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RESUMO

Amebas de vida livre (AVL) do género Acanthamoeba estdo distribuidas
mundialmente e habitam uma ampla variedade de nichos ambientais.
Acanthamoeba pode ser considerada um importante veiculo de patdgenos
humanos por abrigar inUmeras bactérias endossimbiontes. O presente trabalho
teve como objetivo caracterizar o potencial patogénico de 12 isolados de
Acanthamoeba previamente isoladas de estojos de lentes de contato e ductos
de ar condicionado usando testes de osmotolerancia e termotolerancia, bem
como caracterizar e identificar a comunidade de endossimbiontes presentes,
utilizando duas técnicas de biologia molecular, a PCR (Rea¢do em Cadeia da
Polimerase) e DGGE (Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante).
Dentre os isolados estudados % destes, foram considerados potencialmente
patogénicos a partir dos testes de osmotolerancia e termotolerancia. Todos os
isolados quando submetidos a PCR demonstraram a presenca de
endossimbiontes, sendo que todos continham bactéria do género
Pseudomonas spp. Nao foi possivel confirmar a presenca de microorganismos
da familia Legionellaceae bem como da ordem Chlamydiales. A DGGE
possibilitou caracterizar a diversidade bacteriana nos isolados de
Acanthamoeba, entretanto a identificacdo de bactérias através desta
metodologia apresentou-se comprometida, sendo que apenas 2 espécies
bacterianas, Paenibacillus glucanolyticus e Candidatus Protochlamydia
amoebophila, foram identificadas, nos isolados A2 e A12 respectivamente. As
demais bandas sequenciadas apresentaram similaridade para bactérias
incultivaveis, sem que espécie ou género pudessem ser identificados. Os
resultados deste primeiro estudo de identificacdo e caracterizacdo de
endossimbiontes em isolados de Acanthamoeba oriundas da cidade de Porto
Alegre/RS confirmam a presenca de isolados de Acanthamoeba carreadoras
de endossimbiontes e demonstram que diferentes populagdes bacterianas
estdo internalizadas nessas amebas.

Palavras - Chave: Acanthamoeba; Endossimbiontes; PCR; DGGE.

1Disserta(;f”io de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente. Instituto de Ciéncias
Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre, RS, Brasil (66
p.). Fevereiro, 2013.
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ABSTRACT

Free-living amoebae (AVL) of the genus Acanthamoeba are distributed
worldwide and inhabit a wide variety of environmental niches. Acanthamoeba
can be considered an important vehicle for human pathogens harbor numerous
bacteria endosymbionts. This study aimed to characterize the pathogenic
potential of Acanthamoeba isolates from 12 previously isolated from contact
lens cases and air conditioning ducts using assessed by osmotolerance and
temperature tolerance as well as identify and characterize the community of
endosymbionts present, using two techniques molecular biology, PCR
(Polymerase Chain Reaction) and DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis). Among the isolates studied % these were considered
potentially pathogenic from tests osmotolerance and temperature tolerance. All
strains when subjected to PCR demonstrated the presence of endosymbionts,
all of which contained bacteria of the genus Pseudomonas spp. It was not
possible to confirm the presence of microorganisms of family Legionellaceae
and order Chlamydiales. The DGGE enabled characterization of bacterial
diversity in the strains of Acanthamoeba, however the identification of bacteria
using this methodology appeared compromised, with only two bacterial species,
Paenibacillus glucanolyticus and Candidatus Protochlamydia amoebophila were
identified in isolates A2 and Al1l2 respectively. The other bands showed
similarity to sequenced uncultivable bacteria, without which species or genus
could be identified. The results of this first study of identification and
characterization of endosymbionts in Acanthamoeba isolates deriving from the
city of Porto Alegre / RS confirm the presence of strains of Acanthamoeba
endosymbionts of carrier and show that different bacterial populations are
internalized these amoebae.

Keywords: Acanthamoeba; Endosymbionts; PCR; DGGE.

'Master of Science dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology, Instituto de
Ciéncias Basicas da Salde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brazil. (66 p.). Fevereiro, 2013.
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1. INTRODUCAO

Protozoarios do género Acanthamoeba spp. constituem um grupo
amplamente distribuido no meio ambiente, sendo encontrados no solo, agua,
poeira, ar, além de serem largamente distribuidos em ambientes
antropogénicos. Essas amebas possuem capacidade de viver como
organismos de vida livre e eventualmente habitar um hospedeiro causando-o
dano e por esse motivo sdo chamadas de anfizdicas. Algumas espécies podem
comportar-se como parasitos facultativos de seres humanos e de animais
domésticos, causando infec¢des consideradas acidentais e/ou oportunistas,
como a Encefalite Amebiana Granulomatosa (EAG) e Ceratite Cronica
Amebiana (KHAN, 2006).

