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1.1. RESUMO

Acinetobacter baumannii € um patégeno oportunista causador de infecc¢des
hospitalares, que pode interagir com outros microorganismos como amebas de vida
livre (AVL) potencialmente patogénicas pertencentes ao género Acanthamoeba, tanto
no ambiente hospitalar como nos efluentes. Foram realizados testes de hemdlise,
hemaglutinacéo, aderéncia a células epiteliais e sensibilidade ao soro em Acinetobacter
baumannii e estas cepas foram posteriormente co-cultivadas em meios solido e liquido
com Acanthamoeba spp. Todas as cepas de Acinetobacter baumannii foram negativas
para hemolise e hemaglutinacdo. Quanto a sensibilidade ao soro humano, nenhuma cepa
foi inibida, inclusive algumas apresentaram um aumento do crescimento em relagdo ao
controle. Todas as cepas apresentaram aderéncia a células epiteliais em grau variavel,
tendo a maioria apresentado aderéncia fraca. No teste de co-cultivo em meio sélido,
houve aumento do raio de crescimento amebiano em relacdo ao controle (p<0,05) e 0
namero de cistos de A. polyphaga e A. castellanii por campo foi correlacionado a
origem das cepas bacterianas. No teste em meio liquido foi utilizada A. castellani
clinica e observou-se uma tendéncia das cepas bacterianas clinicas induzirem maior
encistamento. O nimero de trofozoitos apresentou uma tendéncia a diminuir ao longo
do tempo, ao contrario do nimero de cistos. A interacdo entre isolados de Acinetobacter
baumannii com cepas de Acanthamoeba spp. favorece estas Ultimas, quando ambos
organismos sdo de mesma origem (clinica ou ambiental), induzindo uma menor

formacdo de cistos amebianos e também aumentando o seu crescimento.

PALAVRAS-CHAVE: Acinetobacter baumannii, Acanthamoeba spp., isolados

clinicos, efluente hospitalar, interacdo, co-cultivo.



1.2. INTRODUCAO

Acinetobacter baumannii é um cocobacilo Gram negativo, considerado um
patdgeno oportunista causador de infecgdes no trato respiratorio, urinario, feridas,
queimaduras e circulacdo sanguinea®. Tém sido associado a surtos de infeccdes
nosocomiais em hospitais de Porto Alegre e demais cidades do Brasil*3*,
provavelmente devido a habilidade desta bactéria acumular diversos mecanismos de
resisténcia aos antibidticos comumente utilizados na rotina terapéutica, bem como
sobreviver sob condicdes de dessecamento por longos periodos de tempo. Ela também é
facilmente transmitida por objetos contaminados utilizados rotineiramente no ambiente
hospitalar® e também por profissionais da satide e pacientes, por ser habitante normal da
pele em individuos saudaveis®.

Algumas caracteristicas de A. baumannii podem aumentar a viruléncia das cepas
envolvidas em infeccdes, entre estas, podemos citar a adesdo as células epiteliais na
presenca de fimbrias e/ou polissacarideo capsular; a alta hidrofobicidade da superficie
de algumas cepas, que facilitam a aderéncia em proteses e cateteres; habilidade de
crescer em meios deficientes em ferro por sua capacidade de captar ferro do ambiente; e
a adesdo a tecido da bexiga de ratos, o que pode contribuir para a patogenicidade no
trato urinario ou em outros tecidos’.

O ambiente hospitalar, devido principalmente, ao uso indiscriminado de
antimicrobianos na pratica clinica, € responsavel por exercer uma pressao seletiva entre
as cepas bacterianas resistentes, podendo dissemina-las para o ambiente. Também pode
ocorrer a interagdo de cepas de A. baumannii com amebas de vida livre (AVLs)
presentes tanto no interior do ambiente hospitalar, quanto no efluente hospitalar, onde

as primeiras podem vir a ser lancadas.



As AVL constituem um grupo de protozoarios amplamente dispersos na
natureza. A Acanthamoeba é um dos principais géneros das AVL e tem habilidade de
sobreviver em diversos ambientes. J& foi isolada de amostras de agua da rede publica,
piscinas, lagos, rios, mares, caixas d’agua, reservatorios, aparelhos de ar-condicionado,
esgotos, sedimentos, solo, praias, vegetais, instrumentos cirurgicos, lentes de contatos e
seus estojos e recentemente em amostras de ar atmosférico®. Ela pode ocorrer durante
seu ciclo de vida sob as formas trofozoitica (forma metabolicamente ativa) e cistica
(forma de resisténcia). No estagio trofozoitico, a Acanthamoeba alimenta-se de
bactérias, algas, fungos ou pequenas particulas organicas. A fase cistica ocorre quando o
trofozoito se encontra em situacGes de adversidade, como deficiéncia nutricional do
meio, dessecacdo, alteracbes no pH, alteracbes de temperatura e quando se encontra
diante de algum agente quimico agressor®. Supde-se que a insercdo de bactérias no
mesmo ambiente que as AVLs pode levar a promocéo do encistamento das mesmas, por
mecanismos ainda nao elucidados.

