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CARACTERIZACAO DE ISOLADOS DE Acanthamoeba EM AGUA DE PISCINAS DA
CIDADE DE PORTO ALEGRE, RS*

Autor: Karin Silva Caumo
Orientadora; Profé. Drd. Marilise Brittes Rott
Co-orientadora: Profé. Dr2. Ana Paula Guedes Frazzon

RESUMO

Foram coletadas amostras de agua de piscinas térmicas e ndo térmicas na cidade de Porto
Alegre, RS, Brasil entre os meses de maio de 2006 e marco de 2007, com o objetivo de
determinar a presenca do género Acanthamoeba, bem como realizar a caracterizacdo
fenotipica e genotipica dos isolados. Amebas foram isoladas em cultivo monoxénico com
Escherichia coli. A identificacdo dos isolados foi baseada na morfologia dos cistos e
trofozoitos e na amplificacdo por PCR com oligonucleotideos género-especifico. O potencial
patogénico foi avaliado usando testes de osmotolerancia e termotolerancia. Das 65 amostras
analisadas, 13 (20%) foram positivas para amebas de vida livre e identificados
morfologicamente como pertencentes ao género Acanthamoeba. Destas, 9 possuiam
caracteristicas compativeis com o grupo morfolégico Il e 4 com o grupo Ill. Todos os
isolados identificados morfologicamente quando submetidos a Reacdo de PCR, confirmaram
pertencer ao género Acanthamoeba e 38% (5/13) dos isolados foram considerados
potencialmente patogénicos a partir dos testes de osmotolerancia e termotolerancia. Neste
estudo, 0 método molecular de RAPD (“Random Amplified Polymorphic-DNA”) foi
utilizado para investigar a relacdo genética entre os 13 isolados de piscinas e dois isolados de
referéncia da ATCC. De 10 oligonucleotideos decaméricos testados, quatro foram
selecionados por gerarem produtos de amplificacdo passiveis de analise. A similaridade entre
os isolados foi calculada utilizando-se o coeficiente de Jaccard e o dendrograma construido
pelo método da média das distancias entre grupos (“Average Linkage”). Quatro grupos
distintos (G1-G4) de isolados foram formados de acordo com a similaridade genética entre
eles. Sugeriu-se que os isolados do G1 por agruparem-se aos isolados de referéncia de A.
castellanii (ATCC 30010 e 50492) possam pertencer a esta espécie. Os dados fenotipicos, tais
como, morfologia e testes de tolerancia foram relacionados aos dados genotipicos de RAPD e
permitiram a caracterizacao dos isolados. Os resultados deste primeiro estudo de isolamento e
caracterizacdo de Acanthamoeba de agua de piscinas na cidade de Porto Alegre-RS, Brasil
confirmam a presenca de isolados potencialmente patogénicos que podem representar um
risco a saude humana.

Palavras-chave: Acanthamoeba, amebas de vida livre, piscinas, patogenicidade, RAPD.
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ABSTRACT

Water samples were collected from both heated and unheated swimming pools in the city of
Porto Alegre, RS, Brazil between May 2006 and March 2007, to determine the presence of
Acanthamoeba in the water of swimming pools as well as perform the phenotypic and
genotypic characterization of the isolates. Amoebae were isolated in monoxenic culture with
Escherichia coli. The identification of the isolates was based on the trophozoites and cysts
morphology and on the amplification through PCR with genus-specific oligonucleotides. The
potential pathogenic was assessed by osmotolerance and temperature tolerance assays. From
the 65 samples analyzed, 13 (20%) were positive for free-living amoebae, and the isolates
morphologically identified as belonging to the genus Acanthamoeba. Out of these, 9
presented characteristics compatible with morphological group I, and 4 with group II1. All
the morphologically identified isolates, when submitted to PCR, were confirmed as belonging
to the genus Acanthamoeba, and 38% (5/13) of the isolates were considered potentially
pathogenic according to osmotolerance and temperature tolerance assays. In this study, the
molecular RAPD method (Random Amplified Polymorphic-DNA) was used to investigate the
genetic relationship among 13 isolates from swimming pools and two strains from the ATCC
reference. From the ten decameric oligonucleotides tested, four were selected for generating
products of amplification possible to be analyzed. The similarity between isolates was
calculated using the Jaccard coefficient and the dendrogram constructed by using the method
of the average distances between groups (“Average Linkage”). Four distinct groups (G1-G4)
of isolates were separated according to genetic similarity between them. It was suggested that
the isolates from G1 once group up with the reference isolates of A. castellanii may belong to
this species. The phenotypic data such as morphology and tolerance tests were related to
RAPD genotypic data and led to the characterization of isolates. The results of this study
about isolation and characterization of Acanthamoeba in swimming pools water at Porto
Alegre, RS, Brazil confirm the presence of potentially pathogenic isolates which can present
risks to human health.

Keywords: Acanthamoeba, free-living amoebae, swimming pools, pathogenicity, RAPD.

! Master of Science dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology, Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (100 p.). Fevereiro, 2009.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, com o aumento do nimero de casos clinicos de ceratite por
Acanthamoeba em diversos paises, muitos pesquisadores tém apresentado interesse no estudo
destes organismos, pois podem se mostrar patogénicos ao homem causando um impacto
negativo na saude de milhares de pessoas. Acanthamoeba é um protozoario de vida livre,
ubiquitaria na natureza e muito encontrada em ambientes aquaticos antropogénicos. Apresenta
forma de resisténcia em condi¢cdes ambientais adversas, 0 que permite a sua sobrevivéncia a
tratamentos fisico-quimicos da agua para consumo humano e de uso recreacional. Estas
amebas sdo organismos anfizdicos, pois podem ser encontrados livres no ambiente ou como
parasitos facultativos no homem, com o potencial para causar infeccbes envolvendo o
cerebro, pele, pulmédo e olhos. Dentre as infec¢Oes causadas por Acanthamoeba, a ceratite
amebiana é a Unica sindrome relacionada a agua e tornou-se significativamente importante
principalmente devido ao aumento de usuérios de lentes de contato, mais predispostos ao
desenvolvimento de infec¢des oculares.

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 j& foram
realizados, entretanto os dados sdo escassos quanto a sua caracterizagdo. A determinacédo
correta da taxonomia dentro do género, etapa inicial de analise de qualquer organismo
posterior ao processo de isolamento, é um fator essencial para a realizacdo de estudos
relacionados a ecologia, patogenicidade e epidemiologia. O uso de técnicas de biologia
molecular podera ser utilizado para o refinamento da identificacdo morfoldgica classica,
dando mais confiabilidade aos resultados. Estudos moleculares tém sido realizados na busca
de padrdes genéticos nestes organismos que auxiliem na sua caracterizacdo. Entre as técnicas
baseadas em marcadores moleculares, o RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”) ¢
uma ferramenta muito util, por ser uma forma rapida e facil para avaliar a diversidade
genética entre organismos, sem a necessidade de grandes quantidades de DNA.

Alguns trabalhos tém mostrado que isolados patogénicos de Acanthamoeba exibem

crescimento a temperatura e osmolaridade aumentadas e estes determinantes fisioldgicos
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podem ser usados na diferenciacdo e prévia caracterizacdo de isolados clinicos e ambientais.
Um ponto bastante interessante a ser esclarecido e de grande interesse em salde publica é se
todas as amebas de vida livre (AVL) encontradas normalmente no ambiente sao
potencialmente patogénicas, ou se sO alguns desses organismos seriam capazes de provocar
infeccdes.

Levando em consideracdo que a piscina € um elemento relacionado a salde da
comunidade e que a agua reservada nesses tanques, pode veicular amebas de vida livre
potencialmente patogénicas, o objetivo do presente trabalho foi determinar a presenca do
género Acanthamoeba em agua de piscinas da cidade de Porto Alegre - RS, Brasil, bem como
avaliar o potencial patogénico dos isolados e determinar o perfil genotipico a partir da técnica
de RAPD. A caracterizacdo fenotipica e genotipica dos isolados de agua de piscinas, podera
prestar informacBes importantes sobre as formas amebianas presentes nessas aguas, Uteis
tanto do ponto de vista académico, como tambem para a populagdo em geral. O entendimento
da diversidade destes organismos e o0 papel ocupado por estes protozoarios nas aguas das
piscinas poderéo auxiliar na aplicagdo de medidas de controle.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O género Acanthamoeba

As amebas de vida livre (AVL) sdo protozoérios unicelulares com ampla distribuicdo
ambiental. Podem ser encontradas no solo, ar atmosférico e ambientes aquaticos, tais como,
agua doce e salgada (RODRIGUEZ-ZAGORA, 1994; LIU et al., 2006). Acanthamoeba,
Hartmannella e Naegleria sdo as principais AVL potencialmente patogénicas para 0 homem e
animais e estdo relacionadas com meningoencefalites, ulceracbes da pele e infeccdes da
cérnea (SCHUSTER & VISVESVARA, 2004a). O género Acanthamoeba é um grupo de
aproximadamente 25 espécies distribuidas mundialmente (BOOTON et al., 2005). Isolados
patogénicos do género tém ganho cada vez mais relevancia médica principalmente como
agentes causadores de ceratite amebiana, uma vez que, atingem individuos imunocompetentes
(Figura 1).

Figura 1 - Trofozoitos de Acanthamoeba
Fonte: Karin Caumo
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A Acanthamoeba foi primeiramente isolada de poeira em 1913 por Puschkarew e
chamada de Amoeba polyphagus (PAGE, 1967). Em 1931, Volkonsky criou a denominacéo
de género Acanthamoeba. Em 1930, Castellani isolou uma ameba que estava contaminando
uma placa de cultura de levedura, e foi subseqlientemente chamada de Acanthamoeba
castellanii. Page (1967) reescreveu A. polyphagus como Acanthamoeba polyphaga. O
interesse médico e epidemiolégico com relacdo as AVL comecou quando Culbertson et al.
(1958) durante a producdo de vacinas para a poliomielite, observaram o desenvolvimento de
placas de algum organismo contaminante da cultura celular. O fluido dessas placas quando
inoculado em ratos e macacos levava-os a morte por encefalite, os contaminates destas
culturas eram cistos e trofozoitos de amebas identificadas como pertencente ao género
Acanthamoeba.

2.2 Classificagdo taxonémica

Com relagdo a taxonomia das AVL, as primeiras identificacbes eram baseadas em
critérios morfoldgicos. Os trabalhos mais recentes incluem novos dados provenientes de
estudos de sequenciamentos gendmicos dos genes 16S e 18S rDNA (DE JONCKHEERE,
2003; STOTHARD et al., 1998). De acordo com o sistema de classificacdo taxondmico o0s
géneros Acanthamoeba e Balamuthia foram classificados como pertencentes a familia
Acanthamoebidae. B. mandrillaris, originalmente descrita como uma ameba da ordem
Leptomyxida, foi incluida na familia Acanthamoebidae (CORLISS, 1998) com base nos
dados do sequenciamento do gene 16S rDNA (ZETTLER et al., 2000; BOOTON et al., 2003)
(Figura 2).

Atualmente a Sociedade Internacional de Protistologistas criou outro sistema de
classificacdo. De acordo com este novo esquema, 0s eucariotos tem sido classificados em seis
grupos, ou “super-grupos”, chamados de Amoebozoa, Opisthokonta, Rhizaria,
Archaeplastida, Chromalveolata e Excavata. Acanthamoeba e Balamuthia foram incluidas no

grupo Amoebozoa: (Acanthamoebidae), Hartmannella também foi incluida no grupo
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Amebozoa (Tubulinea: Tubulinida) enquanto, N. fowleri e Vahlkampfia no grupo Excavata
(Heterolobosia: Vahlkampfiidae) (ADL et al. 2005; VISVESVARA & SCHUSTER, 2008a).

Reino: Protista

Sub-Reino Protozoa

Filo: Sarcomastigophora

Sub-Filo Sarcodina

Super-Classe Rhizopoda

Classe: Lobosea

Sub-Classe: Gymnamoebia

Ordem: amoebida Schizopyrenida

Familia: Entamoebidae Hartmannellidae Acanthamoebidae Vahlkampfiidae

Y

Género: Entamoeba Hartmannella Acanthamoeba Balamuthia Naegleria Vahlkampfia

Figura 2 - Classificacdo taxondmica de amebas de vida livre
Fonte: Khan (2006, p. 565).

2.3 Distribuicdo ambiental

Acanthamoeba é o género mais comum dentre as amebas de vida livre, estima-se que
possa ser também o protozoario de vida livre mais comum, o que confere ao género uma
grande importancia ecoldgica, uma vez que apresenta uma distribuicdo cosmopolita e tem
sido isolada de uma grande variedade de habitats (SCHUSTER & VISVESVARA, 2004a).

Séo isoladas de praticamente todos os ambientes como solo (MARCIANO-CABRAL
& CABRAL, 2003; BOOTON et al., 2004; LORENZO-MORALES et al., 2005a) agua doce
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de lagos e rios (ETTINGER et al., 2003; LORENZO-MORALES et al., 2005b; LORENZO-
MORALES et al., 2006), piscinas (TSVETKOVA et al., 2004; GORNIK & KUZNA-
GRYGIEL, 2004; GIANINAZZI et al. 2009), sistemas de rede publica (BERNANDER &
KALLING, 1998), nas aguas aquecidas de sistema hospitalar (ROHR et al., 1998), correntes
subterrdneas, agua mineral engarrafada e agua marinha (LORENZO-MORALES et al.,
2005c). Também encontradas em 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). Ainda podem ser encontradas no ar
(KINGSTON & WARHURST, 1969), nos sistemas umidificados, nos materiais cirargicos,
nos cultivos celulares e mesmo em aparelhos de ar condicionado (FORONDA, 1996). No
homem podem ser encontradas no nariz, na traqueia de pacientes com vias respiratorias
afetadas, nas secrecdes bronquiais, no ouvido e no sistema nervoso central (BYRNE &
BURD, 1995; KODET et al., 1998).

Anticorpos anti-Acanthamoeba podem ser detectados no soro de humanos e animais,
devido a ampla distribuicdo destes organismos na natureza e intenso contato com estas
populacdes, sugerindo que as infeccbes podem ser comuns, porém auto-limitada em um
hospedeiro competente (MA et al., 1990; SELL et al., 1997; ARMSTRONG, 2000;
MARCIANO-CABRAL & CABRAL, 2003). Segundo Chappell et al. (2001) mais de 80% da
populacdo de individuos aparentemente normais tém anticorpos anti-Acanthamoeba.

Algumas espécies de Acanthamoeba podem comportar-se como parasitos facultativos
de seres humanos e animais domésticos existindo sob a forma de vida livre ou parasitaria,
sendo denominadas anfizoicas (SCHUSTER & VISVESVARA, 2004a). Sua presenca no
homem é completamente acidental, sendo as patologias a elas associadas, raras e oportunistas.
Quando se encontram na forma trofozoitica, se alimentam de bactérias, fungos, outros
protozoarios e algumas cianobactérias, atuando como fagotrofos nas superficies aerdbias do
solo e sedimentos (DE JONCKHEERE, 1991). Quando invadem o organismo e colonizam o
hospedeiro, se nutrem dos seus tecidos (ARMSTRONG, 2000).
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2.4 Morfologia e ciclo de vida

Os organismos do género Acanthamoeba, isolados pela primeira vez em 1930 por
Castellani e inicialmente classificados como Hartmannella, sdo encontrados sob duas formas
em seu ciclo de vida: o trofozoito, que é a forma vegetativa da célula e o cisto, forma de
resisténcia, que é formado quando as condi¢cbes do meio ndo sdo favoraveis (Figura 3)
(PAGE, 1988).

Os trofozoitos se alimentam de bactérias, algas, fungos, leveduras, matéria organica ou
por inclusdo de particulas liquidas. A divisao celular é assexuada ocorrendo por fissdo binaria
e ndo possuem um estagio flagelar (PRESTON & KING, 1984). Sdo células com tamanhos de
14 a 40 um de diametro, variando significativamente entre isolados pertencentes a diferentes
espécies/gendtipos (VISVESVARA & SCHUSTER, 2008a). O citoplasma do trofozoito de
Acanthamoeba é abundante e apresenta-se granuloso com movimentos polidirecionais através
da emissdo de pseudopodes globosos e hialinos, de onde surgem finos pseuddpodes
semelhantes a espinhos, chamados de acantopddios. Os acantopddios, estruturas
caracteristicas do género, sdo projecdes aciculiformes da membrana celular importantes na
adesdo a superficies (bioldgica ou inerte), movimentos celulares e captura de organismos
(KHAN, 2006). Geralmente os trofozoitos séo uninucleados com um grande nucléolo central,
entretanto, células multinucleadas sdo comuns quando a Acanthamoeba é mantida em culturas
liquidas (Figura 4) (MARCIANO-CABRAL & CABRAL, 2003). O citoplasma apresenta
diversos vacuolos, possui um vacuolo contratil proeminente, que desaparece temporariamente
e reaparece em um movimento de sistole-diastole, responsavel pelo controle osmético da
célula, além de vacuolos digestivos. Sdo organismos aerdbicos, mas seus trofozoitos podem
se adaptar em ambientes com pouco oxigénio, durante um curto periodo de tempo (LLOYD et
al., 1983; TURNER et al., 2006).

