinas térmicas, tais como, pH, temperatura, cloro livre,
presenca de coliformes totais e coliformes termotolerantes e presenca de
bactérias heterotréficas, foram avaliados, com o objetivo de observar a
influéncia destes fatores na presengca de AVL. Todas as banheiras de
hidromassagem e piscinas térmicas avaliadas eram cloradas e seguiam as
especificagdes da legislagdo vigente da cidade de Porto Alegre, Resolugao N°
5/96 atualizada pela norma técnica N°01/96. As médias dos valores dos
parametros fisico-quimicos da agua das banheiras de hidromassagem e

piscinas térmicas esta apresentada na tabela 2.
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Tabela 2 — Variagdo, média e desvio padrao (DP) dos parametros fisicos de qualidade de agua
na presenga ou auséncia de isolados de Acanthamoeba spp.

Parametros de qualidade Amostras positivas para Amostras negativas para
de agua Acanthamoeba Acanthamoeba

Variagao Média + DP Variagao Média £ DP
Cloro residual livre (mg/L) 1-4 2,7+1,0 1-45 27+1.2
pH 6-7 6,5+0,5 5-7 58+0,6
Temperatura (°C) 30-34 322+1.3 21-42 31,9+59

A partir da anadlise feita através do teste T (P < 0.05), houve
diferenca significativa entre amostras positivas e amostras negativas para
Acanthamoeba apenas para o valor do pH, ndo foram observadas diferencas
significativas nos outros parametros fisico-quimicos da agua. As amostras
positivas apresentaram um valor médio de pH superior ao das amostras

negativas.

Todas as amostras foram negativas para o teste confirmatorio de
coliformes totais (<1,8 NMP/10mL). Para a contagem de bactérias
heterotrdficas, foi realizado um experimento prévio ao qual foi inoculado 100uL
diretamente da amostra na placa com Agar Padréo para Contagem, 70% das
amostras nao apresentaram crescimento de UFC/mL, ou tiveram um
crescimento inferior a 30 colénias. Nao houve diferenga significativa entre a
presenca e auséncia de Acanthamoeba spp. € a presenga de bactérias

heterotréficas. Com os resultados obtidos, presume-se que ndao houve relagao



37

entre a presenga de bactérias heterotréficas e Acanthamoeba. A auséncia de
coliformes totais é provavelmente devido a utilizagdo do cloro como método de

desinfeccdo da agua das banheiras de hidromassagem e piscinas térmicas.

Nos estudos de Silva & Rosa (2003) foi observado que isolados de
Acanthamoeba sao resistentes a variagdes de temperatura e pH. Caumo e
colaboradores (2009) avaliaram parametros de qualidade de agua tais como,
temperatura, pH e cloro residual livre e ndo observaram diferencas
significativas entre amostras positivas e negativas para Acanthamoeba. Em
Taiwan, Hsu e colaboradores (2009) analisaram os parametros fisico-quimicos
da agua tais como, temperatura, pH, turbidez, contagem de bactérias
heterotréficas e coliformes totais, em amostras positivas e negativas para AVL,
onde n&o observaram diferengas significativas entre a presenga/auséncia de
AVL e os parametros fisicos, no entanto, diferengas significativas foram
observadas entre a presencga/auséncia de Hartmannella e coliformes totais, e a
presenca/auséncia de Naegleria e bactéria heterotréficas. Kao e colaboradores
(2012a) analisaram os seguintes parametros fisico-quimicos da agua:
temperatura, pH, turbidez, contagem de bactérias heterotréficas e coliformes
totais para presenca/auséncia de Acanthamoeba e foi observado diferenga
significativa apenas no valor de pH, sendo que as amostras positivas
apresentaram valores médios maiores de pH em comparagcdo com as amostras
negativas. Estes resultados corroboram com os do presente estudo.
Acanthamoeba spp. sobrevive facilmente em condi¢cdes moderadamente
alcalinas (Kao et al., 2012a). O pH das piscinas e banheiras de hidromassagem

pela norma vigente de Porto Alegre, deve variar entre 7,2 e 7,8,



38

proporcionando um pH levemente alcalino, o que poderia facilitar o crescimento

e reproducao de AVL como Acanthamoeba.