O crescimento bacteriano, quando ocorre no interior de células de outros
microorganismos eucariéticos, como, por exemplo, as AVL, pode favorecer a adaptacdo
das bactérias a células fagociticas de mamiferos. Ja tem sido amplamente demonstrado
que as AVL atuam como hospedeiros ambientais para muitos patdgenos intracelulares,
e esses microorganismos, para infectar as células do protozoéario utilizam alguns genes,
também necessérios para infectar células de mamiferos'®**. Alguns sistemas de co-
cultivo com AVL e bactérias tém sido utilizados para estudar a presenca de fatores de
viruléncia através da interacdo entre esses dois microorganismos*.

O objetivo deste trabalho foi analisar a interacdo entre isolados clinicos e de

efluente hospitalar de Acinetobacter baumannii com diferentes perfis de



susceptibilidade a antimicrobianos com duas espécies de Acanthamoeba, também
provenientes de amostra clinica e do ambiente, e correlacionar essa interacdo com

outros fatores de viruléncia que podem estar presentes nas células bacterianas.

1.3. MATERIAIS E METODOS
1.3.1. Selecéo das cepas estudadas

Foram analisadas 14 cepas de Acinetobacter baumannii, destas, sete foram
isoladas de amostras de efluente hospitalar (denominadas com o prefixo EF) coletadas
nos anos de 2006-2007 de trés diferentes hospitais de Porto Alegre e sete cepas clinicas
(identificadas através do prefixo IC) cedidas pelos laboratorios de analises clinicas dos
mesmos hospitais no mesmo periodo. As cepas foram coletadas e identificadas em
estudos anteriores e pertencem a colecdo do laboratério 166 do Departamento de
Microbiologia da UFRGS?. As cepas foram divididas em trés subgrupos de acordo com
seu perfil de susceptibilidade a antimicrobianos, previamente determinado, duas
sensiveis a todos os antimicrobianos testados (cepas nimeros 1 e 2), trés (identificadas
pelos nimeros 3,4 e 5) multirresistentes ou MDR, sensibilidade diminuida a pelo menos
um antimicrobiano de trés classes diferentes, e duas cepas (identificadas pelos nimeros
6 e 7) pan-resistentes ou PR, sensibilidade diminuida a todos os antimicrobianos
testados.

Também foram selecionados para analise cepas de Acanthamoeba polyphaga de
origem ambiental ATCC 30872 e clinica ATCC 30461 e cepas de Acanthamoeba
castellanii de origem ambiental ATCC 30010 e clinica ATCC 50496. Estas duas
espécies de Acanthamoeba foram selecionadas para este estudo por ja existirem

inimeros trabalhos correlacionando a interacdo destas com outras bactérias. Os isolados



amebianos foram cultivados em meio PYG (proteose peptona, extrato de levedura e
glicose) contendo antibidtico penicilina-estreptomicina na concentracdo de 40 pL/mL e
mantidas em estufa a temperatura de 30 °C até 0 momento dos experimentos.
1.3.2. Aderéncia a células epiteliais

Células epiteliais da mucosa bucal foram coletadas através da friccdo suave a
superficie interna da bochecha de voluntarios saudaveis com suabe esteril e
posteriormente misturadas em PBS para desprendimento das células. As células foram
lavadas duas vezes com PBS e em seguida adicionou-se 100 pg/mL de sulfato de
gentamicina por duas horas a 37°C para matar as bactérias extracelulares. Apds lavagem
com PBS trés vezes, as células foram suspendidas & concentracio de 10° células/mL.