Além de possuir grande relevancia a area médica e ambiental, outra
caracteristica importante de Acanthamoeba spp. é a de desempenhar a funcdo
de carreador de microrganismos patégenos, como algumas bactérias, fungos,
virus e até outros protozoarios como Cryptosporidim sp., estabelecendo assim
uma associacdo endossimbiotica com esses microorganismos. Estas
geralmente sdo encontradas hospedando patdgenos como Mycobacterium

spp., Legionella spp., Chlamydia spp., Parachlamydia spp., Listeria spp.,



Burkholderia spp., Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori, Pasteurella
multocida, Salmonella enterica, Francisella tularensis e Simkania negevensis
bem como outros microorganismos procariéticos ainda nao classificados
taxonomicamente (GREUB & RAOULT, 2004; ADEKAMBI et al., 2006).

Assim, a caracteristica de ubiquidade de Acanthamoeba spp., e a
presenca de um estagio de cisto, sendo esse resistente as adversidades do
ambiente bem como ao tratamento e a sua habilidade em suportar o
crescimento de uma variedade de patdégenos intracelulares elevam a
importancia deste microrganismo frente a epidemiologia (FRITSCHE et al.,
2000). Desta forma, amebas de vida livre do género Acanthamoeba spp. séo
extremamente importantes por serem potencialmente patogénicas para
humanos além de poderem atuar como “cavalos de tréia”, podendo estar
naturalmente infectadas com bactérias e estas relacionadas com infeccfes
humanas. Logo, a identificacdo e caracterizacdo de bactérias resistentes a
amebas sdo de grande importancia visto que esses microrganismos podem
exacerbar as infecgbes causadas por Acanthamoeba spp. (HEINZ et al., 2007).

Assim sendo, este estudo teve como objetivo identificar
endossimbiontes em isolados de Acanthamoeba spp. bem como avaliar a
capacidade da técnica de eletroforese em gel com gradiente desnaturante

(DGGE) como ferramenta de “screening” e identificagdo destas bactérias.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Amebas de Vida Livre (AVL)

As amebas de vida livre (AVL) constituem um grupo de protozoarios
amplamente distribuidos na natureza, ocorrendo no solo, ar, agua, poeira e
também na orofaringe de individuos saudaveis, sendo que algumas espécies
podem comportar-se como parasitos facultativos de seres humanos e animais
domeésticos (LARKIN et al.,, 1990; WALOCHNIK et al., 2002; KHAN, 2003;
SCHUSTER & VIVESVARA, 2004). Os cistos desse grupo de amebas resistem
a extremas condicBes de pH e temperatura, assim como ao cloro e a certos
sistemas de desinfeccdo. Além disso, em seu interior, bactérias como
Pseudomonas aeruginosa e Legionella spp., além de fungos, virus, outros
protozoarios e até mesmo algas podem ser utilizados como substrato alimentar
(AKSOZEK et al., 2002; ALVES, 2001; KHAN, 2006).

Ao contrario dos "verdadeiros" parasitos, AVL podem completar seu
ciclo de vida no meio ambiente, sem passar por um hospedeiro humano ou
animal, ou seja, podem ou ndo causar patologias, caracterizando-os como

microorganismos anfizéicos. Das AVL que sao encontradas no meio ambiente,



trés géneros tém sido associados a doencas humanas. Uma espécie do género
Naegleria, N. fowleri, uma espécie de Balamuthia, B. mandrillaris e vérias
espécies de Acanthamoeba que podem causar infeccdo fatal no sistema
nervoso central (SNC) e além desta, Acanthamoeba spp. podem causar lesdes
cutaneas e ceratite amebiana (SIDDIQUI & KHAN, 2012).

Entretanto nos ultimos anos, Acanthamoeba spp. tem obtido grande
destaque quando comparada a outras AVL devido ao aumento da incidéncia
deste protozoario associado principalmente a casos de ceratite, bem como os
inUmeros estudos de interacdo de Acanthamoeba spp. com outros
microorganismos (bactérias, fungos, leveduras, protozoarios) que vem sendo
publicados (SIDDIQUI & KHAN, 2012) (Figura 1).