Rivera e colaboradores (1993), observaram que a concentragao de
cloro comumente usada em piscinas (0,5 a 1,5 mg/mL) ndo era suficiente para
eliminar cistos de AVL. A concentragao aceitavel de cloro livre nas piscinas e
banheiras de hidromassagem em Porto Alegre, pela norma vigente € de 1 a
1,5ml/L. No presente estudo, foi observado que estas concentragdes de cloro
recomendadas para o tratamento das aguas nao séo suficientes para eliminar

cistos viaveis de Acanthamoeba.

4.3 Identificagdo morfolégica dos isolados de AVL

4.3.1 Teste de exflagelagao

O teste de exflagelacao foi negativo para os 20 isolados de AVL
obtidos das amostras de agua de banheira de hidromassagem e piscinas
térmicas, indicando n&o haver nenhum isolado de Naegleria fowleri. O género
Naegleria apresenta trés fases no seu ciclo de vida: trofozoito (10-25um), cisto
(8-20um) e uma forma transitéria flagelada (10-16um) a qual apresenta dois
flagelos anteriores. O trofozoito se modifica na forma flagelada, quando
colocado em agua destilada, ou quando ha perda de nutrientes no ambiente,
podendo retornar a forma trofozoitica quando as condigdes se tornam
favoraveis. Esta fase permite a sua dispersado no solo ou na agua (TRABELSI
et al., 2012). Em laboratdrio, trofozoitos, quando suspensos em agua destilada,

podem ser induzidos a forma flagelada dentro de uma hora (VISVESVARA &
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SCHUSTER, 2008a). O género Naegleria apresenta uma fragilidade maior ao
uso de desinfetantes, sendo seus cistos mais vulneraveis comparados aos
cistos de Acanthamoeba (VISVESVARA & SCHUSTER, 2008b).

Em um estudo realizado na ltalia, Scaglia e colaboradores (1983),
isolaram Naegleria australiensis de piscinas com temperatura entre 25°C e
32°C, porém a concentragao de cloro livre nestas piscinas era entre 0,22 e 0,60
mg/ml, abaixo do nivel apresentado nas piscinas no presente estudo. No
México, Rivera e colaboradores (1993) isolaram amebas de vida livre de
piscinas, entre elas, o género Naegleria, contudo apenas em piscinas com
baixa concentracao de cloro livre, entre 0,0 e 1,19 mg/ml. No estudo realizado
na Polbénia por Gornik & Kuzna-Grygiel (2004), em 72 amostras de agua de
piscinas analisadas, nenhum isolado de Naegleria foi identificado por analise
das caracteristicas morfolégicas e teste de exflagelagdo. Na Malasia, Init e
colaboradores (2010) isolaram espécies de Acanthamoeba e Naegleria de
agua de piscinas, o numero de isolados de Acanthamoeba foi superior ao de
Naegleria, sugerindo que os cistos de Acanthamoeba s&o mais resistentes,
mantendo-se viaveis por mais tempo em agua clorada do que os cistos de
Naegleria, que sao mais frageis. Um estudo realizado por Alves (2006) em
Brasilia (BR), foram realizadas coletas de agua de piscinas e os autores
encontraram amostras positivas para AVL, principalmente do género Naegleria.
Este resultado pode ter acontecido pelo fato das coletas terem sido realizadas
na época de chuvas da regido. Em Porto Alegre, Caumo e colaboradores
(2009) realizaram 65 coletas de agua de piscinas térmicas e ndo térmicas, e

encontraram 13 isolados de Acanthamoeba, todavia ndo foi encontrado
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nenhum isolado do género Naegleria. Estes resultados estdo em concordancia

com os encontrados do presente estudo.

4.3.2 Identificagado morfolégica de isolados de AVL do género

Acanthamoeba

Todos os isolados de AVL obtidos a partir das amostras de agua de
banheiras de hidromassagem e piscinas térmicas foram sugestivos de
pertencer ao género Acanthamoeba de acordo com as caracteristicas
morfolégicas (Tabela 3) (Figuras 7, 8, 9 e 10). Os trofozoitos foram
reconhecidos pela sua locomocéo lenta, citoplasma com zona periférica hialina,
nucléolo bem definido, vacuolos pulsateis e a presenga de projegdes
aciculiformes, os chamados acantopédios. As medidas dos cistos foram
compativeis com o género, conforme descrito por Marciano-Cabral & Cabral

(2003).