Apos, 250 pL da suspensdo padronizada de células epiteliais e 250 pL de uma
suspensdo bacteriana na concentracdo de 1x10® UFC/mL, foram misturados por uma
hora a 37°C, em agitacdo constante de 100 g. A mistura foi centrifugada durante 10
minutos na velocidade de 1000 g e lavada novamente com PBS para remocdo das
bactérias ndo aderidas. O pellet foi suspendido em 50 yL de PBS, pH 7.2. Com essa
suspensdo realizou-se o esfregaco das células em laminas de microscopio
posteriormente fixadas em metanol absoluto e coradas pelo método de Gram. A
contagem das bactérias aderidas em cada célula foi realizada em microscépio éptico
(aumento de 100X) e a aderéncia expressa pela média de células aderidas em 100
células epiteliais*. Foi considerada aderéncia fraca, a presenca de 20 a 49 células
bacterianas em uma célula epitelial bucal; aderéncia média, a presenca de 50-79 células
bacterianas e aderéncia forte, a presenca de mais de 80 células bacterianas por célula

epitelial bucal testada.



1.3.3. Hemolise

As cepas bacterianas foram semeadas em agar TSA acrescido de 5% sangue de
carneiro e incubadas a 37°C por 24 horas. O teste foi considerado positivo para a
producdo de hemolisina se houvesse formagéo de um halo claro ao redor das colénias™.
1.3.4. Hemaglutinacao

Os isolados foram semeados em agar CFA por um periodo de 16-18h a 37°C. A
partir deste crescimento, foi preparada uma suspensdo na concentracdo de 10*° UFC/mL
em PBS dos quais foram retirados 50 puL e misturados a mesma quantidade de uma
suspensdo de eritrdcitos de carneiro (4% em PBS) em uma microplaca de 96 pocos.
Apos incubacdo durante 30 minutos, observou-se a formacdo de precipitado de células
no fundo do poco (resultado negativo) ou a presenca de aglutinados de hemacias
(resultado positivo). O controle negativo foi feito através da mistura da suspensdo de
eritrocitos de carneiro com PBS™,
1.3.5. Sensibilidade ao soro

Os isolados bacterianos foram cultivados em placas de agar TSA e incubados a
37°C por 18 horas. Um volume de 100 pL das suspensdes bacterianas (10* UFC/mL em
PBS) foi misturado a 100 pL de soro humano, obtido de voluntarios saudaveis, nas
concentragdes de 0,19%, 0,39%, 0,78%, 1,56%, 3,125%, 6,25%, 12,5%, 25% e 50%,
em placas de 96 pocos. Apos incubagdo por 1 hora a 37°C, aliquotas de 10 puL e 100 pL
foram retiradas e semeadas em placas de 4gar TSA. Ap0s incubacdo por 18 horas a
37°C, o numero de col6nias foi determinado e comparado ao controle (apenas a
suspensdo de bactérias com PBS). A menor concentracdo de soro que causou reducao

maior que 90% no crescimento bacteriano foi considerada.



Os testes de hemolise, hemaglutinacdo, sensibilidade ao soro e aderéncia a
células epiteliais foram adaptados do estudo realizado por SILVA e col. (2008)*.

1.3.6. Co-cultivo de cepas de Acinetobacter baumannii com Acanthamoeba
polyphaga e Acanthamoeba castellanii em meio sélido

Os testes de co-cultivo em meio sélido foram realizados com cepas de origem
clinica e ambiental de Acinetobacter baumannii, de Acanthamoeba polyphaga e de
Acanthamoeba castellanii.

O teste foi realizado com uma suspensdo de 1,5x10® UFC/mL dos isolados
bacterianos cultivadas em agar TSA e uma suspensdo dos isolados amebianos, em
Salina de Page™. A suspensdo bacteriana (1mL) foi semeada em &gar Page 1,5% e
deixado até completa absorcdo e 5 pL de uma suspensdo contendo 5x10° trofozoitos de
A. polyphaga ou A. castellanii foi colocada no centro da placa, a qual foi incubada por
trés dias a 30°C™. Como controle foi utilizado um isolado bacteriano sensivel a
antimicrobianos inativado durante 2 horas a temperatura de 56°C. O raio de crescimento
amebiano foi medido e a contagem de trofozoitos e cistos de cinco campos de cada
placa foi realizada, a fim de comparar do grau de inibi¢cdo de crescimento amebiano e
inducédo de encistamento produzido pelos isolados bacterianos clinicos e de efluente.
1.3.7. Co-cultivo de cepas de Acinetobacter baumannii em e Acanthamoeba

castellanii em meio liquido

Os testes de co-cultivo em meio liquido foram realizados com cepas de origem
clinica e ambiental de Acinetobacter baumannii e a cepa Acanthamoeba castellanii de
origem clinica. Adicionou-se 0,5 mL de uma suspensdo bacteriana de 1,5x10® UFC/mL
em salina de Page a 2,5 mL de uma suspensédo de 1x10° trofozoitos/mL de A. castellani