200
180
160
140
120 O Acanthamoeba
100 Naegleria

80 1 - Balamuthia

W Sappinia
60 PP

o o h L

No. of published articles (pubmed)

1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2004 2007 2010
Ano da Publicacdo

Figura 1: Artigos cientificos publicados nas ultimas cinco décadas. Busca feita em www.pubmed.com utilizando as
palavras "Acanthamoeba”, "Balamuthia”, "Naegleria" "ou" Sappinia ". Fonte: Siddiqui & Khan, 2012.



2.2 Género Acanthamoeba

Acanthamoeba spp. sdo amebas de vida livre com caracteristica
ubiquitaria e anfizdica, sendo amplamente distribuida no ambiente (SIDDIQUI &
KHAN, 2012). Esse protozoario tem sido isolado de diversos locais tais como,
agua de torneira (WINCK et al., 2011), ambiente hospitalar (CARLESSO et al,
2010), 4gua de piscina (CAUMO et al., 2009) e outros. Protozodrio pertencente
ao filo Sarcomastigophora e sub-filo Sarcodina, Acanthamoeba spp. possui
dois estagios em seu ciclo de vida, o trofozoito e o cisto. Os trofozoitos
representam a forma metabolicamente ativa, dividem-se assexuadamente,
possuindo normalmente um tamanho aproximado de 12-35 uym de diametro,
podendo variar entre isolados pertencentes a diferentes espécies/gendtipos
(MARCIANO-CABRAL & CABRAL, 2003; KHAN, 2006).

O outro estagio € representado pelo cisto, uma estrutura de
dorméncia formada quando o trofozoito se encontra em situacdes de
adversidade, como deficiéncia nutricional do meio, dessecacéo, alteracées no
pH, temperatura, entre outras (MARCIANO CABRAL & CABRAL, 2003;
AKSOZEK et al., 2002; COULON et al., 2010). Os cistos medem 13-23 pm,
possuem poros conhecidos como ostiolos, que sdo usados para monitorar
mudancas ambientais. Essa forma pode permanecer viavel por muitos anos, e
em condic¢Bes favoraveis, os trofozoitos emergem dos cistos através dos poros

(VISVESVARA & SCHUSTER, 2008) (Figura 2).



Trofozoito (a) — CiSEO (b)

2um 2um

Figura 2: Ciclo de vida de Acanthamoeba: (a) Trofozoito de Acanthamoeba (b) Cisto de Acanthamoeba, forma de
resisténcia em condigbes desfavoraveis, caracterizados pela dupla parede. Sob condicdes favoraveis o trofozoito
emerge do cisto. Fonte: Siddiqui & Khan, 2012.

Acanthamoeba foi descoberta em 1930 por Castellani ao examinar
culturas da levedura Cryptococcus pararoseus (CASTELLANI, 1930). No ano
seguinte, Volkonsky classificou a nova ameba como Hartmanella castellanii
(VOLKONSKY, 1931). Entretanto esta classificagao inicial ficou mal definida,
sendo que a mesma baseava-se tanto na presenca do cisto com parede dupla
bem como na posigéo das fibras do fuso durante a mitose. Nos anos 1960 e
1970, ficou claro que um novo sistema de classificacdo era necessario, pois
mais espécies de Acanthamoeba comecaram a ser descritas. Este novo modo
de classificacdo dividiu Acanthamoeba spp. em trés grupos com base na
morfologia, tamanho e forma do cisto (PAGE 1967; PUSSARD & PONS, 1977).

No entanto, a classificacdo baseada no tamanho e forma do cisto ndo
era confiavel, visto que a morfologia dos cistos podia mudar devido as

condicdes de cultura. Além disso, este sistema de classificagdo nédo incorporou



critérios bioquimicos ou imunologicos (DAGGETT et al., 1985; STRATFORD &
GRIFFITHS, 1978). Em 1991, Visvesvara criou um novo sistema de
classificacdo de espécies dividindo Acanthamoeba spp. em trés subgrupos
diferentes com base na morfologia, analise de isoenzimas e sorologia.
Entretanto determinantes antigénicos e padrfes de isoenzimas também podem
mudar quando as cepas séo cultivadas em diferentes condi¢cdes (JACOBSON
& BAND, 1987; WEEKERS & JONCKHEERE, 1997).