Tabela 3 — Caracterizagdo morfoldégica de isolados de AVL de agua de banheira de
hidromassagem e piscinas térmicas em Porto Alegre, RS — Brasil. AH — agua de banheira de
hidromassagem; AP — agua de piscina térmica; DP — Desvio padrao;

Isolados ATCC Fontes Média Diametro dos Grupo Morfologico
Cistos (um) = DP (Pussard & Pons, 1977)
A.Castelanii Neff 30010 Solo 14,8 £ 1,0 1I
A.Castelanni T4 50492 Ceratite 12,4 £0,8 1I
WHT 01 AH 12,2+2,9 I
WSP 01 AP 11,4+1,6 111
WSP 02 AP 11,2+1,5 111
WSP 03 AP 10,3+ 1,3 111
WSP 04 AP 9,5+1,0 I
WSP 05 AP 95+1,3 I
WSP 06 AP 10,3+22 I
WSP 07 AP 12,2+2,8 I
WSP 08 AP 8,6 £2,0 111

WSP 09 AP 10,7+ 0.9 I



WSP 10
WSP 11
WSP 12
WSP 13
WSP 14
WSP 15
WSP 16
WSP 17
WSP 18
WSP 19

11,4+22
13,5+3,4
12,028
10,7 £ 1,27
10,9 £ 1,27
9.9+0,9
122422
10,1+0,9
10,5+ 1,3
11,4£1,0

TEREREERRE

II
II
II
III
II
111
111
I
II
II
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A identificacdo dos cistos foi realizada através da classificagcao de

Pussard & Pons (1997), que divide o género Acanthamoeba em trés grupos de

acordo com tamanho e aspectos morfoldgicos gerais dos cistos. Os cistos

foram caracterizados pela forma do endocisto e ectocisto. Onze isolados foram

classificados como pertencentes no grupo morfolégico Il e nove isolados foram

classificados

caracteristicas do grupo I.

Figura 7 - Cistos de Acanthamoeba do isolado
WSP 10, grupo Il. Microscopio de contraste de
fase (1000X); Barra = 11 pym.

no grupo morfologico Ill. Nenhum isolado apresentou



Figura 8 - Cistos de Acanthamoeba do isolado
WSP 07, grupo |l. Microscopio de contraste de
fase (1000X); Barra = 12 uym.

Figura 9 - Cistos de Acanthamoeba do isolado
WSP 01, grupo lll. Microscoépio de contraste de
fase (1000X); Barra = 10 um.

Figura 10 — Trofozoito de Acanthamoeba do
isolado WSP 09. Microscopio de contraste de
fase (1000X); Barra = 9 um.
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Alves (2006) encontrou oito amostras de solo e agua positivas para
Acanthamoeba com morfologia similar aos grupos morfolégicos Il e Ill. No
estudo de Caumo e colaboradores (2009), foram encontrados 13 isolados de
Acanthamoeba de agua de piscinas térmicas e nao térmicas, entre estes, nove
foram classificados no grupo morfologico Il e quatro no grupo morfologico .
Winck e colaboradores (2011) obtiveram 10 isolados de Acanthamoeba de
amostras de agua de torneira, entre eles, nove foram classificados no grupo
morfologico Il e apenas um isolado no grupo morfolégico Ill. No estudo de
Possamai (2012) foram realizadas coletas de amostras clinicas e ambientais,
somando 28 isolados de Acanthamoeba (24 ambientais, trés clinicos e um de
lentes de contato), entre eles 26 apresentaram caracteristicas morfolégicas do
grupo I, um do grupo | e um néo foi classificado. Duarte e colaboradores
(2013) encontraram sete isolados de Acanthamoeba de amostras clinicas e de
poeira, onde todos os cistos foram classificados no grupo morfoldgico Il.