O encistamento das amebas € uma forma de protecdo contra fatores adversos como a
dessecacdo, falta de nutrientes e uma variedade de agentes quimicos (desinfetantes e
antimicrobianos) e fisicos (calor, frio, radiacdo ultravioleta) (AKSOZEK et al., 2002). A
viabilidade dos cistos de Acanthamoeba tanto no meio ambiente natural como em laboratério,

armazenadas em agua a 4°C, é de aproximadamente 25 anos, mantendo pelo menos quando
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cultivados in vitro, sua capacidade invasiva por oito anos. Presume-se que no meio natural, a
viruléncia se mantém passados estes 25 anos (MAZUR et al., 1995). A patogenicidade de
Acanthamoeba se vé diminuida em torno de 40% quando os cistos sdo submetidos a periodos
de criopreservacdo superiores ha cinco anos, enquanto Naegleria fowleri tem sua viruléncia
aumentada durante os primeiros 30 meses de congelamento (JOHN & JOHN, 1996). Cistos
de espécies de Acanthamoeba causadoras de ceratite tém sobrevivido em torno de 14 dias em
solucBes oftalmicas, incluindo desinfetantes usados para limpeza de lentes (BRANDT et al.,
1989).

(b)

(d)

Condicdes desfavoraveis

Condicdes favoraveis

P
<

Figura 3 - Ciclo de vida de Acanthamoeba. (a) Cistos de Acanthamoeba, forma de resisténcia em condi¢des
desfavoraveis, caracterizados pela dupla parede. Barra = 5 um; (b) Sob condic¢Bes favoraveis o trofozoito
emerge do cisto. Barra = 6 um; (c) Forma infectiva de Acanthamoeba, também conhecida como trofozoito.
Barra = 10 um; (d) Reproducéo assexuada por divisdo binaria. Barra= 10 um

Fonte: Laboratdrio de Parasitologia - UFRGS
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Figura 4 - Trofozoito de Acanthamoeba
multinucleado obtido de cultivo em meio liquido e
corado com tricrémico. Microscopio 6ptico (1000X).
Barra=8 um

Fonte: Karin Caumo

O tamanho dos cistos do género Acanthamoeba pode variar de 10-20 um de diametro.
S&@o compostos por celulose (ndo presente no estagio de trofozoito), que representa 10% do
peso seco total do cisto e diversas proteinas. Possuem duas paredes: o endocisto e 0 ectocisto.
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 operculo, local por onde a ameba sai ao desencistar assim que as condi¢des ambientais se
tornam favoraveis. Os dois envoltdrios sdo separados entre si, mas se unem nos ostiolos, que
sdo poros usados para monitorar as alteraces ambientais. A distancia entre as paredes do
cisto e 0 nimero de pontos em que 0 endocisto se comunica com o ectocisto (bracos do
endocisto) também sdo variaveis (PAGE, 1988; GIAZZI, 1996; SCHUSTER &
VISVESVARA, 2004a).
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2.4.1 Classificacdo morfoldgica de Acanthamoeba

A diferenciacdo dos géneros das AVL normalmente é feita através da morfologia dos
cistos e trofozoitos, sendo relativamente simples a identificacdo do género Acanthamoeba.
Entretanto, a taxonomia do género ainda € bastante indeterminada em nivel de espécie.

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

estdo assim organizados:

Grupo | — As espécies deste grupo sdo caracterizadas por apresentarem cistos grandes
(16 a 30 um de didmetro) quando comparados aos do grupo Il e 11l (VISVESVARA &
SCHUSTER, 2008a). Os cistos se caracterizam pela forma estrelada da parede cistica interna
(endocisto) e a parede externa (ectocisto) € mais ou menos esférica (PUSSARD & PONS,
1977). Suas espécies ndo sdo consideradas patogénicas, porém ja foi relatado por Fernandez e
Crespo em 1992 um caso de infeccdo cerebral granulomatosa por Acanthamoeba astronyxis
(Figura 5).

Figura 5 - Morfologia do cisto
de Acanthamoeba do grupo I.
Endocisto estrelado. Microscopio
de contraste de fase (1000X).
Barra= 6 pm

Fonte: Karin Caumo
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Grupo Il — Neste grupo encontram-se as espécies de Acanthamoeba mais amplamente
e comumente isoladas, seus cistos possuem um tamanho médio com didmetro de 18 pum ou
menos, o endocisto pode apresentar-se de forma estrelada, oval, triangular ou quadrangular e
0 ectocisto segue mais ou menos o contorno do endocisto (KHAN, 2006) (Figura 6).

Figura 6 - Morfologia do cisto de
Acanthamoeba do grupo II.
Endocisto arredondado® ou
poligonal® e ectocisto enrugado®.
Microscopio de contraste de fase
(1000X). Barra=4 um

Fonte: Karin Caumo

Grupo Il — Compreende as espécies cujos cistos medem aproximadamente 18 pm ou
menos de didametro, com endocisto arredondado ou globoso, nunca estrelado. O ectocisto fino
e liso ou fracamente franzido, justaposto ao endocisto é, as vezes, dificil de ser observado
(KHAN, 2006; VISVESVARA & SCHUSTER, 2008a).

Figura 7 - Morfologia do cisto de
Acanthamoeba do grupo Il
Endocisto arredondado e ectocisto fino
e liso. Microscopio de contraste de
fase (1000X). Barra=6 pum

Fonte: Karin Caumo
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Subseqlientemente, a classificacdo de Pussard & Pons ganhou aceitacédo, e Page (1988)
utilizando os critérios morfoldgicos sugeridos, juntamente com o comportamento dos
trofozoitos em diferentes temperaturas e tipo de locomocéo criou uma chave dicotbmica para
identificacdo das AVL. Ainda hoje, estes estudos sdo as principais referéncias para a
identificacdo morfoldgica do género Acanthamoeba (MARCIANO-CABRAL & CABRAL,
2003; WALOCHNIK et al., 2000). Atualmente 25 espécies do género Acanthamoeba ja
foram identificadas (BOOTON et al. 2005).

2.5 Outras classificacdes

A identificacdo de espécies de Acanthamoeba empregando unicamente criterios
morfologicos € muito subjetiva, uma vez que resultados obtidos em estudos taxonémicos
apresentam variacGes importantes quando o uso de isoenzimas e biologia molecular séo
aplicados. As caracteristicas morfoldgicas dos cistos sdo influenciadas pelas condigdes
ambientais. Alguns trabalhos relatam que mesmo controlando as condicGes de cultivo e de
encistamento, observa-se que diferentes espécies apresentam caracteristicas similares em seus
cistos e que em cultivos monoclonais aparecem cistos de diversas morfologias
(VISVESVARA, 1991; KILVINGTON et al., 1991). Mais recentemente, novos metodos tém
sido propostos para a identificacdo de AVL, utilizados tanto para auxiliar o diagnostico de
infeccbes humanas, como também para identificacdio de AVL em amostras ambientais
(KILVINGTON & BEECHING, 1995; LEHMANN et al, 1998; MARCIANO-CABRAL &
CABRAL, 2003). Estes métodos, consistem em analises de DNA, RFLP (restriction fragment
length polymorphism) e PCR da subunidade 18S de rDNA, padrdes de restricdo de DNA
total, padrdes de restricdo de DNA mitocondrial, amplificacdo de seqiiéncias especificas por
PCR, RAPD (random amplified polymorphic-DNA), cariotipagem por eletroforese em campo
pulsado (PFGE) entre outras. No género Acanthamoeba, em que varias espécies sao
encontradas, os estudos buscam o estabelecimento de relacGes filogenéticas entre elas (GAST
etal, 1996; STOTHARD et al., 1998).
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O critério mais promissor para a classificacdo de Acanthamoeba tem sido a utilizago
da sequéncia do 18S rDNA. Através deste método, baseado na comparacdo da sequiéncia
conservada deste gene, o género Acanthamoeba esta dividido em 15 diferentes genotipos (T1
a T15), que estdo relacionados com a viruléncia da ameba (GAST, 2001; SCHUSTER &
VISVESVARA, 2004a) (Tabela 1). Cada gendtipo exibe 5% ou mais de seqiéncias
divergentes entre diferentes gendtipos. Maghsood et al. (2005) propbs a subdivisdo do
genotipo T2 em dois grupos, T2a e T2b, devido a uma seqiiéncia de dissimilaridade de 4,9%
entre eles que estd muito proximo do ponto de corte de 5% entre diferentes genotipos. Isto
pode ajudar a diferenciar isolados patogénicos de ndo patogénicos dentro deste gen6tipo. Com
a vantagem do uso das seqiiéncias do gene 18S rDNA sobre a classificagdo baseada na
morfologia, autores tém sugerido que cada tipo de seqiiéncia poderia ser considerado como
uma espécie separada (KHAN, 2006). A maioria das infec¢cbes humanas por Acanthamoeba
tém sido associadas ao genotipo T4 com aproximadamente 90% dos casos de ceratite ligados
a este genodtipo (MAGHSOOD et al., 2005).

Tabela 1 - Geno6tipos de Acanthamoeba e suas associac@es com doengas humanas
(ceratites e encefalites)

Gendtipos Doengas
T1 Encefalites
T2a Ceratites
T2b- ccap 1501/3c-a-like sequence NA

T3 Ceratites
T4 Encefalites e Ceratites
T5 NA

T6 Ceratites
T7 NA

T8 NA

T9 NA

T10 Encefalites
T11 Ceratites
T12 Encefalites
T13 NA

T14 NA

T15 NA

NA - ainda ndo foi associado com nenhuma doenca.
Fonte: Khan (2006, p. 570).
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Outros estudos tém sido realizados para a discriminacdo de isolados de
Acanthamoeba, uma vez que, o DNA ribossomal, em particular o gene 18S rRNA, é muito
atil para a classificacdo de espécies e estudos filogenéticos, mas devido a pressao seletiva
combinada a evolucdo, genes rRNA sdo altamente conservados, limitando o poder
discriminatorio de organismos proximamente relacionados (ADAM et al., 2000). Autores tém
proposto o estudo de outras regides, tais como, 0 primeiro espacador interno transcrito (ITS1),
localizado entre o gene 18S rRNA e o0 5,8S rRNA que contém uma variabilidade suficiente
para a tipificacdo molecular constituindo-se em um instrumento apropriado para a
diferenciacdo de espécies que sdo morfologicamente indistinguiveis e de organismos
proximamente relacionados (BALDWIN et al. 1995; CASEY et al., 2003). Schonian et al.
(2001) relatou que analises por enzimas de restricdo da regido ITS1 de espécies de
Leishmania claramente identificam todas as espécies de relevancia médica, fornecendo
evidéncias de que a regido 1TS1 pode conter informagdes sobre viruléncia.

Estes estudos podem ajudar no desenvolvimento de métodos mais precisos para a
classificagdo taxondmica de Acanthamoeba e também no esclarecimento do papel destes
organismos no ecossistema, interacdo com bactérias, bem como na causa primaria e
secundaria de infec¢bes humanas, contribuindo para um diagndstico preciso desse grupo de
patdgenos, 0 que tera grande importancia tanto do ponto de vista clinico como

epidemiologico.

2.6 RAPD - “Random Amplified Polymorphic DNA”: marcador molecular para a

caracterizacdo de Acanthamoeba

O RAPD foi proposto inicialmente por Welsh & McClelland e Williams et al. em
1990. E um método multi-loci muito Gtil na caracterizacdo molecular de organismos e se
baseia na amplificacdo de seqiiéncias polimorficas de DNA, utilizando para tanto uma
variante de PCR onde somente um oligonucleotideo pequeno (cerca de 10 pb) é utilizado e
com baixa temperatura de associa¢do. Este € um método simples, que ndo necessita do

conhecimento prévio de seqiiéncias de DNA e permite analisar uma grande quantidade de
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locus simultaneamente, onde os polimorfismos existentes entre os isolados e as espécies
analisadas sdo detectados, mediante uma eletroforese, com diferencas entre os padrdes de
fragmentos de DNA amplificados (WELSH & MCCLELLAND, 1990; WILLIAMS et al.,
1990).

O polimorfismo em nivel de DNA se caracteriza pela presenca ou auséncia de um
determinado segmento amplificado de um oligonucleotideo iniciador ou por padrfes diversos
obtidos por amplificacdo com varios oligonucleotideos iniciadores, sempre baseado na
composicdo de duas ou mais amostras (ANDERSON & FAIRBANKS, 1990). Com esta
técnica é possivel escanear 0 genoma inteiro para obter um conjunto de marcadores
polimoérficos de DNA. Como estes iniciadores apresentam seqiéncias nucleotidicas
arbitrarias, o RAPD ndo requer, para o desenho destes, nenhuma informacdo sobre a
seqiiéncia do DNA a ser amplificada.

As principais vantagens do RAPD, com relagéo a outras técnicas sdo a sua facilidade,
rapidez, a utilizacdo de quantidades minimas de DNA e principalmente a grande quantidade
de polimorfismo gerado por um tUnico marcador. Os resultados da aplicacdo dessa técnica séo
padrdes de bandas, semelhantes aqueles obtidos por RFLP. Assim como o metodo de RFLP, o
RAPD indiretamente indica diferencas em sequéncias, uma vez que mudancas nessas
sequéncias podem criar novos pontos de associacdo para o oligonucleotideo, assim como
alterar outros anteriormente existentes, conseqlientemente mudando o padrdo de bandas
apresentado. Dentro das aplicacdes da técnica de RAPD, se encontram a realizacdo de mapas
genéticos, o diagnostico molecular, a taxonomia molecular, epidemiologia, diferenciacdo de
isolados, entre outras (MYERS et al., 1993; SAULNIER et al., 1993). Em relacdo aos agentes
parasitos, se tem demonstrado que esta técnica é capaz de discriminar entre géneros e espécies
de diferentes protozoarios parasitos (NOYES et al., 1996; ALONSO, 1999; ORTEGA-
RIVAS et al., 2003).

O RAPD apresenta baixa reprodutibilidade entre laboratorios e até mesmo dentro do
mesmo laboratorio. Os produtos resultantes da amplificacdo vao depender de muitos fatores
como, por exemplo, o tamanho da seqiéncia do iniciador, as condicdes de reacdo, o
termociclador empregado, entre outros. Sendo assim, a técnica requer cuidados no preparo de
solucdes estoques e componentes da reacdo, na manipulacdo de micropipetas, reagentes e

enzimas, e na programacdo de termocicladores. Portanto em virtude da técnica de RAPD ser
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sensivel a pequenas modificagdes é recomendado a otimizacdo cuidadosa das condicGes
experimentais para que os resultados sejam mais confiaveis e reprodutiveis (CAIXETA et al.,
2006).

Apesar da utilidade desses padrdes como indicadores da variabilidade genética, ainda
ha limitacOes inerentes a analise de dados de RAPD devido a falta de certeza de que as bandas
sd@o homologas ndo sendo possivel fazer analises filogenéticas. Como ndo se tem indicacéo da
natureza dessas sequliéncias que podem ser tanto de regiGes de grande importancia bioldgica
(reguladoras, estruturais, codificadoras de proteinas), quanto a regides cuja seqliencia ndo tem
funcdo, é dificil estabelecer a significancia dos diferentes niveis de similaridade entre os
isolados. Por isso, 0 RAPD se torna mais Gtil em analises genéticas iniciais de espécies nao
caracterizadas e ndo como uma ferramenta conclusiva. O caminho mais plausivel a ser
seguido na caracterizacdo de isolados por RAPD, parece ser a somatoria dos enfoques
morfolégicos com o refinamento das analises através de outros métodos moleculares (SINGH,
1997). Ou seja, com o0 aumento da utilizacdo de diversas ferramentas ligadas a biologia
molecular, com o conhecimento progressivo do genoma dos parasitos e com a utilizacdo da
técnica adequada para cada situacdo, pode-se somar esse novo conhecimento ao montante de
informacdes ja disponiveis, e assim refinar a classificacdo morfoldgica classica (HUYSE &
VOLCKAERT, 2002).