Atualmente, Acanthamoeba spp. € dividido em 17 gendtipos com base
em sequéncias de genes de rRNA (T1 - T17) (Tabela 1) (DAGGETT et al.,
1985; COTE et al., 1991; SIDDIQUI & KHAN, 2012). Cada gendtipo exibe 5%
ou mais de divergéncia de sequéncia entre os diferentes genadtipos. A maioria
das infec¢cdes humanas ocasionadas por Acanthamoeba esta associada com
isolados do gendétipo T4, sendo que mais de 90% dos casos de ceratite
amebiana por Acanthamoeba estdo relacionados com este gendétipo. Do
mesmo modo, T4 foi o principal genétipo associado as demais infeccfes
causadas por esse protozodrio. Atualmente, ndo esta claro porque isolados T4
sdo mais abundantes em infec¢gdes humanas, mas € provavel que uma maior
viruléncia, propriedades que melhoram a sua transmissibilidade bem como a
sua sensibilidade reduzida a agentes quimioterapicos sejam os fatores que
contribuem para seu alto indice nas infeccbes (MARCIANO-CABRAL &
CABRAL, 2003; SIDDIQUI & KHAN, 2012). Estudos futuros irdo identificar
tracos de viruléncia e marcadores genéticos limitados apenas a determinados

genaotipos que poderdo ajudar a esclarecer essas questoes.



Genotipo
T1
T2a
T2b
T3
T4
T5
T6
T7
T8
T9
T10
T11
T12
T13
T14
T15
T16
T17

Doenca

Encefalites
Ceratites
NA (N&o associado)
Ceratites
Ceratites e Encefalites
Ceratites e Encefalites
Ceratites
NA
NA
NA
Encefalites
Ceratites
Encefalites
NA
NA
NA
NA
NA

Tabela 1. Genétipos de Acanthamoeba e suas associagées
com doengas humanas Fonte: Siddiqui e Khan, 2012.

2.3 Ceratite por Acanthamoeba

Desde 1973, tem sido reconhecido que Acanthamoeba spp. pode

causar ceratite, patologia essa definida como uma inflamacédo crbnica da

cérnea e que pode causar cegueira em casos ndo tratados (GARDUNO-

VIEYRA et al., 2011). Na maioria dos casos, a ceratite ocorre em usuarios de

lentes de contato imunocompetentes que ndo conseguem de forma eficaz

descontaminar suas lentes, sendo que surtos tém sido associados ao uso de

solucBes para limpeza e conservacao de lentes de contato contaminadas com

Acanthamoeba (MARCIANO-CABRAL & CABRAL, 2003). Entretanto, outras

formas de contaminacdo podem levar a ceratite acantamebiana (Figura 3).



(d)

Figura 3: Fatores de risco que contribuem para a ceratite amebiana: (a) natagdo, especialmente usando lentes de
contato; (b) lavar os olhos com agua de torneira usando lentes de contato; (c) trabalhar com o solo sem protegdo
ocular; (d) exercer atividades relacionadas a agua (em piscinas ou praias); (e) manipular lentes de contato com as
maos sujas; (f) usar solucao salina caseira para a limpeza e conservacéo das lentes de contato. Fonte: KHAN, 2006.
Quando em contato com a cérnea, os trofozoitos aderem e penetram
no epitélio. Esta aderéncia € mediada por uma proteina da membrana do
trofozoito, que se liga a manose de glicoproteinas do epitélio. Estudos sugerem
qgue enzimas como neuraminidase, elastase e varias proteases produzidas pelo
protozoario podem ser fatores que determinam a infeccao por Acanthamoeba.
ApOs a penetracgdo, o quadro clinico segue com ulceracao, infiltrado neutrofilico
em forma de anel e inflamacéo (Figura 4) (MARCIANO-CABRAL & CABRAL,
2003; GARDUNO-VIEYRA et al., 2011). Substancias como Imunoglobulina A e
proteases, presentes no fluido lacrimal, garantem a protecdo a individuos

saudaveis, uma vez que impedem a aderéncia de Acanthamoeba, processo

chave na patogenia da ceratite (SARAVANAN et al., 2008).
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Figura 4: Ceratite amebiana em humano. Infiltrado neutrofiico em formato de anel caracteristico. Fonte: Gardufio-
Vieyra et al., 2011.

O diagnéstico clinico pode ser feito baseado na constatacdo de
lesbes epiteliais, infiltrado estromal, ceratoneurite radial associado a sintomas
como dor intensa e fotofobia (MARCIANO-CABRAL & CABRAL, 2003;
TRNKOVA et al, 2009). Raspado de cornea e material de biépsia podem ser
utilizados para cultura e identificacdo do agente etiolégico, (KILVINGTON et al,
1990; SCHAUMBERG et al, 1998). A PCR tem tido uma baixa utilizagéo,
apesar de sua eficacia como ferramenta diagndstica capaz de detectar DNA de
Acanthamoeba em amostras da coérnea e inclusive em lagrimas contendo um
maximo de cinco amebas (KIM et al, 1996; KONG & CHUNG, 1996; KHAN et
al, 2001).