No grupo Il estdo classificados as espécies mais comumente
isoladas de amostras ambientais e de amostras clinicas (PAGE, 1967,
WALOHNICK et al., 2000; BOOTON et al., 2005; CAUMO et al., 2009). Neste
grupo estdo as espécies de Acanthamoeba responsaveis pela maioria dos
casos de meningoencefalites e ceratites (STOTHART et al., 1998).Dessa,
forma, este trabalho confirma os dados da literatura, uma vez que a maioria
dos isolados obtidos apresentou caracteristicas morfolégicas compativeis com
o grupo |l

A identificacdo molecular dos isolados € importante, pois a

caracterizagdo através da morfologia ndo € precisa e ocorre dentro de um
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mesmo clone variagbes na forma dos cistos (PAGE, 1988; VISVESVARA,
1991; MARCIANO-CABRAL & CABRAL, 2003; SILVA & ROSA, 2003). Além
disso, esta classificagdo foi considerada pouco confiavel visto que existe
variagdo na morfologia dos cistos causada por diferentes condigdes do meio de

cultura (TRABELSI et al., 2012).

4.4 Estudo de patogenicidade de isolados de Acanthamoeba por

testes de tolerancia

O potencial patogénico dos isolados deste estudo foi determinado
pelos testes de termotolerdncia e osmotolerancia, conforme Khan e
colaboradores (2001). Os isolados foram submetidos a duas diferentes
temperaturas e duas diferentes concentragdes de manitol. Todos os isolados
observados neste estudo apresentaram crescimento a 37°C, bem como a 0,5
M de manitol (Tabela 4). Dez isolados (WHT1, WSP 03, WSP 04, WSP 05,
WSP 09, WSP 10, WSP 12, WSP 13, WSP 14 E WSP 19) apresentaram
crescimento a 42°C, e apenas dois (WSP 05 e WSP 07) cresceram a
concentragédo de 1,0 M de manitol. Apenas um isolado (WSP 05) cresceu a
concentragdo de 1 M de manitol e também a temperatura de 42°C, sendo
considerado potencialmente patogénico. Os isolados que cresceram a 42°C e
nao cresceram a 1 M de manitol, bem como os isolados que cresceram a 1 M
de manitol e ndo cresceram a 42°C foram considerados com potencial
patogénico baixo. E os isolados que néo cresceram a 42°C e 1 M de manitol
foram considerados nao-patogénicos (WSP 01, WSP 02, WSP 06, WSP 08,

WSP 11, WSP 15, WSP 16, WSP 17 e WSP 18).
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Tabela 4 — Diferenciagcdo da patogenicidade de isolados de Acanthamoeba spp. por testes de
tolerancia: (-) auséncia de Acanthamoeba, (+) 1 a 15 trofozoitos, (++) 16 a 30 trofozoitos, e
(+++) >30 trofozoitos. Avaliagéo feita em cinco campos microscopicos (1000X). *Critérios
estabelicidos por Khan et al,. 2001.

Isolados ATCC Temperatura Crescimento Patogenicidade*
de crescimento em Manitol
37°C 42°C 0,5M 1M

A.Castelanii Neff 30010  +++ - ++ - Nao-patogénico
A.Castelanni T4 50492 +++ ++ +++ ++ Potencialmente patogénico
WHT 01 +++ + +++ - Baixo potencial patogénico
WSP 01 -+ - + - Nao-patogénico

WSP 02 +++ - + - Nao-patogénico

WSP 03 +++ + +++ - Baixo potencial patogénico
WSP 04 +++ +++  + - Baixo potencial patogénico
WSP 05 +++ + +++ + Potencialmente patogénico
WSP 06 -+ - -+ - Nao-patogénico

WSP 07 +++ - +++ +++ Baixo potencial patogénico
WSP 08 -+ - -+ - Nao-patogénico

WSP 09 +++ +++ + - Baixo potencial patogénico
WSP 10 +++ + +++ - Baixo potencial patogénico
WSP 11 ++ - +++ - Nao-patogénico

WSP 12 +++ + + - Baixo potencial patogénico
WSP 13 +++ +++ + - Baixo potencial patogénico
WSP 14 4+ + +++ - Baixo potencial patogénico
WSP 15 +++ - + - Nao-patogénico

WSP 16 +++ - +++ - Nao-patogénico

WSP 17 4+ - o+ - Nao-patogénico

WSP 18 +++ - + - Nao-patogénico

WSP 19 +++ e - Baixo potencial patogénico

Os isolados de referéncia da ATCC utilizados como controle nestes

experimentos apresentaram os resultados esperados, A. castellanii Neff (ATCC

30010) nao cresceu em concentracao osmolar (1M de manitol) e temperatura

elevada (42°C) demonstrando ser ndo-patogénico, enquanto A. castellanii T4

(ATCC 50492), obtido de um caso de ceratite, cresceu nessas condicoes,

indicando seu potencial patogénico.