2.7 InfeccBes causadas por Acanthamoeba

Devido a ampla distribuicdo de Acanthamoeba na natureza, o contato humano com
estes organismos é freqliente e inevitavel. As patologias que a Acanthamoeba pode chegar a
causar no homem estéo intimamente relacionadas com a via de transmisséo e, sobretudo, com
0 estado imunoldgico do paciente. As infeccbes sistémicas e as que afetam o sistema nervoso
central atingem pacientes que apresentam uma imunodepressdo geral, enquanto as infeccdes
corneanas sdo favorecidas por uma imunossupressdo local (ARMSTRONG, 2000).

Embora ja tenham sido encontrados como oportunistas em infeccdes em uma grande

variedade de locais, como, pele, ouvido, pulmdes, figado, pancreas, baco, prostata, tiredide,
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trato urogenital, etc., causando sinusite, pneumonite, dermatite, entre outras, 0s organismos do
género Acanthamoeba sdo responsabilizados principalmente por dois tipos de patologia em
humanos: ceratite por Acanthamoeba e encefalite amebiana granulomatosa. Infecgdes na pele,
pulmdes e cérebro estdo relacionadas a pacientes imunodeficientes ou imunodeprimidos
incluindo pacientes com AIDS e mulheres gravidas, respectivamente (MARCIANO-
CABRAL & CABRAL, 2003). A ceratite como resultado de infeccdo da cornea tem sido
associada com contaminacdo da &gua e usuarios de lentes de contato, atingindo
imunocompetentes (GIANINAZZI et al., 2009).

2.7.1 Ceratite por Acanthamoeba

A ceratite por Acanthamoeba é uma infeccdo invasiva da cdrnea, que se caracteriza
pela perda gradual da viséo, chegando, em alguns casos, a provocar cegueira (RADFORD et
al., 1998). As lesdes oculares ocorrem, provavelmente, a partir de um microtraumatismo do
olho. A contaminacéo do olho pelas amebas pode ocorrer a partir da agua contaminada ou de
particulas do ar ou do solo que contenham amebas. Recentemente tem sido descritos muitos
casos de ceratite por Acanthamoeba entre usuarios de lentes de contato, principalmente, entre
aqueles que fizeram uso de solucéo salina caseira para limpeza e conservacgdo das lentes, ou
gue nadaram usando lentes (OBEID et al., 2003). Quando o trofozoito entra em contato com a
cdrnea, 0 proximo passo para o0 estabelecimento da infeccdo é a aderéncia e penetracdo no
epitélio. As espécies de Acanthamoeba patogénicas aderem-se através de uma adesina as
glicoproteinas manosiladas expostas em alguma lesdo do epitélio corneo. O contato com a
manose induz o trofozoito a produzir proteases (serino-protease, cisteino-protease, elastase e
metaloproteases) responsaveis pelas lesdes caracteristicas da infeccdo (HE, et al., 1990;
MARCIANO-CABRAL & CABRAL, 2003; HUSTON, 2004). A presenca de um infiltrado
em anel no estroma corneano é um sinal sugestivo de ceratite por Acanthamoeba e uma
ceratoneurite radial é considerada como patognoménico dessa infeccdo (Figura 8)
(WALOCHNIK et al., 2000; OBEID et al., 2003; RUTHES et al., 2004).
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Os principais sintomas de uma ceratite por Acanthamoeba sdo: sensa¢do de corpo
estranho no olho, irritacdo, dor severa, tipicamente desproporcional ao tamanho da lesdo,
edema da pélpebra com pequena secre¢do, fotofobia e visdo alterada com perda gradual da
mesma (VISVESVARA & STHER-GREEN, 1990; FERNANDEZ & CRESPO, 1992;
OBEID et al., 2003; RUTHES et al., 2004). A infeccdo € de dificil diagndstico e tratamento.

Falhas no controle da infeccdo podem levar a permanente perda da vis&o.

Figura 8 - Olho infectado por
Acanthamoeba exibindo epitélio
ulcerado, infiltracdo no estroma e
opacidade na cornea, tipicos de
ceratite aguda.

Fonte: Khan (2006, p. 569)

A ceratite em humanos foi descrita em 1973, na Inglaterra, seguida por publicacdo nos
Estados Unidos (NAGINGTON et al., 1974; JONES et al., 1975). No Brasil, os primeiros
casos foram descritos em 1988 (NOSE et al., 1988). Relatos de casos de ceratite por
Acanthamoeba vém aumentando significativamente nos ultimos anos, paralelamente a
popularizacdo do uso de lentes de contato, principalmente hidrofilicas. Inicialmente a
ocorréncia da doenca estava relacionada com traumatismos oculares, principalmente em areas
rurais. Estudos atuais demonstram que mais de 90% dos casos ocorrem em usuarios de lentes

de contato. Os fatores que predispdem a ceratite nos usuarios de lentes de contato sdo o uso de
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solucBes ndo estéreis, banho de piscina usando lentes de contato e desinfeccdo inadequada das
lentes ap6s o uso (RADFORD et al.,2002). Apesar disso, 10 a 15% de casos de ceratite por
Acanthamoeba ocorrem em pessoas que ndo usaram lentes de contato (ILLINWORTH &
COOK, 1998). A figura 9 demonstra os fatores de risco que contribuem para a ceratite por
Acanthamoeba: (a) nadar, especialmente usando lentes de contato; (b) lavar os olhos com
agua de torneira usando lentes de contato; (c) trabalhar com o solo sem protecdo ocular; (d)
exercer atividades relacionadas a agua (como piscinas ou praias); (¢) manipular lentes de
contato com as méos sujas; (f) usar solugédo salina caseira para a limpeza e conservacao das
lentes de contato.

(a) (d)

o
/\@\ .

-~

~/

Figura 9 - Fatores de risco que contribuem para ceratite por Acanthamoeba spp.
Fonte: Khan (2006, p. 574)

Sete espécies tém sido mais frequentemente associadas a infeccbes oculares:
Acanthamoeba castellanii (T4), A. lugdunensis (T4), A. polyphaga (T4), A. rhysodes (T4), A.
culbertsoni (T3), A. hatchetti (T11) A. griffini (T3) (YU et al., 2004). Mais de uma espécie foi
descrita em até 20% das infeccBes (ILLINGWORTH & COOK, 1998). Aparentemente ndo ha
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diferenca na manifestacdo clinica entre diversas espéecies de Acanthamoeba quando causando
ceratite. Apenas alguns isolados apresentam potencial patogénico e alguns marcadores podem
ser utilizados para diferenciar isolados patogénicos de ndo patogénicos, tais como, a atividade
proteolitica, termotolerancia, osmotolerancia e efeito citopatico (KHAN, 2006).

Apesar da ampla variabilidade de gen6tipos, apenas os isolados dos genotipos T2, T3,
T4, T6 e T11 tém sido associados com ceratite (WALOCHNIK et al., 2000; DE
JONCKEERE, 2003). O genotipo T4 apresenta a dominancia de 90% nos casos de ceratite
causadas por Acanthamoeba.

O numero de casos de ceratite amebiana provocada por Acanthamoeba diagnosticados,
aumentou dramaticamente durante os Gltimos vinte anos, calcula-se que mais de 3.000 casos
aconteceram nos Estados Unidos (QVARNSTROM et al., 2006). A incidéncia anual de
ceratite por Acanthameba foi estimada em 1,36 por milhdo nos EUA (VISVESVARA &
STHER-GREEN, 1990) em 3,06 por milhdo na Holanda e em 1,2 por milhdo no pais de
Gales. Na Inglaterra a incidéncia é de 0,2 a 1 individuo para cada 10.000 usuéarios de lentes de
contato por ano (RADFORT et al., 2002). Uma investigacdo de 22 centros de oftalmologia
nos Estados Unidos, em fevereiro de 2007, conduzida pelo CDC (“Centers for Discase
Control and Prevention”) revelou um aumento nacional do nimero de casos de ceratite por
Acanthamoeba entre 2004 e 2006. Este aumento foi associado com o uso da solucdo para
lentes de contato “Advanced Medical Optics Complete MoisturePlus” contaminada

(VISVESVARA & SCHUSTER, 2008a).

2.7.2 Encefalite amebiana granulomatosa (EAG)

EAG ¢ considerada uma infeccdo oportunista, pois quase todos 0s casos relatados até o
momento se referem a individuos imunologicamente debilitados especialmente aqueles que ja
sofreram algum tipo de terapia ou situacdo imunossupressora como alcoolismo, gravidez,
quimioterapia, ou uso de antibiéticos de amplo espectro e pacientes com AIDS (FERRANTE,
1991; VISVESVARA, 1991; TURNER et al., 2000). Os mecanismos associados com a

patologia ndo estdo muito claros, mas as complicacdes patofisiologicas envolvem o sistema
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nervoso central, onde ha a inducdo de uma resposta pro-inflamatdria, a partir da invaséo pela
barreira hematoencefélica e a ligacdo ao tecido, seguida de lesdo neuronal (KHAN, 2003;
SCHUSTER & VISVESVARA, 2004a; KHAN, 2006).

A invasdo pode ocorrer pela pele (ulceragbes) ou pelo trato respiratério
(neuroepitélio), seguindo entdo por via sangliinea até o sistema nervoso central (MARTINEZ
& VISVESVARA, 1997). O periodo de incubacdo pode variar de semanas a meses. Apos esse
periodo, véarios sintomas aparecem: dor de cabeca acompanhada de febre, nauseas, vomitos,
letargia, mudanga da personalidade e deméncia (MARCIANO-CABRAL et al., 2000). Como
0 desenvolvimento da doenca é fulminante, geralmente o diagndstico s6 é obtido apds a
necropsia, por analise do fluido cérebro-espinhal ou do préprio tecido cerebral, através da
analise microscopica das formas trofozoiticas, porém, a constatacdo de altos niveis de
anticorpos Acanthamoeba-especificos pode ajudar na confirmagdo da suspeita da infeccdo.
Além dessas andlises, métodos baseados na reagdo em cadeia da polimerase (PCR) estdo
sendo desenvolvidos para o diagnostico de EAG por Acanthamoeba, a fim de aumentar a
chance de cura (KHAN, 2003; SCHUSTER & VISVESVARA, 2004a).

2.8 Acanthamoeba e bactérias endossimbiontes

A complexa ecologia da Acanthamoeba e seu papel na dispersdo de microrganismos
patogénicos em sistemas de agua tém gerado a realizacdo de varios estudos, devido a
habilidade destas amebas atuarem como hospedeiro 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 como importantes predadores no
controle das comunidades microbianas, acabam tornando-se reservatorios ambientais de
patdgenos, comportando-se como “cavalo de Tréia” do mundo microbiano (BARKER &
BROWN, 1994). Aproximadamente 20 a 24% dos isolados clinicos e ambientais de
Acanthamoeba carreiam bactérias e patdgenos intracelulares obrigatorios como Chlamydia e
Legionella (GREUB & RAOULT, 2004; SCHMITZ-ESSER et al., 2008).
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Amebas presentes em fontes de agua podem sobreviver a varios processos de
purificacdo como o uso de biocidas e desinfetantes como cloro e 0zonio (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 o0s
produtos utilizados para a desinfec¢do atinjam estes microrganismos, propiciando a disperséo
e permanéncia de bactérias patogénicas no ambiente (CIRILLO et al., 1994). A microbiota
bacteriana externa € importante para o desenvolvimento da Acanthamoeba, ja que aumenta
sua taxa de crescimento e sua capacidade de colonizagcdo, além disso, assegura sua
sobrevivéncia em meios liquidos (CENGIZ et al., 2000).

Vérios endossimbiontes de Acanthamoeba sdo também parasitos de macrofagos
humanos (por exemplo, Legionella) e sua habilidade de sobreviver na ameba, pode ser uma
fase pré-adaptativa para infectar células humanas (VISVESVARA & SCHUSTER, 2008a). A
associacdo ameba-bacteria podera provocar a perda da susceptibilidade a certos antibioticos,
como ocorre no caso de L. pneumophila e Micobacterium avium guando infectam espécies de
Acanthamoeba. O mecanismo pelo qual adquirem este tipo de resisténcia é desconhecido e
ndo ha evidencias que estes fenoOtipos possam manter-se fora da ameba (BARKER &
BROWN, 1994).

2.9 Fatores de viruléncia que contribuem para infec¢cdes por Acanthamoeba

A capacidade de Acanthamoeba produzir doengas em humanos é um processo
multifatorial relacionado a fatores de viruléncia considerados diretos e indiretos.

Os fatores de viruléncia diretos sdo descritos separadamente como mecanismos
contato-dependente e contato-independente. Os mecanismos contato-dependente estdo
relacionados a habilidade da ameba se ligar a células hospedeiras, etapa crucial na patogénese
de infeccbes por Acanthamoeba. Esta etapa conduz a efeitos secundarios, tais como,
interferéncia com rotas de sinalizacdo intracelular do hospedeiro, secre¢bes de toxinas e a

fagocitose das células hospedeiras, finalmente levando a morte celular (KHAN, 2006). J& os
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mecanismos contato-independente estdo relacionados a producdo de dois tipos de enzimas
hidroliticas: proteases, que hidrolisam pontes peptidicas e fosfolipases que hidrolisam
fosfolipidios (CAO et al., 1998; KHAN et al., 2000).

A habilidade da Acanthamoeba de sobreviver em um hospedeiro e sob condigdes
ambientais adversas pode ser considerada um fator contribuinte para causar doengas e séo
chamados de fatores indiretos de viruléncia (KHAN, 2006). Dentre os fatores indiretos de
viruléncia podemos citar: alteracdo fenotipica — cisto x trofozoito, morfologia — presenca de
acantopodios no trofozoito, resisténcia a drogas, ubiqiidade, associacdo a biofilmes, fatores
relacionados ao hospedeiro e tolerancia fisiologica (crescimento em diferentes pH, tolerancia
a temperatura e osmotolerancia) (GRAY et al., 1995; TURNER et al., 2000; KHAN et al.,
2001, 2002; DUDLEY et al., 2005; GARATE et al., 2006).

2.9.1 Marcadores de patogenicidade de Acanthamoeba

O crescimento a altas temperaturas e alta osmolaridade sdo marcadores de
patogenicidade de Acanthamoeba e alguns trabalhos tém mostrado que isolados patogénicos
exibem crescimento nestas condi¢cbes (DE JONCKHEERE, 1983; WALOCHNIK et al.,
2000; KHAN et al., 2001). Estes determinantes fisiolégicos podem ser usados nha
diferenciacdo e prévia caracterizacdo de isolados clinicos e ambientais correlacionados a
testes de efeito citopatico (KHAN et al. 2001).

Estes marcadores sdo caracteristicas genotipicas de algumas AVL que podem se
expressar em um hospedeiro, conferindo a elas a capacidade de melhor adaptacdo e
viabilidade (ODOM et al., 1997; SCHUSTER & VISVESVARA, 2004b). O mecanismo pelo
qual a Acanthamoeba patogénica adapta-se a altas temperaturas e osmolaridade mantendo sua
atividade metabodlica ainda € desconhecido (KHAN, 2006).
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2.10 Presenca de Acanthamoeba em piscinas

Cistos e trofozoitos de Acanthamoeba tém sido detectados em fontes de agua no
mundo todo (RADFORD et al., 1998; BOOTON et al., 2002; ETTINGER et al., 2003; SEAL
et al., 2003; KILVINGTON et al., 2004; LORENZO-MORALES et al., 2005c). A presenca
destas amebas na superficie da 4gua representa um risco para a sallde humana, uma vez que, 0
contato com estes organismos € a principal via de contagio (VESALUOMA et al., 1995). O
uso recreacional de dgua de piscinas é claramente importante para a exposi¢cdo de humanos a
Acanthamoeba e consequentemente para o desenvolvimento de ceratite amebiana.