O desenvolvimento da ceratite amebiana ndo ocorre somente pelo
simples contato da Acanthamoeba com o epitélio ocular, visto que a presenca
deste protozoario é frequente em usudrios de lentes de contato, porém de

forma assintomatica, sendo que 50% dos individuos saudaveis possuem
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anticorpos contra Acanthamoeba (LARKIN et al, 1990; TANAKA et al, 1994).
Isso levanta a hipétese de que outros fatores possam estar envolvidos na
patogénese desta doenca e que o sistema imune do paciente pode exercer um
papel fundamental na predisposicdo a doenca. A carga parasitaria infectante,
por exemplo, pode contribuir para o estabelecimento ou ndo da infeccéo. Deve-
se levar em consideracao, também, que cepas de ameba podem variar quanto
a sua patogenicidade.

Além disso, a presenca de AVL ndo patogénicas ou de baixo potencial
patogénico em lentes de contato, € um fato que ndo deve ser desconsiderado
no desenvolvimento de ceratite, pois elas podem albergar bactérias e agir
como seus veiculos. Pseudomonas aeruginosa, um dos principais patégenos
oculares, pode sobreviver e ja foi isolada dos cistos de Acanthamoeba spp.

(WALOCHNIK et al, 1999).

2.4 Encefalite amebiana granulomatosa

Embora a ceratite amebiana seja a patologia mais comum associada
com infeccdo por Acanthamoeba, encefalite amebiana granulomatosa (EAG) é
a doenca mais grave e geralmente fatal associada com esse microorganismo
(KHAN, 2006). EAG acomete quase que exclusivamente individuos
imunocomprometidos, é caracterizada por ser uma doenca de curso clinico
prolongado, com um quadro subagudo ou crénico, provocada por varias
espécies de amebas do género Acanthamoeba. Na EAG, tanto a pele como o

trato neuro-olfativo servem como porta de entrada para a ameba, sendo que

processos inflamatérios primarios podem ser observados nesses locais



12

(WALOCHNIK et al.,, 2002). A patogénese da infeccdo envolve necrose
hemorragica grave, edema moderado a intenso com lesdes multifocais,
exsudato croénico inflamatério e vasculite com linfocitos perivasculares.
Comumente, trofozoitos podem ser encontrados nos tecidos recobertos por
células inflamatdrias constituindo a forma granulomatosa tipica desta infeccao.
No entanto, esta forma pode apresentar-se ausente ou pouco nitida em
pacientes com resposta imune muito debilitada (MARTINEZ & VISVESVARA,

1997; VISVESVARA et al, 2007).

a ‘
. —-— ESmoe eI pTRp Lo s, ] i

Figura 5: Seccao coronal dos hemisférios cerebrais apresentando necrose cortical e subcortical em um caso humano
de encefalite granulomatosa amebiana fatal. Fonte: MARCIANO-CABRAL & CABRAL, 2003.

Para pacientes com sintomas neurolégicos, o diagndstico pode ser
citopatoldgico, utilizando amostra de fluido cérebro espinal (SHARMA et al.,
1993; SINGHAL et al., 2001). Métodos de cultivo também podem ser utilizados
no diagndstico. Amostras bioldgicas como fluido cérebro espinal e tecido

cerebral, podem ser inoculadas em meio de crescimento para ameba



13

(MARTINEZ & VISVESVARA, 1991). Ressonancia magnética e tomografia
computadorizada apesar de nao fornecerem diagnéstico definitivo, sao
realizadas em alguns pacientes e ajudam a localizar e reconhecer as lesGes

caracteristicas (MARTINEZ & VISVESVARA, 1997).

2.5 Endossimbiontes de Acanthamoeba spp.

Acanthamoeba é um importante predador no ambiente, pois se
alimenta de véarios organismos como bactérias, fungos e consequentemente
atua controlando essas comunidades microbianas (RODRIGUEZ-ZARAGOZA,
1994). No entanto, varias bactérias desenvolveram estratégias para sobreviver
a fagocitose e sao capazes de se multiplicar dentro de amebas.