Alguns estudos como De Jonckhere (1983) e Khan e colaboradores

(2002) demonstraram que isolados patogénicos de Acanthamoeba spp.
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apresentam caracteristicas de resisténcia a estes testes, mostrando a
importancia dos mesmos. Embora alguns isolados ambientais, tais como
alguns apresentados neste trabalho, possam nao ser patogénicos, eles tém
grande importancia epidemioldgica, devido a habilidade destas amebas de
atuarem como hospedeiro de bactérias patogénicas, como por exemplo:
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).

Estudos reportaram casos de isolamento de amebas n&o-
patogénicas, as quais eram tolerantes a altas temperaturas, indicando que
outros fatores além da tolerancia a temperatura tém um importante papel na
determinacdo da patogenicidade destas amebas (DE JONCKHEERE et al.,
1977; STEVENS et al., 1980). Costa e colaboradores (2010) apresentaram um
isolado pertencente ao grupo morfolégico | de Pussard e Pons (1977), que
teoricamente inclui espécies de Acanthamoeba que apresentam baixo ou
nenhum potencial patogénico, e este mesmo isolado apresentou um
crescimento significativamente maior a 42°C do que um isolado do grupo Il
Deve-se ressaltar que o contrario também ja foi descrito.

Do mesmo modo, o fato de um isolado apresentar ou nao resisténcia
as diferentes concentracbes molares do meio, nem sempre pode ser usado
como critério conclusivo sobre o seu potencial patogénico (CHAN et al., 2011).
Duarte e colaboradores (2013), por exemplo, demonstraram que trés dos
quatro isolados clinicos de Acanthamoeba analisados nao foram tolerantes a

concentragdo 1 M de manitol, apesar de terem sido isolados de lesbes da
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cornea de pacientes com ceratite amebiana. Todavia, levando em
consideracao o que foi proposto por Khan e colaboradores (2001), os isolados
deste estudo que cresceram a concentracao de 1 M de manitol poderiam ser
considerados com potencial patogénico.

Atualmente, diversos ensaios sdo propostos em trabalhos no mundo
inteiro, destacando-se aqueles que buscam a relagdo entra a patogenicidade
de Acanthamoeba e outros determinantes, tais como: efeito citopatico, testes
de viruléncia in vivo, secrecdo de proteases, que deverdo ser utilizados em
experimentos futuros para avaliar o banco de isolados de Acanthamoeba

formado a partir deste trabalho.

4.5 Identificagdo molecular dos isolado de Acanthamoeba

Entre os 20 isolados obtidos no presente estudo, nove isolados
(WSP 04, WSP 10, WSP 12, WSP 15, WSP 16, WSP 05, WSP 06, WSP 07 e
WSP 11) foram confirmados com o uso da técnica da PCR como pertencentes

ao género Acanthamoeba (Figura 11).
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WSP WSP WSP WSP WSP WSP WSP WSP WSP
04 10 12 15 16 05 06 07 11

Figura 11 — Produtos de ampli ficacdo da PCR do fragmento ASA.S1 do gene 18S rDNA. (M)
Marcador de peso molecular (100bp), (P) controle positivo, (A. castelanii) (ATCC 30010), (N)
controle negativo, (WSP 04 — WSP 11) isolados de agua de piscinas térmicas.

Os resultados dos sequenciamentos dos produtos das PCR dos
nove isolados pertencentes ao género Acanthamoeba, foram comparados com
sequéncias nucleotidicas parciais do gene 18S rDNA depositados no banco de
dados GenBank utilizando o programa Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) programa do US National Center for Biotechnology Information (NCBI)
com o objetivo de buscar sequéncias similares.