A presenca de isolados de Acanthamoeba potencialmente patogénicos em piscinas tem
sido documentada em varios estudos (DE JONCKHEERE, 1979a, 1979b; RIVERA et al.,
1993; TSVETKOVA et al., 2004; GORNIK & KUZNA-GRYGIEL, 2004; GIANINAZZI et
al., 2009). Na Polbnia, estudos demonstraram a presenca de AVL do género Acanthamoeba
em amostras de agua coletadas de piscinas internas e externas na cidade de Szczecin
(GORNIK & KUZNA-GRYGIEL, 2004). Do mesmo modo, na Finlandia, amostras de agua
de piscinas foram positivas para o género Acanthamoeba (VESALUOMA et al., 1995). Ainda
na Europa foram detectadas amebas potencialmente patogénicas na agua de piscinas da Suica
(GIANINAZZI et al., 2009). Em estudo realizado no Chile, varios géneros de AVL foram
isolados da agua de piscinas publicas, dentre eles o género Acanthamoeba (MUNOZ et al.,
2003)

No Brasil, existem alguns trabalhos que relatam a presenca de Acanthamoeba em
aguas de uso recreacional, porém poucos trabalhos realizaram a caracterizacdo dos isolados
guanto a aspectos de patogenicidade, variabilidade genética, especificidade, entre outras
caracteristicas necessarias para um melhor entendimento do papel destes organismos na agua
de piscinas. 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 et al. (1982) isolaram amebas do género Naegleria e
Acanthamoeba a partir de cole¢des 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). Alves (2006) isolou AVL a partir de agua de piscinas do Distrito Federal,
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entre os isolados observou-se a presenca do género Acanthamoeba também observada em
quase 100% dos isolados obtidos por Falchi (2006) em amostras de agua de diferentes pontos
da Laguna dos Patos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Organismos e cultivo

3.1.1 Isolados de referéncia da ATCC (“American Type Culture Collection™)

Os isolados empregados como controles neste trabalho foram: Acanthamoeba
castellanii Neff (ATCC 30010) e Acanthamoeba castellanii T4 (ATCC 50492).

3.1.2 Isolados de agua de piscinas

Isolados de Acanthamoeba obtidos de agua de piscinas de clubes recreativos da cidade

de Porto Alegre - RS foram isolados e identificados conforme descrito nos itens 3.2 e 3.3.

3.1.3 Cultivo dos isolados de Acanthamoeba

Os organismos foram rotineiramente mantidos em culturas monoxénicas (Item 3.2.3) e
também em culturas axénicas em meio liquido contendo proteose peptona 2 %, extrato de
levedura 0,2 % e glicose 1,8 % (PYG) (ANEXO A), suplementado com penicilina G potassica
(400 UI/mL) e estreptomicina (400 pL/mL) e incubados a 30 °C. Subcultivos foram

realizados a cada duas semanas.
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3.1.4 Isolado bacteriano

Foi utilizado um isolado de referéncia de Escherichia coli (ATCC 25922) néo

patogénico para a realizacdo de culturas monoxeénicas.

3.1.5 Cultivo de Escherichia coli

Os cultivos de E. coli foram realizados em meio &gar triptona de soja (TSA) e
incubados a 37 °C por 18 h. Para o preparo da suspensao bacteriana, 1 mL de solucéo salina
de Page (ANEXO A) foi adicionada a superficie do meio de cultura com col6nias de E.coli
que foram gentilmente raspadas com alca de platina. A suspensdo bacteriana foi removida

para um novo tubo e submetida a temperatura de 56 °C por 2 h para inativacao.

3.2 Isolamento e identificacdo de Amebas de Vida Livre (AVL) a partir de agua de

piscinas

3.2.1 Coleta e concentracdo de amostras de agua de piscinas

Um total de 65 amostras de agua de piscinas foi coletado entre os meses de maio de
2006 e marco de 2007 de 22 clubes recreativos da cidade de Porto Alegre, RS. As coletas das
amostras foram realizadas sob autorizacdo da diretoria dos clubes através de um Oficio de
autorizacdo (ANEXO B). No estudo foram incluidas piscinas térmicas e ndo térmicas tratadas
com cloro e seus compostos. Foram coletados trés frascos de agua com volume de 100 mL de
cada piscina analisada, sendo que cada frasco foi considerado como uma amostra. A agua foi

obtida da superficie das piscinas e parametros fisicos e quimicos da agua, tais como
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temperatura, pH e cloro residual livre foram levados em consideragdo no momento da coleta.
O pH e o cloro foram aferidos no momento da coleta por método colorimétrico. As amostras
foram acondicionadas em isopor com gelo para o transporte e levadas ao laboratério de
Parasitologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) para processamento e
analise imediatamente ap6s as coletas.

Para a concentracdo de amebas de vida livre, primeiramente as amostras de agua
foram filtradas com gaze estéril dobrada, para remover folhas e sujidades. Apds, foram
centrifugadas a 250 x g / 10 min, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi suspenso
em aproximadamente 0,5 mL de solugéo salina de Page (RIVERA et al., 1993; DE CARLI,
2001).

3.2.2 Isolamento de amebas de vida livre

O sedimento obtido foi transferido para placas de agar ndo-nutriente (ANN) 1,5 %
(ANEXO A) cobertas com uma suspenséo de Escherichia coli (ATCC 25922) inativada pelo
calor a 56 °C/2 h. As placas foram seladas com filme plastico (Parafilm®) e incubadas a 30
°C por até 15 dias. Para cada amostra de agua, trés placas foram preparadas. O exame das
placas foi realizado diariamente durante o periodo de incubagdo em microscopio Optico
(aumento de100X) para observar a presenca de amebas de vida livre (trofozoitos e/ou cistos).

As placas negativas para AVL foram descartadas apos o periodo de observacéo.

3.2.3 Obtencédo de Culturas monoxénicas

Para as amostras de agua que foram positivas para amebas de vida livre, isto é, que se
verificava a presenca de trofozoitos e cistos nas placas, a partir da microscopia 6ptica,

realizou-se subcultivos dos isolados para obter cultura monoxénica, com a finalidade de
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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 para localizacdo dos
isolados. Posteriormente as placas foram abertas sob condi¢des de esterilidade, com auxilio de
uma lamina estéril, um pedaco de &gar da area marcada foi cortado. O pedago de Agar era
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 10 dias.

3.2.4 Obtencéo de culturas axénicas

Para o cultivo de AVL em meio liquido sem a presenca de bactérias e outros
contaminantes, os isolados de dgua de piscinas em culturas monoxénicas de no maximo 72 h
de crescimento, constituidas de muitos trofozoitos, foram colocadas sob bolsas de gelo
durante 15 min para desprender os trofozoitos da superficie do agar. Uma aliquota de 5 mL do
meio PYG foi adicionada a superficie do agar e raspado gentilmente com alca de platina. A
suspensdo de AVL foi transferida para um tubo conico estéril contendo 5 mL de PYG
(ANEXO A) suplementado com antibioticos (400 Ul/mL de Penicilina G Potassica e 400
pg/mL de Estreptomicina) e incubada a 30 °C. Subcultivos para novos tubos contendo PYG e
antibioticos foram realizados em intervalos variaveis de no maximo sete dias com a finalidade

de eliminar a associacdo com bacterias dentro de duas a trés semanas.

3.2.5 Inducéo ao encistamento

Para obtencdo de cistos, culturas axénicas de amebas foram centrifugadas a 250 x g
por 10 min e os trofozoitos transferidos para tubos contendo 5 ml de solucédo salina de Page.

Apos 72 horas o sedimento era examinado para detectar a presenca de cistos.
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3.2.6 Coloracao de cistos e trofozoitos

Culturas liquidas contendo cistos e trofozoitos foram primeiramente centrifugadas a
250 x g por 10 min. O sobrenadante foi retirado e o sedimento foi suspenso em 1 ml de
tampédo fosfato pH 7,2 (PBS). Este procedimento de lavagem foi realizado trés vezes, apos foi
adicionado o fixador de Schaudinn (ANEXO A). Aliquotas de 100 uL foram espalhadas sobre
laminas de vidro limpas e desengorduradas. As laminas foram secas em estufa bacterioldgica
a 37 °C durante trés horas aproximadamente. Depois de fixadas, foram coradas pelo
tricromico conforme Garcia & Brickner, 1997 (ANEXO A).

3.3 Identificacdo morfologica de isolados do género Acanthamoeba

3.3.1 Exflagelacé@o dos organismos

Com a finalidade de identificar e excluir amostras de Naegleria fowleri que poderiam
ter sido isoladas das amostras de agua de piscinas foi realizada a técnica de exflagelacéo.
Apos o isolamento de AVL e obtencdo de culturas monoxénicas com formas trofozoiticas,
adicionou-se 10 mL de agua destilada estéril sobre a superficie do agar ndo-nutriente para
obtencdo de uma suspensdo de AVL. Apos, esta suspensdo 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 emissdo de flagelos (DE CARLI, 2001;
SILVA & ROSA, 2003).
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3.3.2 Analise Morfoldgica

As AVL isoladas de &gua de piscinas foram avaliadas morfologicamente de acordo
com os aspectos dos trofozoitos (SCHUSTER & VISVESVARA, 2004a). A analise dos cistos
baseou-se na observacdo da sua dupla parede conforme os critérios descritos por Pussard &
Pons (1977) e Page (1988).

O estudo morfométrico foi realizado a partir de laminas coradas com tricrémico,
utilizando ocular micrométrica (aumento de 1000X). Foram medidos 10 trofozoitos e 10

cistos de cada isolado para obtencdo de uma média aritmética e célculo de desvio padrao.

3.3.3 Tempo de contracao dos vacuolos pulsateis

O tempo de contracdo dos vacuolos pulsateis foi determinado a partir da observagédo
dos trofozoitos em culturas monoxénicas em microscopio oOptico (aumento de 100X). O
tempo de contracdo dos vacuolos pulsateis foi cronometrado, iniciando a contagem a partir do
fechamento do vacuolo e terminado o tempo apOs a abertura total do vacuolo e novo
fechamento (DE CARLI, 2001). O tempo de contracdo dos vaculos pulsateis foi estimado a

partir da média de 5 trofozoitos de cada isolado.

3.4 Estudo da patogenicidade de isolados de Acanthamoeba por testes de tolerancia

Os isolados de Acanthamoeba spp. obtidos de amostras de agua de piscinas de clubes
de Porto Alegre-RS foram submetidos a testes de osmotolerancia e termotolerancia. Estes
testes foram previamente usados como marcadores na diferenciacdo de isolados patogénicos e

ndo-patogénicos, como descrito por Khan et al. (2001).
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3.4.1 Teste de Osmotolerancia

Para analisar o efeito da osmolaridade no crescimento de trofozoitos de
Acanthamoeba, placas de &gar ndo-nutriente 1,5 %, cobertas com suspensdo de Escherichia
coli (ATCC 25922), contendo 0,5 M e 1,0 M de manitol foram utilizadas. Placas sob as
mesmas condi¢Ges, porém sem manitol foram usadas como controle do crescimento.
Aproximadamente 1000 trofozoitos (inoculo de 25 pL com alcance de 5 mm do centro da
placa) foram inoculados no centro das placas e incubadas a 30 °C por até 10 dias. O
crescimento dos organismos foi determinado por contagem do nimero de cistos e trofozoitos
a uma distancia de aproximadamente 20 mm do ponto de inoculagdo. Para cada placa, cinco
campos microscopicos foram quantificados (microscopio éptico, aumento de 100X). Todos 0s
testes foram realizados em triplicata, com cada isolado de Acanthamoeba em uma placa
individual. As contagens foram realizadas no décimo dia de incubacdo. Apos as contagens,
areas das placas dos isolados submetidos as concentracdes 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 avaliacédo da viabilidade.

3.4.2 Teste de Termotolerancia

Para os testes de tolerancia a temperatura, placas de agar ndo-nutriente 1,5 % cobertas
com suspensdo de E.coli (ATCC 25922) foram utilizadas. Aproximadamente 1000 trofozoitos
(inoculo de 25 puL com alcance de 5 mm do centro da placa) foram inoculados no centro das
placas e incubadas a 30, 37 e 42 °C por até 10 dias. As placas submetidas a 30 °C foram
utilizadas como controle na avaliagdo do crescimento. O crescimento dos organismos foi
determinado por contagem do ndmero de cistos e trofozoitos a uma distancia de
aproximadamente 20 mm do ponto de inoculacdo. Para cada placa, cinco campos
microscopicos foram quantificados (microscépio Optico, aumento de 100X). Todos os testes

foram realizados em triplicata, com cada isolado de Acanthamoeba em uma placa individual.
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As contagens foram realizadas no décimo dia de incubacdo. Apls as contagens, areas das
placas, dos isolados submetidos as temperaturas de 37 e 42 °C foram marcadas e transferidas
para placas de &gar ndo-nutriente 1,5 % cobertas com suspensdo de E. coli e incubadas a 30

°C para avaliagéo da viabilidade.

3.5 Identificagdo molecular dos isolados de Acanthamoeba

3.5.1 Extracgao de DNA total de Acanthamoeba

Para a extracdo de DNA total dos isolados de Acanthamoeba (Tabela 4) empregou-se
0 protocolo descrito por Salah & Iciar (1997) com algumas modificacdes. Uma quantidade
inicial de 10® a 107 trofozoitos/mL de isolados de Acanthamoeba obtidas de culturas axénicas
no meio PYG foi centrifugada a 250 x g durante 10 min. O sedimento foi submetido a trés
lavagens com 1 mL de PBS esteéril 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 uL de
tampao de extracdo (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. Apos foi adicionado 40 pL de sédio dodecil sulfato 20 % (SDS) e 8
pL de Proteinase K 20 mg/mL (concentracdo final 400 pg/mL) (Invitrogen). As amostras
foram incubadas em banho-maria a 55 °C durante 1 hora e apos, foi adicionado 300 pL de
NaCl 6 M em cada uma. As amostras foram novamente agitadas em vortex por 30 s e
centrifugadas por 10 min a 10.000 x g. Ao sobrenadante foi adicionado 700 pL de alcool
isopropilico e incubado a -20 °C por 1 hora. Apos foram centrifugadas 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.
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3.5.2 Quantificacdo do DNA de Acanthamoeba

A quantificagdo do DNA dos isolados de Acanthamoeba foi realizada por comparagéo
da intensidade das bandas, em gel de agarose 0,8 % corado com brometo de etideo 0,5 pg/mL.
Como controle utilizou-se um padrdo de peso molecular de concentragdo conhecida (DNA
ladder 50 pb, Ludwig biotecnologia).

3.5.3 Confirmacéao do género Acanthamoeba por Reacdo em Cadeia da Polimerase

A confirmagdo do género Acanthamoeba spp. dos isolados incluidos no estudo foi
realizada por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com base no protocolo de Mathers et
al. (2000). Utilizou-se os oligonucleotideos iniciadores, denominados “Primers” de Nelson,
que amplificam a regido 18S do rDNA em isolados de Acanthamoeba. A sequéncia de DNA
dos oligonucleotideos iniciadores foram:

Sense: 5° — GTT TGA GGC AAT AACAGG T -3’

Anti-sense: 5> — GAA TTC CTC GTT GAA GAT -3’

A PCR foi realizada em volumes de 25 pL constituidos de 0,4 uM de cada
oligonucleotideo (Invitrogen™), 0,2 mM de dANTPs (Ludwig Biotecnologia), 50 mM KCl,, 10
mM de Tris-HCI (pH 8,0), 1,5 mM de MgCl,, 1 U de Taq DNA polimerase (Invitogen™) ¢
30 ng de DNA molde.

A PCR foi realizada em um termociclador “PTC 150 MiniCycler Hot Bonnet - MJ
Research” programado para uma desnaturagdo inicial de 94 °C por 5 min, seguidos de 35
ciclos de 94 °C por 1 min, 49 °C por 1 min e 72 °C por 1 min e uma extensdo 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 usadas como

controle positivo.
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3.5.4 Amplificacdo do DNA de Acanthamoeba por RAPD

Os materiais genéticos submetidos ao estudo de RAPD foram obtidos a partir da
extracdo de DNA dos isolados de Acanthamoeba e confirmados por PCR género-especifico,
como descrito anteriormente. Foram testados 10 oligonucleotideos decaméricos (ORTEGA et
al., 2003) sintetizados pela empresa Integrated DNA Technologies (Tabela 2). As condicoes
de reagdo foram padronizadas de acordo com o oligonucleotideo utilizado. As alteragdes
foram realizadas em alguns componentes da reacdo tais como: concentracdo de DNA,
oligonucleotideo, MgCl, e temperatura de anelamento.

Tabela 2 - Oligonucleotideos iniciadores empregados nas
reacdes de amplificacdo de RAPD para a caracterizagdo
de Acanthamoeba

Oligonucleotideo Sequéncia
OPC-01 5’- TTCGAGCCAG - 3’
OPC-02 5’- GTGAGGCGTC - 3°
OPC-03 5’- GGGGGTCTTT - 3’
OPC-04 5’- CCGCATCTAC - 3’
OPC-05 5’- GATGACCGCC - 3’
OPC-06 5’- GAACGGACTC -3’
OPC-07 5’- GTCCCGACGA - 3’
OPC-08 5’- TGGACCGGTG - 3°
OPC-09 5’- CTCACCGTCC - 3’
OPC-10 5’- TGTCTGGGTG - 3’

As reacOes de amplificacdo de DNA foram realizadas com base no protocolo de
Williams et al. (1990) com algumas modificacdes. Para cada reacdo de RAPD foi utilizado

um volume total de 25 pL contendo 30 ng de DNA molde, 0,8 uM de oligonucleotideo
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iniciador, 50 mM de KCl,, 10 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de
dNTPs (Ludwig Biotecnologia) e 1 U de Taq DNA polimerase (Invitogen™).