Duas formas diferentes de tais interacdes podem ser distinguidas.
Algumas bactérias desenvolveram mecanismos para explorar as amebas como
um “recipiente” para sua replicacdo, e neste caso a relagdo com as amebas é
apenas transitéria (GREUB & RAOULT, 2004). Um exemplo bem estudado é a
Legionella pneumophila, agente causador da doenca do legionario, a
replicacdo intracelular dentro das amebas é considerada um passo importante
antes da infeccdo de seres humanos (MOLMERET et al., 2005). Além disso, o
estilo de vida intracelular destas bactérias as protege no ambiente permitindo a
elas sobreviver em condicbes adversas (GREUB & RAOULT, 2004,
MOLMERET et al., 2005). O segundo grupo de bactérias que interagem com
amebas de vida livre, sdo capazes de manter uma relacéo estavel com seus
hospedeiros e por isso essas bactérias sdo chamadas de endossimbiontes e

aparentemente nao prosperam fora de seus hospedeiros. No entanto, a
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incapacidade de cultura destas bactérias fora de suas células hospedeiras,
neste caso as amebas, prejudica gravemente a sua identificacdo e a
investigacdo dessas interacdes simbioticas. Por ser um importante reservatorio
ambiental de bactérias, o género Acanthamoeba € também referidos como
"cavalos de Tréia" do mundo microbiano (BARKER & BROWN, 1994).

Entre patdgenos bacterianos, Acanthamoeba €& observada como
hospedeira e/ou reservatdrio de Aeromonas spp., Bacillus cereus, Bartonella
spp., Burkholderia spp., Burkholderia pickettii, Campylobacter jejuni,
Candidatus Odyssella thessalonicensis, Chlamydophila pneumoniae, Coxiella
burnetii, Cytophaga spp., Escherichia coli 0157, Escherichia coli K1
neuropatogénica, Flavobacterium spp., Francisella tularensis, Helicobacter
pylori, Legionella pneumophila, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus,  Staphylococcus aureus  meticilina-resistente, Mycobacteria
tuberculosis, M. avium, M. leprae, Parachlamydia acanthamoebae, Pasteurella
multocida, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis, Pseudomonas
aeruginosa, Rickettsia, Salmonella typhimurium, Shigella dysenteriae, S.
sonnei, Simkania negevensis, Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, Waddlia
chondrophila bem como novos endossimbiontes bacterianos que estédo
relacionados com Caedibacter caryophilus, Holospora elegans e Holospora
obtuse, o0s quais foram propostos como ‘'Candidatus Caedibacter
Acanthamoebae’, 'Candidatus Paracaedibacter Acanthamoebae’ e '‘Candidatus
Paracaedibacter symbiosus' (KHAN, 2006; GREUB & RAOULT, 2004;
MOREIRA & BROCHIER-ARMANET, 2008).

Além de bactérias, Acanthamoeba tem se mostrado como um
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reservatorio de uma variedade de virus, incluindo coxsackievirus, adenovirus,
virus da poliomielite, echovirus, enterovirus, ou o virus da estomatite vesicular
bem como de leveduras, Cryptococcus neoformans (STEENBERGEN et al.,
2001) Blastomyces dermatitidis (STEENBERGEN et al., 2004), Sporothrix
schenckii (STEENBERGEN et al, 2004), Histoplasma capsulatum
(STEENBERGEN et al.,, 2004), Streptomyces californicus e Exophiala
dermatitidis, e protistas, incluindo Cryptosporidium parvum (GOMEZ-COUSO et
al., 2007) e Toxoplasma gondii (WINIECKA-KRUSNELL et al., 2009).

A capacidade de varios agentes patogénicos bacterianos de sobreviver
intracelularmente em Acanthamoeba tem sido sugerido como um passo-chave
para a evolucdo de microrganismos ambientais para produzir infeccbes
humanas (SNELLING et al. 2006). A interacdo entre esses parasitos, pode
contribuir para a evolucao de um (bactéria ou Acanthamoeba) ou ambos para
se tornar um patdgeno bem sucedido ou para a dispersao destes no ambiente,
assim sendo, esta area de pesquisa € de grande importancia tanto clinica como
ambientalmente (SIDDIQUI & KHAN, 2012).

Além do papel de carreadora de bactérias, esses endossimbiontes
podem ter uma importante influéncia sobre a fisiologia e viabilidade do seu
hospedeiro. Parachlamydia acanthamoeba um endossimbionte da ordem das
Chlamydias, agente causal de pneumonias, além disso, apresenta-se com
possibilidade de transmissdo transplacetaria (GREUB, 2009; BAUD et al.,
2009) este simbionte amebiano também é conhecido tanto por ser simbidtico
bem como litico ao seu hospedeiro, dependendo das condi¢cbes ambientais, por

exemplo, temperatura. Além disso, P. acanthamoeba pode inibir o processo
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de encistamento em Acanthamoeba, estratégia essa, de sobrevivéncia
essencial do seu hospedeiro para evasdo de agentes quimioterapicos,
dessecacao e radicao (LEITSCH et al., 2010).