(ATCC 50496). A mistura foi incubada sob agitacdo de 100 X g a 37°C durante 7 dias



sendo realizada a contagem de trofozoitos e cistos todos os dias. O controle de
Acanthamoeba castellanii foi feito incubando apenas esta cepa nas mesmas condicdes
anteriormente descritas.
1.3.8. Analise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados através do programa Bioestat versdo 5.0 e
testados com a utilizagdo de ANOVA seguida de Teste de Tukey. Os resultados foram

considerados estatisticamente significantes quando p<0,05.

1.4. RESULTADOS

Todas as cepas de Acinetobacter baumannii deste estudo foram negativas para
os testes de hemdlise e hemaglutinagdo. Quanto ao teste de sensibilidade ao soro
humano, nenhuma cepa apresentou reducdo maior que 90% do crescimento bacteriano,
inclusive algumas apresentaram um aumento do crescimento em relacdo ao controle.
Isto foi observado entre as cepas de origem clinica, as duas totalmente sensiveis (IC1 e
IC2), as duas MDR (IC3 e IC5) e uma PR (IC7). Entre os isolados de origem ambiental,
apenas uma cepa sensivel a todos os antimicrobianos (EF1) apresentou esta
caracteristica.

Os resultados obtidos para o teste de aderéncia a células epiteliais podem ser
observados na Tabela 1. Todas as cepas de Acinetobacter apresentaram aderéncia em
grau variavel, sendo que a maioria apresentou aderéncia fraca. Convém destacar que as
cepas com maior porcentagem de aderéncia média e forte foram as de origem clinica
totalmente sensiveis (IC 1 e IC 2).

Quanto ao teste de co-cultivo em meio s6lido, a avaliacdo do raio de crescimento

amebiano mostrou que em todos 0s casos houve aumento do raio de crescimento e ndo



sua reducdo em relacdo ao controle (p<0,05). Também observou-se que as cepas
amebianas de Acanthamoeba polyphaga e Acanthamoeba castellanii de origem
ambiental, quando em contato com A. baumannii de origem clinica MDR e PR, tiveram
seu raio de crescimento aumentado. O mesmo foi observado quando as cepas amebianas
das duas espécies de origem clinica foram colocadas com as cepas de A. baumannii de
origem ambiental.

No mesmo teste, quanto a promocdo do encistamento de A. polyphaga e A.
castellani, foi observado que a média do nimero de cistos por campo foi correlacionado
a origem das cepas bacterianas (Figura 1A, 1B, 1C e 1D). As duas espécies de
Acanthamoeba de origem ambiental foram mais induzidas ao encistamento pelas cepas
bacterianas de origem clinica e as cepas amebianas de origem clinica encistaram mais
na presenca das cepas bacterianas do efluente, em ambos o0s casos considerando as
cepas bacterianas sensiveis e as MDR. A A. castellanii ambiental e a A. polyphaga
clinica ndo apresentaram encistamento em co-cultivo com as cepas bacterianas sensiveis
de origem clinica. Em relacdo as cepas bacterianas pan-resistentes, as cepas amebianas
se comportaram de maneira semelhante, independentemente da espécie (p<0,01),
todavia, as bactérias de origem clinica sempre produziram um menor encistamento nas
amebas de origem ambiental.

No teste de co-cultivo em meio solido tambem foi avaliado o nimero de
trofozoitas por campo, mas ndo houve diferencas estatisticamente significantes em
relacdo ao controle com nenhuma das cepas amebianas testadas e a presenca de
trofozoitos por campo foi sempre baixa.

No teste de co-cultivo em meio liquido foi utilizado A. castellani de origem

clinica com todos os isolados bacterianos porque os dados observados no co-cultivo em



meio solido com esta cepa foram mais consistentes. De uma maneira geral ndo houve
diferencas significativas entre o nimero de trofozoitos e cistos para as bactérias de
diferentes origens. As cepas bacterianas sensiveis, tanto de origem clinica como
ambiental, produziram uma quantidade de cistos menor que o controle, ou seja, tambeém
ndo induziram o encistamento neste experimento. Todavia, observou-se uma tendéncia
das cepas bacterianas de origem clinica induzir a um maior encistamento que as de
origem ambiental. O nimero de trofozoitos apresentou uma tendéncia a diminuir ao
longo do tempo, ao contrario do nimero de cistos como podemos observar no grafico

(Figura 2).