A amplificagdo foi realizada em um termociclador “PTC-150 MiniCycler Hot Bonnet
- MJ Research” programado para uma fase inicial de desnaturagdo de 94 °C por 5 min seguido
de 40 ciclos de 94 °C por 2 min, 32 °C por 5 min, 72 °C por 2 min e uma extensdo final de 72
°C por 10 min.

As reacoes de amplificagdo foram conduzidas com todos os oligonucleotideos e com
os 15 isolados de Acanthamoeba (Tabela 4). Todas as reac6es de RAPD foram repetidas no

minimo duas vezes, em dois experimentos separados para cada um dos isolados.

3.5.5 Analise dos Fragmentos amplificados por PCR e RAPD

Os produtos da amplificacdo PCR e RAPD foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1,5 %, corado com brometo de etideo 0,5 pg/mL. Os géis foram visualizados em um
transiluminador de luz ultravioleta e fotografados em equipamento de foto documentacéo
(“Kodak Digital Science™ DC120” versao 1.0.2). O DNA Ladder de 50 pb (Ludwig biotec)

foi usado como marcador de peso molecular para comparar o tamanho dos fragmentos.

3.5.6 Calculo das estimativas de distéancia genética entre os isolados

O peso molecular aproximado dos fragmentos visualizados nos géis foi determinado
com o auxilio do programa Kodak 1D, versao 3.5.2. Fragmentos de DNA com tamanhos entre
200 e 1600 pb foram selecionados para analise. Os perfis monomorficos e polimorficos
obtidos nos géis de eletroforese foram transformados em dados binarios, construindo matrizes
de caracteres discretos (1 para presenca e 0 para auséncia de fragmentos). Os dados foram
analisados utilizando-se o programa SAS versdo 9.1.3 “SAS Statistical Software, release 9.1.,
Cary N.C. SAS Institute, Inc., 2002-2003”. A similaridade genética entre os isolados foi
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calculada com base em varidveis binarias utilizando-se o Coeficiente de Jaccard. O
dendograma foi construido por um método hierarquico aglomerativo denominado Método da

Ligagdo Média (“Average Linkage”).

3.6 Analises dos dados

Dados descritivos foram analisados através de célculo de percentual, média e desvio
padréo. O teste z foi utilizado para comparar as propor¢des de amostras positivas e negativas
para piscinas térmicas e internas (PTI) e piscinas ndo-térmicas e externas (PE) e o teste T de
student a 5% de probabilidade para verificar a influéncia dos parametros fisico-quimicos da
agua das piscinas quanto a presenca de AVL. Todas as analises estatisticas foram realizadas
no nucleo de assessoria estatistica (NAE) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul-
UFRGS.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento de AVL em agua de piscinas

Dos 22 clubes recreativos da cidade de Porto Alegre-RS submetidos a anélise da dgua
de suas piscinas, 8 (36,36%) indicaram a presenca de AVL. Das 65 amostras de agua
analisadas 13 (20%) foram positivas para AVL, sendo 48 amostras coletadas de piscinas
térmicas e internas (PTI) e 17 amostras de piscinas ndo-térmicas e externas (PE) (Tabela 3).
Das 48 amostras de PTI, 10 (20,83%) foram positivas para AVL e das 17 amostras de agua de
PE, 3 (17,64%) foram positivas. Ndo houve diferenca significativa entre as proporcdes de
amostras positivas nas PTI e PE e entre as proporcfes de amostras negativas (Teste z, p = 0,
7784).

As formas cisticas e trofozoiticas foram observadas do 3° dia ao 15° dia ap0s o cultivo
das amostras de 4gua em placas de agar ndo nutriente cobertas com E. coli (Figura 10). Os
trofozoitos apresentavam vacuolos pulsateis evidentes, nucléolo bem definido e acantopddios.
Outros organismos como bactérias e fungos também estavam presentes nas amostras na fase
inicial de isolamento (Figuras 11 e 12). Apos trés a seis dias de cultivo, iniciava-se 0 processo
de encistamento dos trofozoitos e os cistos tornavam-se mais numerosos. Subcultivos foram
realizados para a obtencdo de culturas monoxénicas a partir da técnica de selecéo de areas das
placas sem contaminantes, sendo possivel obter culturas de AVL apropriadas para oS
experimentos subseqlientes. A partir do isolamento em culturas monoxénicas os trofozoitos
foram transferidos para o meio liquido (PYG suplementado com antibidticos) e todos os
isolados foram axenizados (Figura 13). Na literatura é freqiiente o relato da dificuldade em
axenizar determinados isolados de AVL, principalmente em amostras ambientais
(TSVETKOVA et al., 2004). Segundo Schuster (2002) a maior dificuldade no isolamento de
AVL de amostras do ambiente é estimular o crescimento das amebas e, a0 mesmo tempo,

inibir o crescimento de outros organismos.
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Tabela 3 - Relagéo de clubes visitados, nimero de piscinas, tipo de piscina, nUmero de amostras

positivas e isolados obtidos

CLUBES N°DE PISCINAS TIPO DE PISCINA AMOSTRAS ISOLADOS

P1 5 2 PTI/ 3PE 2+ (1PTI,1PE) PO1PTAL

P2 5 5PTI 3+ (3PTI) PTA2 PTI2

PTH2

P3 2 2 PTI 1+ (1 PTI) PTI3

P4 2 1PTI/1PE 1+ (1 PE) Pl4

P5 6 6 PTI 2+ (2 PTI) PTO5PTI5

P6 3 3 PTI 2+ (2 PTI) PTI6 PTM6

P7 2 2 PTI -

P8 2 2 PTI 1+ (1 PTI) PTI8

P9 1 1PTI -

P10 1 1PTI -

P11 1 1PTI -

P12 2 2 PTI -

P13 1 1PTI -

P14 2 2 PTI -

P15 2 2 PTI -

P16 2 2 PTI -

P17 1 1PTI -

P18 1 1PTI -

P19 2 2 PTI -

P20 9 2PTI/7PE -

P21 7 4 PTI/ 3PE 1+ (PE) P21

P22 6 3PTI/3PE -

TOTAL: 65 amostras 48 PTI /17 PE 13 amostras 13 isolados
positivas 10 PTI/3 PE

PTI - piscina térmica e interna; PE - piscina ndo-térmica e externa.



Figura 10 — Cistos ® e trofozoitos ® de Acanthamoeba em cultivo monoxénico.
Microscépio éptico (100X).
Fonte: Karin Caumo

v 5

L]
Figura 11 — Cistos ? e trofozoitos ® de Acanthamoeba em placa de agar néo-
nutriente com crescimento de fungo filamentoso °. Microscdpio dptico (100X).
Fonte: Laboratério de Parasitologia-UFRGS
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Figura 12 — Cultivo em meio liquido (PYG) de AVL
com a presenca de bactérias. Microscopio optico
invertido (1000X). Barra = 10um

Fonte: Karin Caumo

Figura 13 — Trofozoitos * ® de Acanthamoeba em cultivo axénico. Microscépio de
contraste de fase. Aumento de 1000X. Barra=5 pum.
Fonte: Karin Caumo

Vaérios estudos tém sido desenvolvidos em sistemas de &gua, rios e piscinas a fim de
determinar a abundancia de AVL em ambientes aquaticos relacionados a habitats humanos
(RADFORD et al. 1998; BOOTON et al. 2002; ETTINGER et al. 2003; SEAL et al. 2003).
Alguns autores relatam que os cistos destas amebas chegam até as piscinas por diversos
meios: através da agua de abastecimento, pelo ar ou até mesmo pelos proprios banhistas, uma

vez que elas estdo presentes no solo (Revisado em MUNOZ et al. 2003). Estudos realizados
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na Polénia demonstraram a presenga de AVL em 59,7% das amostras de agua coletadas de
piscinas na cidade de Szczecin (GORNIK & KUZNA-GRYGIEL, 2004). Na Finlandia, de 12
amostras de agua obtidas de piscinas, 4 foram positivas para AVL, com o isolamento dos
géneros: Acanthamoeba, Vexillifera, Flabellula, Hartmanella e Rugipes (VESALUOMA,
1995). Outro trabalho de isolamento de AVL relacionado a fontes de agua foi o realizado em
James River - EUA, onde um total de 330 amostras foi analisado, amebas de cinco géneros
distintos foram observadas em 43,3% das amostras (ETTINGER et al., 2003). No Brasil
existem alguns estudos da presenca de AVL em aguas de piscinas, como o realizado no
Distrito Federal por Alves (2006), onde de 33 amostras coletadas, 13 (39,39%) foram
positivas para AVL com a presenca dos géneros Naegleria, Acanthamoeba e Vannela. Moura
(1980) avaliou 10 piscinas de clubes da cidade do Rio de Janeiro durante um ano, e verificou
a presenca de AVL em todas as piscinas estudadas. Os géneros mais frequentemente isolados
foram: Acanthamoeba, Hartmannella, Naegleria, Vahlkampfia e Vannella. Chaves et al.
(1985), num estudo realizado entre 1981 e 1982 isolaram espécies de Acanthamoeba e
Naegleria além de outras AVL em aguas de piscinas na cidade de Campo Grande, no Mato
Grosso do Sul.

O estudo da presenca de AVL em fontes de agua para uso recreacional é claramente
importante na exposicdo de humanos a amebas potencialmente patogénicas representando um
fator de risco para usuarios suscetiveis ao desenvolvimento de ceratite, meningoencefalite,
encefalite amebiana granulomatosa, entre outras patologias causadas por estes protozoarios
(LORENZO-MORALES et al. 2005c).

4.2 Avaliacéo dos parametros fisico-quimicos da agua de piscinas

Os parametros fisico-quimicos da &agua das piscinas em estudo, tais como,
temperatura, pH e cloro residual livre, foram avaliados, com a finalidade de observar a
influéncia destes fatores na presenca de Acanthamoeba. Todas as piscinas avaliadas eram
cloradas e seguiam as especificacbes da legislacdo vigente da cidade de Porto Alegre,
Resolucdo N° 5/96 atualizada pela norma técnica N° 01/96. A média dos valores dos

parametros fisico-quimicos da agua das piscinas sdo apresentados na figura 14.
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Figura 14 - Médias dos valores correspondentes aos parametros fisico-quimicos da dgua de piscinas
térmicas e ndo-térmicas.

N&o foram observadas diferencas significativas entre amostras positivas para AVL e
amostras negativas pelos indicadores fisico-quimicos a partir do teste t Student a 5% de
probabilidade. Obteve-se para temperatura p= 0,8160, para pH p= 0,1319, para cloro p =
0,8227, observando-se que ndo houve influéncia da temperatura, do pH e do cloro na presenca
ou auséncia de AVL nas piscinas analisadas.

Os relatos sobre a influéncia da temperatura e do pH na deteccdo de AVL sédo
escassos. Entretanto, o que foi observado neste estudo esta de acordo com Silva & Rosa
(2003), os quais citaram que estas amebas sdo resistentes a importantes variagdes de
temperatura e de pH. Estudo realizado por Falchi (2006) em agua de diferentes pontos da
Laguna dos Patos em Rio Grande, RS, a temperatura (variacdo de 12 a 29°C, P>0,05) e o pH
(variacdo de 6 a 8, P>0.05) das aguas analisadas nao influenciaram na freqiiéncia de AVL dos
géneros em estudo, Acanthamoeba e Naegleria.

A respeito do uso de agentes desinfetantes como cloro, bromo e antiflingicos, estes sdo
muito eficazes para diminuir a flora bacteriana e micotica, porém sobre a populagdo amebiana
as concentracOes utilizadas ndo o sdo, visto que os cistos de Acanthamoeba sdo altamente

resistentes e podem sobreviver em até 50 ppm de cloro livre (KILVINGTON, 1991). No
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México, Rivera et al. (1993), demonstraram que a concentracdo de cloro comumente usada
em piscinas (0,5 a 1,5 mg/mL) ndo era suficiente para eliminar cistos de AVL. Alguns autores
afirmam ainda que o cloro possa favorecer o desenvolvimento de amebas, uma vez que
diminui a quantidade de fungos e algas que competem com as mesmas (GRIFFIN, 1972). A
concentracdo aceitavel de cloro livre nas piscinas na cidade de Porto Alegre, pela norma
vigente € de 1 a 1,5 mg/L. No presente estudo, evidenciou-se que estas concentracdes de cloro
recomendadas para o tratamento da agua de piscinas de clubes recreativos ndo sdo suficientes
para eliminar cistos vidveis de Acanthamoeba. Em nosso estudo, evidenciou-se que todas as
piscinas analisadas eram cloradas, com concentragdes variando entre 1 a 4 mg/L, o que
provavelmente inibiu a proliferacdo e a permanéncia de cistos de Naegleria, porém nao
influenciou na presenga de Acanthamoeba, uma vez que, dos 22 clubes analisados, 8 deles
foram positivos para este organismo. Cursons et al. (1980) observaram em um estudo, que 0
numero de isolados do género Acanthamoeba apos a desinfecgdo do ambiente com cloro, era
maior que o de Naegleria spp. indicando a maior resisténcia de Acanthamoeba, mostrando
que a concentracdo de cloro de aproximadamente 0,79 mg/L era suficiente para eliminar
organismos do género Naegleria. Em estudo realizado por Alves (2006) no Distrito Federal
(DF), as piscinas também eram cloradas, apesar de ndo terem realizado medidas para a
verificacdo de cloro, observa-se que ndo houve influéncia deste para a presenca de
protozoarios, uma vez que 39,39% das piscinas foram positivas para AVL com a presenca de
formas evolutivas do género Acanthamoeba, Naegleria e Vannella. Neste mesmo estudo, um
dos clubes analisados e que apresentou auséncia de AVL em suas piscinas, utilizava sal
grosso no tratamento da agua.

A caracteristica do género Acanthamoeba de encistar-se em condicdes adversas e 0
acumulo de sujidades trazidas pelo contato externo (ar, poeira e humanos) pode dificultar a
manutencdo adequada da desinfeccdo de piscinas em uma base continua. Para diminuir os
fatores de contaminacdo da dgua de piscinas quando a desinfecgdo € insuficiente, estas podem
ser limpas minuciosamente e regularmente para evitar a formacédo de biofilmes que podem
servir de alimento para as AVL por constituir-se em reduto de bactérias, fungos e matéria

organica.
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4.3 ldentificagdo Morfoldgica dos isolados de AVL

4.3.1 Teste de exflagelacéo

O teste de exflagelagéo foi negativo para os 13 isolados de AVL obtidos das amostras
de &gua de piscinas, indicando ndo haver nenhum isolado de Naegleria fowleri. O género
Naegleria possui como uma de suas caracteristicas, a capacidade de transformacdo do
trofozoito da forma amebdide para uma forma flagelada com dois flagelos anteriores,
podendo trés ou quatro flagelos serem vistos ocasionalmente, o que também pode ser
induzido “in vitro” quando submetidas a situacdes adversas como a privacdo de nutrientes
(VISVESVARA & SCHUSTER, 2008b). Esta transformacdo é um estagio transitorio e
acredita-se que esses flagelos sejam usados para que a ameba possa se dispersar pelo
ambiente em busca de condicbes favoraveis (SCHUSTER & VISVESVARA, 2004b).
Entretanto, espécies de Naegleria tém sido identificadas com base no sequenciamento de
DNA, pois a habilidade de se transformar na forma flagelada pode ser perdida (DE
JONCKHEERE, 2002). Estas informagdes nos fazem suspeitar da identificagdo morfoldgica e
partir para a confirmacdo molecular dos isolados. Uma explicacdo para a auséncia de
isolamento de Naegleria a partir das amostras analisadas neste trabalho pode ser devido a
fragilidade do género frente ao uso de desinfetantes, pois seus cistos podem sobreviver em
condicbes adversas, mas sdo mais vulnerdveis que os cistos de Acanthamoeba
(VISVESVARA & SCHUSTER, 2008b). De acordo com Mazur et al. (1995) a baixa
frequéncia de isolados de Naegleria fowleri em piscinas cloradas se deve a fraca habilidade de
sobrevivéncia de seus cistos, que ndo sobrevivem mais de seis meses, enguanto os cistos de
Acanthamoeba podem sobreviver por mais de 10 anos (GORNIK & KUZNA-GRYGIEL,
2004). No estudo realizado por Gornik & Kuzna-Grygiel (2004), em 72 amostras de agua de
piscinas analisadas, nenhum isolado de Naegleria foi identificado por andlise das
caracteristicas morfologicas e teste de exflagelagdo. O mesmo foi verificado nas piscinas
analisadas na Finlandia, em que também ndo se detectou a ocorréncia de AVL do género
Naegleria (VESALUOMA et al., 1995). Estes resultados estdo em concordancia com 0s

encontrados do presente estudo.
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No trabalho realizado por Alves (2006) no Distrito Federal, dentre os isolados
selecionados para a caracterizacdo morfolégica dos géneros, observou-se a maior freqliéncia
do género Naegleria nos isolados de &gua de piscinas, talvez porque as coletas tenham sido
realizadas na época de chuvas da regido, embora o género Acanthamoeba seja

reconhecidamente predominante em amostras ambientais.