Neste estudo, os genoétipos mais prevalentes foram T15 e T4,
conforme mostra a Tabela 5. Um dos nove gendtipos encontrados revelou uma
alta similaridade com as sequéncias do gendtipo T5. A percentagem de
similaridade entre a sequéncia obtida e a sequéncia TS5 escolhida como
referéncia foi de 97%. Trés isolados estdo intimamente relacionados ao
genotipo T4 escolhido como referéncia, variando de 93% a 100% de
similaridade. Quatro isolados mostraram uma alta similaridade com as
sequéncias depositadas para o gendtipo T15, variando entre 96% a 99% de

similaridade com as sequéncias do gendtipo T15 escolhidas como referéncia. E
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um isolado apresentou 95% de similaridade com a sequéncia depositada para

o genotipo T3 (Figura 12).

Tabela 5 — Analise da similaridade entre as sequéncias parciais do gene 18S rDNA de
Acanthamoeba dos isolados de agua de banheiras de hidromassagem e piscinas térmicas
deste estudo e das registradas no GenBank.

Acesso ao GenBank da

e T o
Isolado Gendétipo sequéncia de referéncia Similaridade (%)
0,
WSP 04 T5 KJ531902.1 97%
WSP 12 T4 KF881887.1 99%
WSP 15 T15 KJ094648.1 99%
WSP 16 T15 KJ094648.1 98%
WSP 05 T15 GU573856.1 99%
WSP 06 T15 KJ094648.1 96%
WSP 07 T3 AF019053.1 95%
0,
WSP 11 T4 HQ007038.1 100%
24 Acanthamoeba sp. WSP 08
16§ Acanthamoeba jacobsi ATCC 30732
2 Acanthamoeba sp. WSP 05
3 | Acanthamoeba sp. WSP 16
B6

Acanthamoeba sp. WSP 15

Acanthamoeba sp. WSP 07
95 Acanthamoeba sp. WSP 04
| Acanthamoeba lenticulata strain AS2 (EF176004.1)
57 [— Acanthamoeba palestinensis ATCC 30870
86 | Acanthamoeba polyphaga ATCC 30872(AY026244)
Acanthamoeba sp. WSP 12

Acanthamoeba culbertsoni (KF881887.1)
Acanthamoeba sp. WSP 11

1

51 Acanthamoeba sp. WSP 10
14! Acanthamoeba castellanii ATCC 50370 (UD7414.1)

—
0.005

Figura 12 — Dendrograma do gene 18S rDNA do género Acanthamoeba incluindo os gendtipos
de referéncia e dos isolados sequenciados. Valores de Bootstrap (1000 repeticbes) sao
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mostrados acima e abaixo no dendrograma. Numero de acesso do GenBank estdo entre
parénteses. Valor da barra de 0,005 substituicdes por posigdo de nucleotideo.

No estudo de Huang & Hsu (2010), Acanthamoeba foi positiva em 11
amostras de aguas termais (21,2%) e os seguintes gendtipos foram
determinados: T15 (n=4), T6 (n=3), T5 (n=2) e os gendtipos T1, T2, T3 e T4
apenas umas vez. Kao e colaboradores (2012b), coletaram 211 amostras de
agua de duas bacias hidrograficas em Taiwan, onde Acanthamoeba estava
presente em 34, sendo o gendtipo T4 (n=19) o mais frequente, seguido pelo
genotipo T5 (n=8) e posteriormente pelo gendtipo T15 (n=3). Os gendtipos T4,
T5 e T15 de Acanthamoeba sao considerados responsaveis pela ceratite
amebiana e podem representar um risco a saude dos seres humanos com

atividades em ambientes aquaticos (KAO et al., 2012b).