1.5. DISCUSSAO

Bactérias Gram negativas causadores de bacteremias sdo mais patogénicas e
resistentes ao soro que organismos causadores de outros tipos de infec¢do. A capacidade
de todas as cepas bacterianas deste estudo apresentarem resisténcia a soro humano, mais
especificamente, da maioria das cepas de origem clinica e de uma cepa de efluente
apresentar um aumento de seu crescimento na presenca de soro ja foi descrito em
estudos anteriores'®. Esta observacdo reforca a hip6tese de que Acinetobacter
baumannii apresenta resisténcia intrinseca ao soro humano e que poucas cepas sensiveis
a ele tém sido isoladas. Uma correlagdo significativa entre o grau de resisténcia de
bactérias Gram negativas isoladas de sepse, a atividade litica do sistema complemento
in vitro e suas habilidades de invadir e sobreviver em fluidos humanos tem sido
descrita. Alguns componentes bacterianos como proteinas de superficie ou externas a

membrana, como os lipopolissacarideos (LPS) e polissacarideos capsulares (CPS), estdo



relacionadas a estas caracteristicas, mas pouco se sabe sobre os mecanismos de defesa
do hospedeiro contra Acinetobacter spp™°.

E possivel relacionar o fendmeno de aderéncia a adesinas filamentosas
(estruturas de fimbrias) e ndo filamentosas. Estruturas de fimbrias e sua participacdo em
propriedades adesivas envolvendo fibronectinas sdo analisadas através de ensaios de
aglutinagdo’. Nos experimentos realizados, ndo foi possivel verificar a presenca destas
fimbrias através do teste de hemaglutinacdo, mas o teste de aderéncia a células epiteliais
mostrou que as cepas de Acinetobacter baumannii apresentam algum tipo de
mecanismo de aderéncia a células eucariéticas o qual ndo foi possivel elucidar®.

No presente estudo, os isolados bacterianos que mais apresentaram a capacidade
de aderéncia forte e media as células epiteliais, foram os isolados clinicos sensiveis aos
antimicrobianos, que também provocaram encistamento das cepas amebianas de origem
clinica em menor grau. Supde-se assim, que a aderéncia dos isolados bacterianos a
células eucarioticas possa favorecer a fagocitose das mesmas, podendo assim, servir de
alimento para as especies de Acanthamoeba, quando estes dois microorganismos
encontram-se no mesmo ambiente. Porém ndo se observou aumento no nimero de
trofozoitos presentes em relacdo ao controle no experimento com meio sélido.

Nossos resultados mostram que cepas bacterianas pan-resistentes induzem o
encistamento das AVL testadas, sendo elas de origem clinica ou ambiental. Podemos
inferir a partir disto que as cepas de A. baumannii pan-resistentes isoladas de efluente
hospitalar podem ter uma origem clinica e ja ter tido contato com as AVL naquele
ambiente. A interacdo entre AVL e bactérias proporciona vantagens para as AVL, mas o
impacto sobre a sobrevivéncia das AVL esta altamente ligada as caracteristicas da cepa

bacteriana com a qual ocorre a interacdo™.



Também convem destacar que o raio de crescimento amebiano aumentou e ndo
diminuiu em relacdo ao controle, feito com bactérias submetidas a morte por calor.
Possivelmente este fenbmeno ocorreu porque as espécies de Acanthamoeba sao
predadoras fagociticas de bactérias presentes no ambiente, exercendo um papel chave
no controle do tamanho das populacdes bacterianas. A habilidade de fagocitose das
espécies de Acanthamoeba também esta relacionada ao comportamento das bactérias
como presa, como foi observado neste estudo e em outros estudos previamente
realizados'’.

O crescimento amebiano proporcionado pelo consumo de bactérias esta
diretamente relacionado a atividade fagocitica e digestdo do material internalizado.
Estudos mostram que ha uma associacdo temporal entre o consumo bacteriano e o
crescimento dos trofozoitos. Quando este é maior, sinaliza que as bactérias presentes no
meio estdo sendo mais avidamente fagocitadas, fato este que se reproduz no presente
estudo, j& que o numero de trofozoitos no cultivo em meio liquido foi maior nos
primeiros dias de analise, onde a concentracdo de bactérias no meio era maior, ja que
ndo foram feitas reposices ao longo do procedimento®. Também acredita-se que as
células vivas de Acinetobacter baumanniii sdo de mais facil digestdo em relacdo as
células bacterianas mortas por calor, j que o crescimento amebiano mostrou-se maior
no primeiro caso®.