4.3.2 Identificacdo morfoldgica de isolados de AVL do género Acanthamoeba

Todos os isolados de AVL obtidos a partir das amostras de adgua de piscinas foram
sugestivos de pertencer ao género Acanthamoeba de acordo com as caracteristicas
morfoldgicas (Tabela 4) (Figura 17 a 29). Os isolados apresentaram trofozoitos com
locomogdo lenta, citoplasma com zona periférica hialina, acantopddios ou filopodios,
nucléolo bem definido e a presenga de vacuolos pulsateis no citoplasma (Figura 15). As
medidas dos cistos e trofozoitos foram compativeis com o género, conforme descrito por
Schuster & Visvesvara, 2004a.

Neste trabalho empregou-se a classificacdo de Pussard & Pons (1977), que divide o
género Acanthamoeba em 3 grupos de acordo com caracteristicas do tamanho e dos aspectos
morfologicos gerais dos cistos. Os cistos foram caracterizados pela forma do endocisto e
ectocisto (Figural6). Nove isolados foram classificados como pertencentes ao grupo
morfologico Il e 4 isolados ao grupo morfolégico I1l. Nenhum isolado apresentou
caracteristicas do grupo I. No grupo Il estdo classificadas as espécies mais comumente
isoladas do ambiente (PAGE, 1967). Neste grupo estdo também as espécies de Acanthamoeba
responsaveis pela maioria dos casos de meningoencefalites e ceratites (STOTHART et al.,
1998). Os vacuolos pulsateis foram evidentes no citoplasma de todos os isolados e o tempo de
contracdo dos vacuolos, que desaparecem e reaparecem em intervalos de 45 a 50 segundos
para 0 género Acanthamoeba (DE CARLI, 2001), foi caracteristico para a maioria dos
isolados com excecdo de A. castellanii Neff (30010), PO1, PTI2 e PTI5 que apresentaram

tempos de contracGes inferiores ao intervalo mencionado.
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Figura 15 - Trofozoito caracteristico do género Acanthamoeba. (a)

acantopddios; (b) nucléolo; (c) ndcleo; (d) wvactolo pulsatil.

Microscépio de contraste de fase. Aumento de 1000X. Barra =5 pum
Fonte: Karin Caumo

e P

Figura 16 - Dupla parede dos Cistos de
Acanthamoeba. Ectocisto (seta branca) e endocisto (seta
preta). NUcleo evidente*. Microscépio de contraste de
fase. Aumento de 1000X. Barra =4 um.

Fonte: Karin Caumo
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Isolados ATCC Fontes Média Diametro Média Diametro Grupo Morfolégico Tempo de Contragéo de
dos Cistos® dos Trophozoites®  (Pussard & Pons, 1977)  Vacuolos® + DP
pum £ DP pm £ DP

A. castellanii Neff 30010 Solo 148+1,0 16,7+1,4 I 356+24

A. castellanii T4 50492 Ceratite 12,4+ 0,8 171+£1,5 I 49,6 + 3,8

PO1 AP 12,1+£0,7 16,2+2,3 I 40,8+ 1,9

PTAl AP 176+1,3 24,4+ 25 I 45,0+£2,2

PTA2 AP 11,2+04 198+14 I 50,2+£29

PTI2 AP 144 +0,3 223+1,3 Il 38,4122

PTH2 AP 149+0,5 22,320 Il 47,0+ 3,5

PTI3 AP 12,1+0,9 21,0+x1,4 Il 446 + 3,2

Pl4 AP 11,2+0,4 15,2+0,8 I 472+2,4

PTO5 AP 12,0+0,3 225+0,7 1 46,6 +1,8

PTI5 AP 129+11 21,2+24 1 354+1,3

PTI6 AP 119+0,5 21,113 1 49,8 +2,4

PTM6 AP 13815 23,821 1 48,0+ 1,6

PTI8 AP 12,8 + 0,6 236+13 Il 47,0£2,2

P21 AP 10,8 £ 0,7 165+1,5 I 50,0+£1,6

AP — Agua de piscina; DP — Desvio Padréo. *O estudo morfométrico foi determinado pela média da medida de 10 cistos e 10 trofozoitos de cada isolado. P A média do
tempo de contragdo dos vacuolos pulséteis foi estimado a partir da andlise de 5 trofozoitos de cada isolado.
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Figura 17 — Cistos de Acanthamoeba do Figura 18 - Trofozoitos de Acanthamoeba do

isolado PO1 corados com tricrémico. isolado PTI3 corados com tricrémico. Microscopio
Microscdpio optico 1000X; barra = 6 pum. optico 1000X; barra = 10 pum. c: cisto; t: trofozoito;
en: endocisto; ec: ectocisto. nu: nucleo.

Fonte: Karin Caumo Fonte Karin Caumo

Figura 19 — Cistos e trofozoitos de Acanthamoeba Figura 20 — Cistos e trofozoitos de
do isolado PTO5 corados com tricrémico. Acanthamoeba do isolado PTI5
Microscépio 6éptico 1000X; barra = 10 pm. corados com tricrémico. Microscopio

Fonte: Karin Caumo optico 1000X; barra = 6 pum.
Fonte: Karin Caumo

Figura 21 — Trofozoitos e cisto de Acanthamoeba Figura 22 — Cistos de Acanthamoeba do

do isolado PTM6 corados com tricrémico. isolado PTM6 corados com tricrémico.

Microscépio 6ptico 1000X; barra = 10 pum. Microscopio dptico 1000X; barra = 6 pum.
Fonte: Karin Caumo Fonte: Karin Caumo




60

Figura 23 — Trofozoitos de Acanthamoeba do Figura 24 - Cisto de

isolado P21. Microscopio de contraste de fase Acanthamoeba do isolado P21,

(400X); barra =9 pm. grupo Il. Microscépio de contraste
Fonte: Karin Caumo de fase (1000X); barra = 6 pm.

Fonte: Karin Caumo

Figura 25 - Isolado de Figura 26 — Isolado de Figura 27 — Isolado de

Acanthamoeba (PT16), cistos do Acanthamoeba (PTA2), cistos Acanthamoeba (PTI5),

grupo Il.  Microscopio de do grupo Il. Microscopio de cistos do grupo Il

contraste de fase (400X); barra = contraste de fase (1000X); barra Microscopio 6ptico 400X;

10 pum. =11 pm. barra = 12 pum. c: cisto; t:
Fonte: Karin Caumo Fonte: Karin Caumo trofozoito.

Fonte: Karin Caumo

Figura 28 — Isolado de Acanthamoeba Figura 29 — Isolado de Acanthamoeba
(PTI2), vcistos do grupo Il (PT18), cistos do grupo I11. Microscépio
Microscopio de contraste de fase de contraste de fase (1000X); barra = 6
(1000X); barra = 7um. pm.

Fonte: Karin Caumo Fonte: Karin Caumo
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Atualmente a classificacdo de espécies de Acanthamoeba tem sido realizada com
ferramentas moleculares (STOTHARD et al., 1998). Nao foi utilizada neste estudo a chave
dicotdmica de Page (1988) para a classificacdo dos isolados em nivel de espécie, uma vez
que, a caracterizagdo morfoldgica € pouco precisa, uma vez que a distingdo entre as espécies
é dificil de ser estabelecida com seguranca e o uso da morfologia como Unico critério
taxondmico é limitado pela variagdo da forma do cisto dentro de um clone (PAGE, 1988;
VISVESVARA, 1991; MARCIANO-CABRAL & CABRAL, 2003; SILVA & ROSA, 2003).

Os resultados encontrados no presente estudo sdo semelhantes aos resultados
encontrados mundialmente por muitos autores que isolaram cistos e trofozoitos de
Acanthamoeba a partir de agua de torneira, rios, piscinas, solo, poeira, entre outros ambientes
(RADFORD et al. 1998; BOOTON et al. 2002; ETTINGER et al. 2003; SEAL et al. 2003;
KILVINGTON et al. 2004; LORENZO-MORALES et al. 2005a), sendo 0 género mais
isolado, principalmente devido & resisténcia de seus cistos as variagdes ambientais
(BARBEAU & BUHLER, 2001; KHAN, 2003; SCHUSTER & VISVESVARA, 2004a). Na
Turquia, de 30 amostras de agua e solo analisadas, todos os isolados de AVL foram
classificados como pertencentes ao género Acanthamoeba, indicando claramente sua natureza
ubiquitaria (KILIC et al., 2004). A presenca de Acanthamoeba foi detectada em mais da
metade das piscinas analisadas na Polonia (GORNIK & KUZNA-GRYGIEL, 2004) devido a
resisténcia destas amebas a cloracdo e também a precipitacdo atmosférica e poluicdo organica
transportada por pessoas. J& na Finlandia, 8% das amostras foram positivas para o género
sendo a baixa ocorréncia justificada pela limpeza e desinfeccdo eficientes das piscinas
analisadas (VESALUOMA et al.,1995). Em um estudo de isolamento de AVL de piscinas
publicas realizado em 2003 em Santiago do Chile, de 64 amostras analisadas, 14 foram
positivas para AVL, sendo 3 isolados pertencentes ao género Acanthamoeba (MUNOZ et al.,
2003).

Na Laguna dos Patos em Rio Grande, RS, também foi observado a maior frequéncia
do género Acanthamoeba frente a outros protozoarios analisados em 12 pontos de coleta de
agua durante o periodo de doze meses, e foi observado que 11 dos 12 pontos analisados
estavam contaminados por Acanthamoeba spp. (91,7%) (FALCHI, 2006).
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Fontes de agua tanto para beber como para uso recreacional sdo claramente
importantes na exposicdo de humanos a Acanthamoeba e, provavelmente, para o
desenvolvimento de ceratite amebiana (LORENZO-MORALES et al., 2005c). Ruthes et al.
(2004) diagnosticaram conjuntivite por Acanthamoeba spp. em quatro pacientes do hospital
de olhos do Parana. Um dos pacientes ndo usava lentes de contato, mas semanalmente tomava
banho de piscina em um clube. Os autores sugeriram que este foi o fator que propiciou a
infeccdo ocular pelo protozoario.

A presenca de Acanthamoeba em piscinas pode ser explicada pela resisténcia de seus
cistos a cloracdo da agua, e a provavel limpeza e desinfec¢do insuficientes das instalagdes.
Estudos de AVL presentes em piscinas por De Jonckheere (1979a, 1979b) mostraram que as
amebas, especialmente o género Acanthamoeba, sdo provavelmente introduzidas na agua
através do solo e por humanos, ndo sendo encontradas permanentemente na agua clorada.
Como as piscinas sdo fontes de AVL muito dificeis de controlar, torna-se ainda mais
importante o estudo da presenca de AVL e a determinacdo do género e espécies existentes, a
fim de tomar as precaugdes pertinentes e eliminar ou diminuir a presenca destes organismos

que podem ser patogénicos ao homem.

4.4 Estudo da patogenicidade de isolados de Acanthamoeba por testes de tolerancia

O potencial patogénico dos isolados de piscinas obtidos neste estudo foi determinado
pelos testes de osmotolerancia e termotolerancia estabelecidos por Khan et al. (2001) (Tabela
5). Dos treze isolados do género Acanthamoeba submetidos a analise, todos exibiram
crescimento a temperatura de 37 °C e 0,5 M de manitol, nove isolados (69 %) cresceram a 42
°C e sete isolados (54 %) exibiram crescimento em alta concentracdo osmolar (1 M de
manitol). Todos os isolados que cresceram a 1 M de manitol e também cresceram a 42 °C (38
%) foram considerados potencialmente patogénicos (PO1, Pl4, PTI5, PTI6 e PTM6). Os
isolados que cresceram a 42 °C e ndo cresceram a 1 M de manitol (23 %) (PTI2, PTH2 e
PTI3) ou cresceram a 1 M de manitol e ndo cresceram a 42 °C (8 %) (PTI8) foram
considerados com potencial patogénico baixo, e 0s que ndo cresceram a 42 °C e 1 M de
manitol (31 %) foram considerados ndo-patogénicos (PTAL, PTA2, PTOS5 e P21).



Tabela 5 - Diferenciacdo da patogenicidade de isolados de Acanthamoeba por testes de tolerancia

Isolados ATCC Temperatura de Crescimento em Patogenicidade*
crescimento Manitol
37°C 42°C 05M 1M
A. castellanii Neff (30010) +++ - ++ - Né&o- patogénico
A. castellanii T4 (50492) +++ ++ +++ ++ Potencialmente Patogénico
PO1 ++ + +++ + Potencialmente Patogénico
PTAL +++ - +++ - N&o-patogénico
PTA2 +++ - +++ - N&o-patogénico
PTI2 +++ ++ +++ - Baixo potencial patogénico
PTH2 +++ ++ +++ - Baixo potencial patogénico
PTI3 +++ ++ ++ - Baixo potencial patogénico
P14 +++ + +++ ++ Potencialmente Patogénico
PTO5 +++ - ++ - N&o-patogénico
PTI5 +++ ++ +++ ++ Potencialmente patogénico
PTI6 +++ + +++ +++ Potencialmente patogénico
PTM6 +++ +++ +++ +++ Potencialmente patogénico
PTI8 +++ - +++ ++ Baixo potencial patogénico
P21 +++ - +++ - Nao- patogénico

(-) auséncia de crescimento de Acanthamoeba; (+) 1 a 15 cistos e/ou trofozoitos; (++) 16 a 30 cistos e/ou trofozoitos, e (+++) > 30 cistos e/ou
trofozoitos. Avaliagdo feita em cinco campos microscopicos (100X).
*Critérios estabelecidos por Khan et al., 2001.
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Os isolados de referéncia da ATCC utilizados como controle nestes experimentos
apresentaram os resultados esperados, uma vez que, A. castellanii Neff (ATCC 30010), ndo
patogénica, ndo cresceu em concentracdo osmolar (1M de manitol) e temperatura elevadas
(42°C), enquanto A. castellanii T4 (ATCC 50492), obtida de um caso de ceratite, cresceu nessas
condi¢des, indicando seu potencial patogénico. Todos os isolados permaneceram viaveis quando
submetidos ao teste de viabilidade.

A variacdo do crescimento dos isolados em concentragdo osmolar e temperatura
aumentadas pode estar relacionada a viruléncia, uma vez que, um isolado considerado
potencialmente patogénico pode ser mais ou menos virulento dependendo de sua capacidade de
adaptacdo e viabilidade nos tecidos do hospedeiro, que sdo fatores relacionados ao
desenvolvimento da patolologia. Isto indica, por exemplo, que o isolado PTM6, que apresentou
crescimento de mais de trinta cistos, e ou trofozoitos por campo microscépico (+++) nos testes de
tolerancia, talvez seja mais virulento que o isolado PO1(+).

Alguns trabalhos tém mostrado que isolados patogénicos de Acanthamoeba exibem
crescimento a temperatura e osmolaridade aumentadas (DE JONCKHEERE, 1983; KHAN et al.,
2002) e estes determinantes podem ser usados na diferenciacdo e previa caracterizacdo de
isolados clinicos e ambientais correlacionados a testes de efeito citopatico (KHAN et al., 2001).
Embora alguns isolados ambientais, tais como alguns dos isolados analisados neste trabalho,
possam ndo ser patogénicos, eles tém grande importancia epidemioldgica, uma vez que, podem
ser veiculos de bactérias patogénicas como Pseudomonas aeruginosa e Legionella pneumophila,
entre outros (BARKER & BROWN, 1994).