Além disso, varios 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, 2008). A associacdo ameba-
bactéria podera provocar a perda da susceptibilidade a certos antibiéticos,
como ocorre no caso de L. pneumophila e Micobacterium avium quando
infectam espécies de Acanthamoeba. O mecanismo pelo qual adquirem este
tipo de resisténcia € desconhecido e ndo h& evidéncias que estes fendtipos

possam manter-se fora da ameba (BARKER & BROWN, 1994).

2.6 Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE)

Pesquisadores tém buscado metodologias que permitam identificar
0S microorganismos no ambiente, bem como associa-los a processos
biogeoquimicos ou a mudancas ambientais. Entretanto, a maioria dos
microorganismos obtidos de amostras ambientais ndo podem ser cultivados em
meios artificiais (AMANN, et al. 1995). Assim, as técnicas moleculares podem
auxiliar no estudo da ecologia microbiana. Os estudos sobre ecologia
microbiana do solo tém avancado pela utilizacdo de meétodos moleculares
independentes de cultivo, considerando-se que mais de 99% dos
microrganismos do solo ndo séo cultivaveis (MALIK et al., 2008). Dentro das

técnicas moleculares, as de fingerprint sdo utilizadas a fim de se obter uma
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ampla caracterizacdo da estrutura da comunidade microbiana. Em estudos de
ecologia microbiana essas técnicas vém sendo muito utilizadas, devido a
rapidez na obtencédo de resultados que permitem avaliar muitas amostras de
um ou mais ambientes simultaneamente. PCR-DGGE é normalmente
empregado para avaliar a estrutura de comunidades microbianas em amostras
ambientais sem cultivo (MUYZER et al., 1993; MUYZER & SMALLA, 1998).

A técnica do DGGE consiste na realizacdo de uma eletroforese em
gel de gradiente desnaturante, que permite a separacdo de moléculas de DNA
de mesmo tamanho, mas de distinta sequéncia de nucleotideos ao longo de
um gradiente de desnaturacdo quimica. A separacdo baseia-se na decrescente
mobilidade eletroforética de moléculas de DNA, fita dupla, parcialmente
desnaturada em géis de poliacrilamida contendo um gradiente linear de
desnaturacao (solucdo de ureia e formamida) (MUYZER & SMALLA, 1998). O
ponto de desnaturacdo depende da estrutura primaria de cada molécula de
DNA, ja que em uma dupla hélice, os enlaces de trés pontes de hidrogénio
entre guanina e citosina tém mais estabilidade, quando comparados aos
enlaces de duas pontes entre timina e adenina. Em outras palavras, a
separacao eletroforética neste caso ira depender da quantidade de G+C
presente em cada molécula de DNA (MUYZER et al.,, 1993). Sendo assim,
cada produto de PCR com uma sequéncia distinta desnatura em uma diferente
posicdo. Uma vez alcangcada a concentracdo ideal de desnaturagdo, ocorre a
transicdo de fita dupla para uma molécula parcialmente desnaturada e esta
para de migrar em uma determinada posi¢céo do gel. Para prevenir a completa

dissociacdo das duas fitas de DNA, é comum a adicdo de uma sequéncia de
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30-50 nucleotideos GC na extremidade 5 de um dos oligonucleotideos
iniciadores utilizados na PCR. O método foi desenvolvido por Fischer e Lerman
(1979) e desde entdo sofreu muitas mudancas e adaptacdes para seu uso em
diferentes campos de pesquisa. O uso da DGGE permitiu observar a evolucdo
de comunidades microbianas ao longo do tempo, em resposta a mudancas de
condicdes fisiologicas e/ou quimicas e mudancas ambientais (TESKE et al.,
1994; MUYZER & SMALLA, 1998; ROWAN et al., 2003).

As aplicacdes mais recentes desta técnica sdo destinadas a estudar a
estrutura e evolugdo das comunidades microbianas do solo (NORRIS et al,
2002; AVRAHAMI et al, 2003; NICOL et al, 2003); do mar (BANO &
HOLLIBAUGH, 2002 ), dos rios (SEKIGUCHI et al, 2002), dos lagos (CRUMP
et al, 2003); do trato gastrointestinal (ZOETENDAL et al, 2002); de biorreatores
de tratamento de aguas residuais (GRAY et al, 2002.; STAMPER et al, 2003);
de insetos (REESON et al, 2003) e de amostras clinicas (BURTON et al, 2003;.