A interacdo entre os isolados bacterianos e amebianos ndo é somente favoravel
para a Acanthamoeba, uma vez que esta pode também agir como um vetor de
armazenamento e proliferacio de Acinetobacter baumannii, favorecendo o
desenvolvimento de mecanismos de defesa contra o ambiente intracelular'®. Além disso,

conforme demonstrado neste estudo, o contato destes dois microorganismos num



mesmo ambiente pode levar Acanthamoeba ao encistamento, o que ndo é favoravel em
um ambiente como o hospitalar, por este microorganismo causar patologias graves em
individuos debilitados, podendo levar a 6bito. Entretanto, nosso estudo demonstrou que
quando presentes no mesmo ambiente, 0 contato entre 0s dois microorganismos pode
levar ao encistamento da Acanthamoeba. O encistamento dos trofozoitos que ocorreu ao
longo do experimento pode ter sido ocasionado por uma deficiéncia de nutrientes no
meio ou pela secrecdo de substancias pelas bactérias. Este fato pode sugerir que
conforme a proliferagdo bacteriana decresce, ocorre a diminui¢éo da fonte de alimento
para Acanthamoeba, levando-a ao encistamento. Esse processo ocorre na natureza, ja
que o encistamento € uma resposta natural da ameba a falta de condi¢Bes adequadas
para sobrevivéncia. No ambiente hospitalar, por haver consideravel nimero de pessoas
imunodeprimidas, a presenca da ameba oferece um grande risco a saude dos pacientes,
pois seus cistos resistem a diversos processos quimicos de esterilizacdo. Além disso, a
sobrevivéncia de bactérias patogénicas no interior da Acanthamoeba spp. é viavel.
Sendo assim, uma vez que um cisto entre em contato com um paciente e encontre um
ambiente favoravel, poderd ocorrer o desencistamento, permitindo a liberacdo e

proliferacdo de bactérias internalizadas, levando & sepse®.

1.6. CONCLUSOES

A partir deste estudo, pode-se concluir que a interacdo entre isolados clinicos e
de efluente hospitalar de Acinetobacter baumannii com diferentes perfis de
susceptibilidade a antimicrobianos com cepas de Acanthamoeba spp. favorece estas
Gltimas, quando ambos microorganismos sdo de mesma origem, induzindo uma menor

formacdo de cistos amebianos e também aumentando o seu crescimento. Também



observou-se que a presenca de mecanismos de aderéncia a células eucariéticas facilita o
processo de fagocitose amebiana, porém mais estudos sdo necessarios para elucidar

como este processo ocorre.
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1.8. ANEXOS
1.8.1. Tabela 1: Resultado do teste de aderéncia as células epiteliais bucais dos

isolados de A. baumannii.

% de Aderéncia (n=100)

Isolados Fraca Meédia Forte

Controle 61 12 27
EF1 84 9 7
EF 2 93 7 0
EF 3 81 13 6
EF 4 70 13 17
EF5 58 18 24
EF 6 80 16 4
EF7 76 12 12
IC1 21 36 43
IC2 22 36 42
IC3 77 10 13
IC4 54 15 31
IC5 48 28 24
IC6 76 9 15
IC7 73 10 17

Legenda: EF — isolados bacterianos de efluente hospitalar; IC — isolados bacterianos

clinicos; Cepas sensiveis: 1 e 2; MDR: 3,4e5;PR: 6¢e 7.
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ANEXO 2

Figura 1: Resultados do teste de encistamento em meio solido de espécies Acanthamoeba de diferentes origens ocasionada por co-cultivo

com Acinetobacter baumannii.
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Legenda: C — cepa controle; EF — isolados bacterianos de efluente hospitalar; IC — isolados bacterianos clinicos; Cepas sensiveis: 1 e 2;

MDR: 3,4 e 5; PR: 6 e 7. Os isolados que apresentaram diferenga estatistica (p<0,05) em relagdo ao controle estao sinalizados (*).



ANEXO 3

Figura 2: Resultado do teste de co-cultivo em meio liquido de Acanthamoeba castellanii e Acinetobacter baumannii.
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Legenda: C Ameba — cepa controle; EF — isolados bacterianos de efluente hospitalar; IC — isolados bacterianos clinicos; Cepas

sensiveis: 1 e 2; MDR: 3,4 e 5; PR: 6 e 7. As diferentes cores sinalizam o dia que foi realizada a contagem (1 a 7 dias).