O aquecimento global tem causado preocupacdo em relacdo ao aumento de infecgdes e
doencas parasitarias, incluindo as patologias causadas por amebas de vida livre (COOK, 1992;
PATZ et al., 2000). O aumento da temperatura do ambiente pode realcar o crescimento de
espécies termotolerantes, que podem ser melhor adaptadas a infeccbes humanas e outros
mamiferos. Alguns trabalhos relatam que isolados de Acanthamoeba ndo-virulentos e ndo-
patogénicos sdo incapazes de crescer a temperaturas superiores a 37 °C (VISVESVARA, 1980;
DE JONCKHEERE, 1991). Entretanto, sdo também reportados casos de isolamento de amebas
ndo-patogénicas, tolerantes a altas temperaturas, indicando que outros fatores além da tolerancia
a temperatura tém um importante papel na determinagdo da patogenicidade destas amebas (DE
JONCKHEERE et al., 1977; STEVENS et al., 1980). Em estudo realizado por Hong et al.



65

(2000), 60% dos isolados de &gua de torneira foram osmotolerantes e termotolerantes, mas

somente 20% mostraram a expressao de serino-protease que é indicativo de viruléncia.

4.5 ldentificagdo molecular dos isolados de Acanthamoeba

4.5.1 Confirmacéo do género Acanthamoeba por Reacéo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Os 13 isolados obtidos no presente estudo caracterizados morfologicamente como
pertencentes ao género Acanthamoeba foram confirmados por PCR. O produto de amplificacéo
esperado de 229 pb foi observado em todos os isolados incluindo os controles positivos de
Acanthamoeba castellanii Neff e T4 (ATCC 30010 e 50492) (Figura 30).

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18
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Figura 30 — Analise molecular do gene 18S ssu rDNA. (1) Marcador
de peso molecular (50 bp), (2) Controle negativo, (3) E.coli (ATCC
25922), (4) A. castellanii T4 (ATCC 50492), (5) A. castellanii Neff
(ATCC 30010), (6) PO1, (7) PTAL, (8) PTA2, (9) PTI2, (10) PTH2,
(11) PTI3, (12) PI4, (13) PTOS, (14) PTI5, (15) PTI6, (16) PTMS, (17)
PTI8, (18) P21.
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Segundo Mathers et al. (2000) e Tsvetkova et al. (2004), a PCR é sensivel e especifica
para a deteccdo de AVL e é usada para o diagnostico confirmatério de infecgdo e diagndstico
ambiental. A fim de complementar os testes convencionais para diferenciacdo de AVL, o
diagndstico por PCR utilizando oligonucleotideos género-especifico de seqiiéncias 18S do rDNA
tem sido realizado por diversos pesquisadores na identificacdo de Acanthamoeba de varias fontes
ambientais (HOWE et al., 1997; MATHERS et al., 2000; SCHOROEDER et al., 2001;
BOOTON et al., 2002), Naegleria fowleri (MCLAUGHLIN et al., 1991; KILVINGTON &
BEECHING, 1995; LEDEE et al., 1998) e Hartmanella (TSVETKOVA et al., 2004).

A determinacdo correta da taxonomia dentro do género é um fator essencial para que se
possa chegar a generalizacdes e conclusdes acerca da ecologia, patogenicidade e epidemiologia,
relacionadas a qualquer patdgeno, uma vez que a falta de linhagens bem definidas causa grandes
equivocos na comparacéo de diversos casos estudados. Varios pesquisadores tém reportado o uso
de culturas de isolados clinicos para confirmar a presenca de Acanthamoeba por PCR. Devido ao
grande nimero de organismos avaliados a partir de culturas, este método mostra-se superior para
a confirmacdo do género. Em nosso estudo 100% dos isolados analisados foram positivos por
PCR para o género Acanthamoeba, isto se deve provavelmente a uma quantidade suficiente e a
qualidade do DNA extraido para a realizacdo deste trabalho a partir de culturas axénicas.
Entretanto, para Mathers et al. (2000), a taxa de detec¢do de organismos de Acanthamoeba por
PCR foi de 90% em suspenséo celular contendo aproximadamente 1 a 5 organismos para cada 10

pL, indicando uma sensibilidade proxima a um organismo.

4.5.2 Caracterizacao de isolados do género Acanthamoeba por RAPD

Para a caracterizacdo molecular dos isolados de Acanthamoeba pela técnica de RAPD,
inicialmente foram investigados os padrGes de DNA resultantes da utilizacdo de 10
oligonucleotideos iniciadores a fim de selecionar os que gerassem um perfil monomérfico ou

polimdrfico para todos os isolados em estudo. Baseado no nimero, intensidade, reprodutibilidade
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e potencial de discriminacdo dos produtos amplificados, quatro oligonucleotideos iniciadores
(OPC 05, OPC 06, OPC 09 e OPC 10) foram selecionados para as analises (Tabela 2).

A partir dos resultados das analises de RAPD com os quatro oligonucleotideos iniciadores
selecionados (Figuras 31 a 34), 100 fragmentos foram considerados e combinados para calcular
uma matriz de similaridade genética pelo Coeficiente de Jaccard (APENDICE A). A partir da
matriz de similaridade, um dendrograma (Figura 35) foi construido pelo Método da Ligagdo
Me¢édia (“Average Linkage”) que utiliza a média da distancia entre os isolados de cada grupo

(APENDICE B).

9 10 11 12 13 14 15 16 17

Figura 31 — Perfis de RAPD de 15 isolados de Acanthamoeba obtidos com o
oligonucleotideo iniciador OPC 05. (1) Marcador de peso molecular (50 bp), (2)
Controle negativo, (3) A. castellanii Neff (ATCC 30010), (4) A. castellanii T4 (ATCC
50492), (5) PO, (6) PTAL, (7) PTA2, (8) PTI2, (9) PTH2, (10) PTI3, (11) Pl4, (12)
PTO5, (13) PTI5; (14) PTI6; (15) PTMS, (16) PTI8, (17) P21.
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Figura 32 - Perfis de RAPD de 15 isolados de Acanthamoeba obtidos com o
oligonucleotideo iniciador OPC 06. (1) Marcador de peso molecular (50 bp), (2) Controle
negativo, (3) A. castellanii Neff (ATCC 30010), (4) A. castellanii T4 (ATCC 50492), (5) PO1,
(6) PTAL, (7) PTA2, (8) PTI2, (9) PTH2, (10) PTI3, (11) PI4, (12) PTO5, (13) PTI5; (14)
PTI6; (15) PTMS, (16) PTI8, (17) P21.

Figura 33 — Perfis de RAPD de 15 isolados de Acanthamoeba obtidos com o
oligonucleotideo iniciador OPC 09. (1) Marcador de peso molecular (50 bp), (2)
Controle negativo, (3) A. castellanii Neff (ATCC 30010), (4) A. castellanii T4 (ATCC
50492), (5) PO1, (6) PTAL, (7) PTA2, (8) PTI2, (9) PTH2, (10) PTI3, (11) PI4, (12)
PTO5, (13) PTI5; (14) PTI6; (15) PTMS, (16) PTI8, (17) P21.
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Figura 34 — Perfis de RAPD de 15 isolados de Acanthamoeba obtidos com o
oligonucleotideo iniciador OPC 10. (1) Marcador de peso molecular (50 bp), (2)
Controle negativo, (3) A. castellanii Neff (ATCC 30010), (4) A. castellanii T4 (ATCC
50492), (5) PO1, (6) PTAL, (7) PTA2, (8) PTI2, (9) PTH2, (10) PTI3, (11) PI4, (12)
PTO5, (13) PTIS5; (14) PTI6; (15) PTMS, (16) PTI8, (17) P21.
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Figura 35 — Dendograma obtido a partir dos valores de similaridade genética por RAPD utilizando o
Coeficiente de Jaccard e a analise de agrupamento pelo Método de Ligacdo Média entre os isolados de
piscinas do género Acanthamoeba e isolados de referéncia - A. castellanii Neff (ATCC 30010) e A. castellanii
T4 (50492).
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A comparacao dos perfis de RAPD dos diferentes isolados permitiu estimar a similaridade
genética entre eles, além de evidenciar o alto nivel de variabilidade genética presente no género
Acanthamoeba, conforme observado na literatura (STOTHARD et al., 1998). Quatro grupos
foram formados a partir da analise de agrupamento pelo método hierarquico de ligacdo média
(“Average Linkage”). No primeiro grupo (G1), com similaridade méxima de 0,55263 estdo os
isolados de referéncia A. castellanii Neff (ATCC 30010), A. castellanii T4 (ATCC 50492) e os
isolados PTA1, PTH2, PTI3, PTA2 e PTI2. O segundo grupo (G2), com similaridade méaxima de
0,46875 reuniu os isolados Pl4, PTI6, PTO5 e PTI5. O grupo trés (G3), com similaridade
maxima de 0,42857 reuniu os isolados PO1, PTM6 e P21 e no grupo quatro (G4) encontra-se o
isolado PTI8 com similaridade maxima de 0,22500 e ndo agrupado aos outros isolados.

As caracteristicas fenotipicas dos isolados por grupo morfologico (PUSSARD & PONS,
1977) (Tabela 4) e testes de tolerancia, tais como, termotolerancia e osmotolerancia (KHAN et
al., 2001) (Tabela 5) foram utilizadas para corroborar os resultados obtidos a partir dos perfis de
RAPD.

O G1 foi dividido em trés subgrupos (A, B e C). No subgrupo A encontramos os isolados
A. castellanii Neff (ATCC 30010), A. castellanii T4 (50492) e o PTA2. A similaridade maxima
entre estes isolados foi de 0,41379. O isolado PTA2 encontra-se mais proximo ao isolado A.
castellanii Neff (ATCC 30010) quando comparado a A. castellanii T4 (ATCC 50492) com
similaridade de 0,37931. Observou-se que o0s isolados do subgrupo A foram classificados por
critérios morfologicos como pertencentes ao grupo morfologico 11, entretanto, nos testes de
tolerancia o isolado PTA2 apresentou comportamento semelhante ao isolado de referéncia A.
castellanii Neff (ATCC 30010), ndo patogénico e talvez por isso encontram-se mais
proximamente relacionados, de acordo com a similaridade dos padrdes de amplificacdo. Sugere-
se que o isolado PTA2 pertenca a mesma espécie dos isolados de referéncia pelas caracteristicas
genotipicas e fenotipicas apresentadas.

No subgrupo B do G1 encontramos os isolados PTAL1, PTH2 e PTI3 agrupados com
similaridade maxima de 0,55262. Os isolados PTH2 e PTI3 foram classificados como
pertencentes ao grupo morfoldgico Ill, enquanto o isolado PTAl ao grupo morfologico II.
Entretanto, conforme citado anteriormente, as caracteristicas dos cistos sdo muito variaveis

conforme o ambiente e as condi¢bes de cultura, o que poderd causar pleomorfismo e,
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consequentemente, de determinagdo muito subjetiva. Conforme descrito por Walochnik et al.
(2000) existe uma determinada dificuldade em diferenciar os grupos morfoldgicos Il e 111, devido
a proximidade entre eles por apresentarem cistos com tamanhos inferiores a 18 um. No grupo Il11,
a morfologia dos cistos é descrita como arredondada e sem bragos no endocisto, enquanto no
grupo Il encontram-se cisto que possuem de 4 a 7 bragos, mas também cistos sem nenhum braco.
Durante a identificacdo morfologica pode ter ocorrido uma superposicdo na classificacdo de
cistos que ndo possuem bracgos do grupo Il e os cistos do grupo 111 ou mesmo poderia haver mais
de uma populacdo de espécies de Acanthamoeba nos isolados. Quanto ao estudo da
patogénicidade destes isolados, pelos testes de tolerancia, PTH2 e PTI3 foram considerados
isolados com baixo potencial patogénico, uma vez que, 0s dois apresentaram-se termotolerantes
(cresceram a 42 °C) entretanto, ndo cresceram a 1 M de manitol, enquanto o isolado PTAL
considerado ndo-patogénico, ndo cresceu nas condigdes de 42 °C e 1 M de manitol.

O isolado PTI2 pertencente ao subgrupo C apresentou-se mais distante em relacdo aos
outros isolados do G1, com similaridade méaxima de 0,32432. Observou-se que no G1 os trés
isolados de piscinas do grupo morfolégico Il (PTI2, PTH2 e PTI3) apresentaram as mesmas
caracteristicas nos testes de tolerancia. Os isolados PTI2, PTH2 e PTA2 foram obtidos de
piscinas térmicas do mesmo clube, o que faz pensar que estes isolados possam ser clones,
provavelmente originados de um mesmo organismo e carreados de uma piscina para a outra.
Sugere-se que os isolados do G1 possam pertencer a espécie de Acanthamoeba castellanii por
terem sido agrupados aos isolados de referéncia (ATCC 30010 e ATCC 50492) de acordo com 0s
perfis de amplificacéo.

O G2 formado por quatro isolados, PTI6, PTO5 e PTI5 obtidos de agua de piscinas
térmicas e PI4 de piscina ndo-térmica foi dividido em dois subgrupos (A e B). No subgrupo A,
encontram-se os isolados P14 e PTI6, com similaridade de 0,46875, enquanto o subgrupo B,
formado por PTO5 e PTI5 apresentou similaridade de 0,36842. Todos estes isolados foram
classificados como pertencentes ao grupo morfoldgico Il. Os isolados P14 e PTI6, obtidos de
clubes diferentes, além de apresentarem perfil genotipico semelhantes, também foram tolerantes a
alta temperatura (42 °C) e alta osmolaridade (1 M de manitol) e considerados como

potencialmente patogénicos, o0 que pode sugerir pertencerem a mesma espécie.
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J& os isolados PTO5 e PTI5 obtidos de amostras de aguas de piscinas térmicas do mesmo
clube e classificados como grupo morfoldgico Il, apresentaram caracteristicas distintas quando
avaliados pelos testes de tolerancia. O isolado PTO5 foi considerado ndo-patogénico, pois néo
cresceu a temperatura de 42 °C e a 1 M de manitol, enquanto o isolado PTI5 cresceu nestas
condicdes. Representantes de uma mesma espécie podem diferir entre si quanto a patogenicidade
e varios fatores estdo relacionados a viruléncia de isolados de Acanthamoeba (DE
JONCKHEERE, 1980; WALOCHNIK et al., 2000; KHAN, 2006; DA ROCHA-AZEVEDO &
SILVA-FILHO, 2007). No caso do isolado PTI5, os oligonucleotideos iniciadores utilizados no
presente estudo talvez ndo tenham se anelado as regifes responsaveis pela patogenicidade deste
isolado, o que talvez pudesse diferencia-lo de PTOS5, ou ainda, as caracteristicas fenotipicas de
patogenicidade do isolado PTO5 poderiam ser inibidas por bactérias e virus presentes no interior
destas amebas. Sabe-se que bactérias no interior de amebas podem tornar-se mais virulentas,
entretanto o resultado dessa interacdo em relacdo a patogenicidade das amebas ainda é
desconhecido (MARCIANO-CABRAL & CABRAL, 2003; MOLMERET et al., 2005). Para
alguns eucariotos, como, por exemplo, o Metharizium anisopliae, a presenca de virus no seu
interior, podera alterar a sua patogenicidade (LEAL et al., 1994). Wang & Nuss (1995)
demonstraram a interferéncia de genes virais no fenotipo de um fungo fitopatogénico causando
uma hipoviruléncia mediada pelo dsRNA viral.

Bacterias endossimbiontes e virus, mesmo em culturas axénicas, podem ser encontrados
em varios isolados de amebas. Esses organismos que sobrevivem no interior das amebas séo,
entre outros fatores, importantes por causa da influéncia que sua presenca pode ter em estudos do
DNA da Acanthamoeba. Alguns estudos demonstram que 0 DNA viral pode estar integrado ao
genoma da ameba (BYERS, 1986; KHAN, 2006). Enterovirus podem ser encontrados em
ambientes aquaticos e semelhantes a Acanthamoeba podem ser isolados de altas temperaturas (37
°C), como € o caso do virus Coxsackie B (virus de RNA), que depois da adesdo na superficie da
Acanthamoeba, e internalizacdo de virions por trofozoitos, sobrevivem mantendo sua
infectividade independente da dindmica de replicacdo da ameba e encistamento (MATTANA et
al., 2006).

No G3 foram agrupados dois isolados de piscinas externas (POl e P21) e um isolado de

piscina interna (PTM®6), todos classificados como grupo morfolégico I1. Os isolados PTM6 e P21
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foram agrupados com coeficiente de similaridade de 0,42857, enquanto o isolado PO1 apresentou
uma similaridade méxima de 0,20690 em relacdo aos isolados PTM6 e P21. Os isolados PTM6 e
PO1 foram classificados como potencialmente patogénicos, enquanto o isolado P21 considerado
ndo patogénico. PO1 e P21 foram isolados do mesmo clube (piscinas externas) em periodos
sazonais diferentes. Sugere-se que possam ser organismos originados de um mesmo clone e
estejam presentes na agua destas piscinas mesmo que em épocas diferentes.