No Paquistdo, Tanveer e colaboradores (2013), isolaram
Acanthamoeba de diferentes fontes de agua, onde encontraram diferentes
genotipos de Acanthamoeba, entre eles os gendtipos T4, TS5 e T15. No estudo
de Kiss e colaboradores (2014), foram coletadas 164 amostras de agua de
banheiras e piscinas termais de SPAS na Hungria e 6,7% foram positivas para
Acanthamoeba, das quais sete isolados pertenciam aos genaétipos T4 e dois ao
gendtipo T15. O gendtipo T4 é particularmente importante, pois a maioria dos
isolados de Acanthamoeba patogénicos aos seres humanos provaram
pertencer ao gendtipo T4 e acredita-se que sejam causadores de ceratite
amebiana (A. polyphaga, A. rhysodes, A. castellani e A. lugdunensis) (YU et al.,
2004) e encefalite amebiana granulomatosa (A. castellani e A. polyphaga)

(CASTELLANO-SANCHEZ et al,. 2003).
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Na Italia, Cave e colaboradores (2014), analisaram o genétipo de 55
isolados de Acanthamoeba de amostras clinicas, e o genoétipo T4 foi o mais
frequente (n=33), seguido pelos gendtipos T3 (n=11), T15 (n=10), e T11 (n=1).
O gendtipo T4 além de ser o mais frequentemente isolado de amostras
ambientais, também predomina nas amostras clinicas. (BOOTON et al., 2005;
KHAN, 2006; LEDEE et al., 2009a; MAGNET et al., 2012). Em relagéo ao
genodtipo T15, ha relatos na literatura de ter sido isolado de diferentes fontes
ambientais, com ampla distribuicdo geografica (HEWETT et al., 2003;. HUANG
& HSU, 2010;. TANVEER et al., 2013). O gendtipo T3 € menos prevalente no
ambiente em comparagdo com os genoétipos T4 e T5 (LEEGE et al.,2009b). De
acordo com Edagawa e colaboradores (2009), este gendétipo € geralmente néo
patogénico. Poucos estudos relataram a associacdo do gendtipo T3 com a
ceratite amebiana (LEDEE et al., 1996; STOTHARD et al., 1998; ZHANG et al.,
2004; MAGHSOOD et al.,2005; BOOTON et al.,2009; NAGYIVA et al.,2010).

No Brasil, alguns trabalhos relatam a distribuicdo genotipica de
isolados de Acanthamoeba. Assim ja foram identificados: o gendtipo T4 em
amostras de agua potavel; T3, T4 e T5 em amostras de poeira; T3, T4 e TS em
agua de piscina; T4, TS e T13 em amostras de solo e colegcbes de agua; T4 e
T11 em amostras de poeira; e T9 e T17 em amostras de rio e de reservatorio,
solo e humus, por Magliano et al,. (2009); Carlesso et al., (2010); Caumo & Rott
(2011); Magliano (2011); Winck et al., (2011); Alves et al., (2012); Duarte et al.,
(2013) e Magliano et al., (2012), respectivamente.

O presente estudo indica que os gendtipos T4 e T15 sdo os mais

prevalentes em banheiras de hidromassagem e piscinas térmicas de SPAS e
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clubes da cidade de Porto Alegre-RS. Foram encontrados gendtipos de
Acanthamoeba frequentemente isolados do ambiente e potencialmente
patogénicos, o que representa um possivel risco a saude dos seres humanos
em fontes aquaticas. O estudo confirma que a genotipagem de isolados de
diferentes ambientes € importante para descrever a sua distribuicdo global,

assim como a frequéncia de gendtipos relacionados com a ceratite amebiana.
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5. CONCLUSOES

AVL do género Acanthamoeba foram isoladas da agua de
banheiras de hidromassagem e piscinas térmicas de Spas e Clubes da
cidade de Porto Alegre, RS. A presenga destes protozoarios na agua
destes ambientes revela sua importancia epidemioldgica, uma vez que
esta em contato direto com os seres humanos.

A identificacdo morfologica dos cistos demonstrou ainda ser
uma ferramenta importante na analise dos isolados quando n&o se
utiliza o sequenciamento genético como ferramenta de classificagdo. No
entanto, a associagdo das duas metodologias auxilia em uma
classificagao mais consistente.

Os isolados foram identificados por sua morfologia e por PCR
como pertencentes ao género Acanthamoeba e foram caracterizados
como pertencentes aos grupos morfolégicos Il e Ill.