O isolado PTI8 foi agrupado separadamente dos demais isolados no G4, pois apresentou
um perfil genotipico completamente diferente dos demais pelas anélises de RAPD. Este isolado
foi classificado ao grupo morfol6gico IlI, entretanto diferente de todos os isolados do grupo
morfolégico Il considerados no estudo, que foram classificados como isolados com baixo
potencial patogénico por serem apenas termotolerantes (crescimento a 42 °C), o isolado PTI8
também apresentou baixo potencial patogénico, entretanto foi apenas osmotolerante (crescimento
a 1 M de manitol).

Utilizando-se a técnica de RAPD foi possivel relacionar o padrdo de amplificacdo de
alguns isolados com a origem das amostras. Observou-se que a maioria dos isolados obtidos de
um mesmo clube, mas de piscinas diferentes, foram similares geneticamente, como os isolados
PTA2, PTH2 e PTI2 (G1), PTO5 e PTI5 (G2), P21 e PO1 (G3), exceto os isolados PT16 e PTM6
que apresentaram padrbes de amplificacdo distintos e por isso apresentaram um coeficiente de
similaridade de 0,08333 e ficaram em grupos separados.

Em contraste aos isolados do G1, que se agruparam aos isolados A. castellanii Neff
(ATCC 30010) e A. castellanii T4 (ATCC 50492), os outros isolados de piscinas ndo puderam
ser identificados ou agrupados com isolados de referéncia da ATCC, sugerindo que eles
pertencam a outras espécies de Acanthamoeba. De acordo com Kong & Chung (1996), isolados
de Acanthamoeba obtidos de diferentes fontes e em fase inicial de caracterizacdo, podem ser
analisados utilizando isolados de referéncia para confirmacédo de sua validade taxonémica.

Alguns estudos semelhantes de caracterizacdo de isolados de Acanthamoeba baseados em
analises de RAPD ja foram realizados. Manaf et al. (2006) caracterizaram por RAPD isolados
clinicos e ambientais de Acanthamoeba obtidos a partir do cérebro, cdrnea, agua de torneira e rios
juntamente com os isolados de referéncia A. castellanii - CCAP 1501/2A, A. polyphaga - CCAP
1501/3A e Hartmanella vermiformis (CCAP 1534/7B). Os autores observaram uma grande
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diversidade entre os isolados de Acanthamoeba e obtiveram a formagéo de trés grupos, sendo um
isolado clinico relacionado aos isolados de referéncia do género Acanthamoeba, e 0s outros
isolados do género formando um grupo que reuniu todos os isolados obtidos da mesma fonte
(rios) incluindo os isolados de &gua de torneira e cornea. O isolado Hartmanella vermiformis
formou um subgrupo sozinho, néo relacionado ao género Acanthamoeba.

Isolados de ceratite amebiana obtidos de casos humanos no Brasil, também foram
submetidos a um estudo de caracterizacdo por RAPD correlacionados as caracteristicas
morfologicas dos cistos. O método de RAPD evidenciou a alta variabilidade genética dos
isolados do género Acanthamoeba, entretanto permitiu o agrupamento de alguns isolados mais
proximamente relacionados, de acordo com a similaridade dos padrdes de amplificacéo,
especialmente entre os isolados brasileiros de ulcera de cornea. Os isolados obtidos da ATCC
classificados, por critérios morfologicos, como espécies de grupos morfoldgicos diferentes (A.
castellanii, A. polyphaga, pertencentes ao grupo morfologico 11, e a A. royreba, pertencente ao
grupo morfoldgico I11) foram muito similares, enquanto quatro isolados, classificados com uma
mesma espécie (A. polyphaga), apresentaram sempre padrdes bastante distintos (ALVES et al.,
2000).

Ortega-Rivas et al. (2003, 2004 e 2005), aplicaram a tecnica de RAPD para a
diferenciacdo de espécies de Acanthamoeba. Seus dados demonstraram a habilidade das analises
de RAPD em atribuir marcadores genéticos especificos para a identificacdo de isolados de
Acanthamoeba. Os autores observaram padrdes de bandas distintos e repetitivos para as espécies
de A. divionensis, A. polyphaga e A. astronyxis. Os fragmentos caracteristicos para cada espécie
foram selecionados como possiveis marcadores espécie-especifico, posteriormente purificados,
testados por hibridizacdo e seqiienciados. Um par de oligonucleotideo especifico para cada
espécie foi desenhado e posteriormente testado para isolados clinicos e ambientais, demonstrando
que o RAPD pode ser atil como uma ferramenta no diagnostico de espécies de Acanthamoeba.

Im & Shin (2003), descreveram a identificacdo em nivel de espécie de um isolado de
Acanthamoeba obtido na Coréia a partir de um peixe de agua doce. Baseados nas caracteristicas
morfoldgicas, bioquimicas e moleculares o isolado foi identificado como uma nova espécie.
Entretanto ndo foi possivel diferenciar o isolado em estudo pela técnica de RAPD. Os autores

observaram a partir do dendrograma a formacéao de dois grupos pelos perfis de RAPD. Um grupo
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formado por A. hatchetti, A. triangularis e trés isolados coreanos incluindo o isolado em estudo e
o0 outro formado pelos isolados A. culbertsoni, A. polyphaga e outro isolado coreano. Entretanto
por PCR-RFLP, conseguiu-se diferenciar o isolado em estudo dos demais isolados de referéncia
com base nas distancias filogenéticas.

O método de RAPD também tem sido extensivamente usado para avaliar diferengas
genéticas entre outros organismos da area de parasitologia. Dias Neto (1993) confirmou a
utilidade da técnica de RAPD para a segregacdo e identificacdo de linhagens e espécies de
parasitos do género Schistosoma sp. Também Singh (1997), afirmou que essa técnica permite
analise da variacdo genética e a obtencdo de identificadores de diversas linhagens de parasitas,
como Leishmania sp., Cryptosporidium sp., tripanosomas e Giardia sp.

Para Giardia lamblia, Pelayo et al. (2003) utilizaram a técnica de RAPD com sucesso
para demonstrar a correlacdo entre as caracteristicas genéticas e 0 comportamento
epidemiologico e clinico do protozoario, ou seja, distinguir caracteristicas fenotipicas com uma
ferramenta de Biologia Molecular. Isolados de Entamoeba histolytica do norte da india, foram
caracterizados por RAPD e revelaram a presenca de consideravel polimorfismo genético entre si
(PRAKASH et al., 2004). Diferencas genotipicas entre isolados de E. histolytica foram também
obtidas por RAPD a partir da analise do perfil eletroforético do gel e revelou alguns marcadores
polimérficos que poderiam ser usados na caracterizacao individual dos isolados. Os resultados
obtidos por RAPD permitiram a distincdo dos isolados obtidos de pacientes sintomaticos e
assintomaticos, aléem de correlacionar o polimorfismo exibido com a viruléncia dos mesmos
(VALLE et al., 2000).

A concordancia entre os resultados obtidos por RAPD correlacionados as caracteristicas
fenotipicas permitiram o agrupamento e caracterizacao inicial dos isolados de Acanthamoeba de
amostras de agua de piscinas de clubes de Porto Alegre, RS. Os dados obtidos neste trabalho
demonstram que a analise de RAPD pode atribuir marcas genéticas especificas para isolados
indistinguiveis morfologicamente ou proximamente relacionados. Este método mostrou ser Util
na caracterizacdo dos isolados em estudo e provou ser um método rapido e informativo para a

determinacdo da relacdo genética entre isolados diferentes.
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5 CONCLUSOES

AVL do género Acanthamoeba foram isoladas da &gua de piscinas de diversos clubes da
cidade de Porto Alegre, RS.

O emprego das técnicas tradicionais permitiu o isolamento priméario e o cultivo das
amebas de vida livre isoladas. O sucesso na axenizagdo dos isolados neste trabalho abre novas
perspectivas para outros estudos como a analise de proteases, patogenicidade e estudo genético,
sem a interferéncia de bactérias.

Os isolados foram identificados por sua morfologia e por PCR como pertencentes ao
género Acanthamoeba e através da anélise morfoldgica foram caracterizados como pertencentes a
dois grupos taxonémicos Il e Il1.

Os marcadores de patogenicidade utilizados para a caracterizagdo inicial dos isolados
atraves dos testes de osmotolerancia e termotolerancia, demonstraram a possivel presenca de
isolados potencialmente patogénicos nas dguas das piscinas analisadas.

A andlise por PCR foi conclusiva. Os fragmentos amplificados apresentaram o tamanho
esperado conforme o par de oligonucleotideos iniciadores género-especifico utilizados.

A técnica molecular de RAPD mostrou-se util na caracterizacdo genética dos isolados de
Acanthamoeba, pois identificou um elevado grau de similaridade entre alguns isolados
provenientes de diferentes clubes e piscinas e isolados de referéncia da ATCC e possibilitou a
formacdo de quatro grupos conforme os perfis de amplificacdo. Os resultados obtidos por RAPD
permitiram relacionar as variabilidades genotipicas com as fenotipicas.

As informacBes que foram geradas por este trabalho, poderdo auxiliar em estudos
posteriores para o entendimento sobre a epidemiologia ou a ecologia do género, determinacgéo das
espécies e genotipos mais comuns nos diferentes ambientes e quais isolados causam
determinados tipos de patologias, ou ainda quais deles sdo mais comuns em diferentes tipos de
ambientes, bem como no desenvolvimento de outros estudos para esclarecer questdes referentes a

identificacdo, mecanismos de patogenicidade e filogenia.
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7 APENDICES

APENDICE A — Matriz do coeficiente de similaridade de Jaccard obtido entre os isolados de Acanthamoeba nas analises de RAPD.
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ISOLADOS T4 NEFF PO1 PAl PA2 P12 PH2 P13 Pl4 PO5 PTS Pl6 PM6 PI8 P7
T4 1,00000

NEFF 0,34483 1,00000

PO1 0,05556 0,18182 1,00000

PTA1 0,28205 0,27500 0,25000 1,00000

PTA2 0,37931 0,41379 0,14286 0,20930 1,00000

PTI2 0,18182 0,21212 0,18182 0,15909 0,32258 1,00000

PTH2 0,34286 0,37143 0,30556 0,55263 0,32432 0,33333 1,00000

PTI3 0,30000 0,39474 0,15556 0,45455 0,31707 0,26190 0,52500 1,00000

Pl4 0,22857 0,18919 0,16216 0,25000 0,21622 0,22222 0,26829 0,23913 1,00000

PTOS5 0,08000 0,16667 0,17391 0,18182 0,16000 0,16667 0,20000 0,17143 0,28000 1,00000

PTI5 0,32143 0,26667 0,19355 0,32432 0,30000 0,18750 0,35294 0,24390 0,44828 0,36842 1,00000

PTI6 0,10526 0,10256 0,13514 0,14894 0,10000 0,13158 0,15909 0,12000 0,46875 0,19231 0,24242 1,00000

PTM6 0,12903 0,24138 0,20690 0,17500 0,19355 0,20000 0,33333 0,19512 0,08108 0,09091 0,13333 0,08333 1,00000

PTI8 0,15789 0,09756 0,07317 0,16667 0,06977 0,15385 0,15217 0,20833 0,22500 0,17857 0,19444 0,14286 0,07895 1,00000
P21 0,06452 0,13333 0,17857 0,15385 0,16667 0,21429 0,20000 0,14634 0,11765 0,04762 0,14286 0,12121 0,42857 0,05405 1,00000




APENDICE B — Método da Ligagdo Média (Average Linkage)

Anélise de Agrupamento — Média de ligagdo entre
0s grupos analisados

N° do Cluster Isolados agrupados Distancia

14 PTA1 PTH2  0,5651
13 CL14 PTI3 0,6461
12 P14 PTI6 0,6711
11 PTM6 P21 0,7218
10 NEFF*  PTA2  0,7405
9 PTO5 PTI5 0,7978
8 T4" CL10  0,8061
7 CL8 CL13  0,8703
6 CL12 CL9 0,9041
5 CL7 PTI2 0,9572
4 CL5 CL6 1,0144
3 PTO1 CL11  1,0199
2 CL4 CL3 1,0633
1 CL2 PTI8 1,089

Neff®- A. castellanii Neff (ATCC 30010) T4°- A. castellanii T4
(ATCC 50492)
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8 ANEXOS

ANEXO A - Meios de cultura e soluctes utilizadas

8.1 Solugéo Salina de Page

120 mg de cloreto de sédio (NaCl)

4 mg de sulfato de Magnésio (MgSO,. 7 H,0)

142 mg de hidrogenofodfato dissodico anidro (Na;HPO,)
136 mg de diidrogenofosfato de Potassio (KH2PO,)

4 mg de cloreto de célcio (CaCl, . 2H,0)

Agua destilada ¢.s.p 1000 mL

Preparo: Todos os componentes forma dissolvidos na ordem apresentada, com
excecdo do CaCl, que foi dissolvido separadamente a adicionado posterior ao resfriamento da
solugdo. O pH foi ajustado em 6,5 + 0,2 e a solucdo esterilizada por autoclavagem (121 °C

por 15 min).

8.2 Agar ndo-nutriente (ANN)

100 mL de solucéo salina de Page (1X)

1,59 de agar

Preparo: O agar foi dissolvido em 100 mL da solucédo salina, aquecido até a completa

dissolucéo e esterilizado por autoclavagem (121 °C por 15 min). A distribuicdo do ANN foi

realizado em placas bacterioldgicas estéreis.
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8.3 Meio Proteose Peptona Extrato de Levedo e Glicose (PYG) pH 6,5+ 0,2

7,59 de Proteose Peptona

0,759 de Extrato de levedo

0,98g de Sulfato de magnésio (MgS0O,4.7H,0 )

0,059 de Cloreto de célcio (CaCl,.2H,0)

1g de Citrato de sodio (Na3CsHs07.2H,0)

0,029 de Sulfato ferroso amoniacal [Fe(NH4)2(SO4)2.6 H,0]
0,034g de Diidrogenofosfato de potassio (KH,PO,)

0,355g de Hidrogenofosfato dissddico anidro

15¢g de Glicose (CgH120¢)

Agua destilada ¢.s.p 1000 mL

Preparo: Todos os componentes foram dissolvidos na ordem apresentada, com
excecdo do CaCl, que foi dissolvido separadamente a adicionado posterior ao resfriamento da
solugdo. O pH foi ajustado em 6,5 + 0,2 e a solucdo esterilizada por autoclavagem (121 °C

por 15 min).

8.4 Fixador de Schaudinn modificado (Bruckner, 1993)

8.4.1 Solucéo de sulfato de cobre:
20g de sulfato de cobre 11 sH,0
Agua destilada g.s.p. 1000 mL

8.4.2 Solucéo estoque

600 mL de solucdo de sulfato de cobre 1l
30 mL de Alcool etilico a 95%

15 mL de Glicerina
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8.4.3 Solucéo fixadora:
100 mL de Solug&o estoque
5 mL de Acido acético glacial

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

8.4.4 Coloracéo de tricromico de Wheatiey modificada por Gomori (Bruckner,

0,6 g de Cromotropo 2R
0,3 g de “Light Green” SF
0,7g de acido fosfotungstico
1 mL de é&cido 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 Tricrdmico 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
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ANEXO B - Oficio de autorizagao

Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Programa de Pds-graduacdo em Microbiologia Agricola e do Ambiente

Projeto de mestrado: “Caracterizacdo de isolados de Acanthamoeba em piscinas
dePorto Alegre, RS”.

Laboratério de Parasitologia

Departamento de Microbiologia

Aluna: Karin Silva Caumo

Orientadora: Prof®. Dr2. Marilise Brittes Rott

Telefone para contato: (51) 3308 3584

A é4gua € um habitat potencial para diversos microrganismos, dentre eles, 0s
protozoarios de vida livre. O presente trabalho tem como objetivo verificar a presenca de
organismos de vida livre nas aguas de piscinas de Porto Alegre, bem como caracteriza-los. A
pesquisa contribuira para o melhor conhecimento sanitario destes ambientes.

Vimos solicitar através deste a permissdo para realizagdo de coletas de agua de
piscinas do presente clube. Enfatizamos que a participacdo é voluntaria e garantimos o sigilo
dos resultados, os quais estardo a disposicdo do estabelecimento para consultas.

Aguardamos a analise da solicitacdo e autorizacao para realizar as respectivas coletas.

Atenciosamente,

Assinatura do orientador

Assinatura do responsavel pela autorizacao