A partir dos testes de osmotolerancia e termotolerancia foi
demonstrando a possivel presencga de isolados patogénicos na agua das

banheiras de hidromassagem e piscinas térmicas analisadas.
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Dos 20 isolados, nove foram confirmados pela técnica da
PCR como pertencentes ao género Acanthamoeba. A frequéncia dos
genatipos foi distribuida entre os perfis T3, T4, TS5 e T15.

As informagdes que foram geradas por este estudo, poderéo
auxiliar posteriores entendimentos sobre a epidemiologia do género,
determinagcdo das espécies e genotipos mais comuns nos diferentes
ambientes e quais isolados sdo ou ndo patogénicos, podendo causar

risco a saude de seres humanos.
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7. ANEXOS

ANEXO A — Meios de cultura e solugdes utilizadas

7.1 Solugao Salina de Page

120 mg de cloreto de sodio (NaCl)

4 mg de sulfato de magnésio (MgS0O4.7H20)

142 mg de hidrogenofosfato dissédico anidro (Na2HPO4)
136 mg diidrogenofosfato de potassio (KH2POa4)

4 mg de cloreto de calcio (CaClz. 2H20)

Agua destilada g.s.p 1000mL

Preparo: Todos os componentes foram dissolvidos na ordem
apresentada, com excegcdo do CaClz2 que foi dissolvido separadamente e
adicionado posterior ao resfriamento da solugdo. O pH foi ajustado em 6,5 +

0,2 e a solugao esterilizada por autoclavagem (121°C por 15min).

7.2 Agar nao-nutriente (ANN)

100mL de solucao salina de Page (1X)

1,5 g de Agar

Preparo: O agar foi dissolvido em 100mL da solug&o salina, aquecida até
a completa dissolucdo e esterilizado por autoclavagem (121°C por 15min). A

distribuicdo do ANN foi realizada em placas bacteriologicas estéreis.
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7.3 Meio Proteose Peptona Extrato de Levedo e Glicose (PYG) pH

6,5+0,2

7,5 g de Proteose Peptona

0,75 g de Extrato de levedo

0,98 g de Sulfato de magnésio (MgS0O4.7H20)

0,059 g de cloreto de calcio (CaCl2. 2H20)

1g de Citrato de sédio (Na3C6H507. 2H20)

0,02g de Sulfato ferroso amoniacal [Fe(NH4)2(SO4),.6 H2O]
0,034g de Diidrogenofosfato de potassio (KH2PO4)

0,355g de Hidrogenofosfato dissddico anidro

15g de Glicose (CgH1206)

Agua destilada q.s.p 1000 mL

Preparo: Todos os componentes foram dissolvidos na ordem
apresentada, com excegdo do CaCl, que foi dissolvido separadamente e
adicionado posterior ao resfriamento da solugdo. O pH foi ajustado em 6,5 +

0,2 e a solugao esterilizada por autoclavagem (121 °C por 15 min).
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ANEXO B - Oficio de Autorizagao

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Programa de Pés-graduacao em Microbiologia Agricola e do Ambiente

Projeto de mestrado: “Isolamento e Identificacdo de Amebas de Vida Livre em
SPAS e Piscinas Térmicas localizados em Porto Alegre, RS - Brasil”.
Laboratoério de Parasitologia

Departamento de Microbiologia

Aluna: Laura Fuhrich Fabres

Orientadora: Prof?. Dr2. Marilise Brittes Rott

Telefone para contato: (51) 3308 3584

A agua é um habitat potencial para diversos microrganismos, dentre eles, os
protozoarios de vida livre. O presente trabalho tem como objetivo verificar a
presengca de organismos de vida livre nas &aguas de banheira de
hidromassagem e piscinas térmicas em SPAS e Clubes de Porto Alegre, bem
como caracteriza-los. A pesquisa contribuira para o melhor conhecimento
sanitario destes ambientes.

Viemos solicitar através deste a permisséo para realizagao de coletas de agua
de hidromassagem e piscina térmica do presente SPA/Clube. Enfatizamos que
a participacao é voluntaria e garantimos o sigilo dos resultados, os quais
estardo a disposigcao do estabelecimento para consultas.

Aguardamos a analise da solicitacdo e autorizagao para realizar as respectivas

coletas.

Atenciosamente,

Assinatura do orientador

Assinatura do responsavel pela autorizacao