DONSKEY et al, 2003; MC BAIN et al, 2003).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local de desenvolvimento do trabalho
O trabalho foi realizado no Laboratério de Parasitologia do Instituto

de Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

3.2 Isolado de referéncia contendo endossimbionte e DNA
controle positivo para reagfes da PCR

A cepa empregada como controle positivo neste trabalho foi
Acanthamoeba castellanii Neff contendo Protochlamydia amoebophila UWE25
como simbionte. Para controle positivo da PCR para Legionellaceae utilizou-se
DNA de L. pneumophila philadelphia 1, ja para Chlamydiales foi utilizado DNA
de Chlamydia tracomatis e para Pseudomonas spp. foi utilizado DNA da cepa

Pseudomonas aeruginosa ATCC 278532.
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3.3 Culturas Axénicas de Acanthamoeba

Acanthamoeba previamente isoladas de estojos de lentes de
contato, foram identificadas como (Acanthamoeba 1 (Al), Acanthamoeba 6
(A6), Acanthamoeba 9 (A9), Acanthamoeba 11 (All) e Acanthamoeba 12
(A1l2)) e de ar condicionado identificadas como (Acanthamoeba 2 (A2),
Acanthamoeba 3 (A3), Acanthamoeba 4 (A4), Acanthamoeba 5 (A5),
Acanthamoeba 7 (A7), Acanthamoeba 8 (A8) e Acanthamoeba 10 (A10)) foram
mantidas em meio PYG (ANEXO) suplementado com penicilina G potassica

(400pl/mL) e estreptomicina (400ul/mL) em temperatura constante de 30 °C.

3.4 Teste de Osmotolerancia

Para analisar o efeito da osmolaridade no crescimento de trofozoitos
de Acanthamoeba, placas de &gar ndo-nutriente 1,5 %, cobertas com
suspensao de Escherichia coli (ATCC 25922), contendo 0,5 M e 1,0 M de
manitol foram utilizadas. Placas sob as mesmas condi¢des, porém sem manitol
foram usadas como controle do crescimento. Aproximadamente 1000
trofozoitos (in6culo de 25 yL 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 numero de
cistos e trofozoitos a uma distancia de aproximadamente 20 mm do ponto de
inoculacdo. Para cada placa, cinco campos microscopicos foram quantificados
(microscopio optico, aumento de 100X). Todos os testes foram realizados em
triplicata, com cada isolado de Acanthamoeba em uma placa individual. As

contagens foram realizadas no décimo dia de incubacdo. ApGs as contagens,
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areas das placas dos isolados submetidos as concentracées de 0,5 Me 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 avaliacdo da

viabilidade.

3.5 Teste de Termotolerancia

Para os testes de tolerancia a temperatura, placas de agar nao-
nutriente 1,5 % cobertas com suspensdo de E.coli (ATCC 25922) foram
utilizadas. Aproximadamente 1000 trofozoitos (inoculo de 25 uL 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 avaliacdo do crescimento. O crescimento dos
organismos foi determinado por contagem do numero de cistos e trofozoitos a
uma distancia de aproximadamente 20 mm do ponto de inoculacdo. Para cada
placa, cinco campos microscépicos foram quantificados (microscépio Optico,
aumento de 100X). Todos os testes foram realizados em triplicata, com cada
isolado de Acanthamoeba em uma placa individual. As contagens foram
realizadas no décimo dia de incubacéo. Apds as contagens, areas das placas,
dos isolados submetidos as temperaturas de 37 e 42 °C foram marcadas e
transferidas para placas de agar ndo-nutriente 1,5 % cobertas com suspensao

de E. coli e incubadas a 30 °C para avaliacao da viabilidade.
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3.6 Extracédo de DNA total de Acanthamoeba

Para a extracdo de DNA total dos isolados de Acanthamoeba foi
empregado protocolo descrito por Salah & Iciar (1997) com algumas
modificacdes. Uma quantidade inicial de 10° 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 estéril e centrifugado por 3 min a 250 x g, para eliminar os restos de
meio de cultivo. Posteriormente adicionou-se ao sedimento um volume de 400
ML de tampao de extragao (0,4 M NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8,0 e 2 mM EDTA
pH 8,0) e agitou-se em vortex por 10 a 15 s. Apds foi adicionado 40 pL de
sédio dodecil sulfato 20 % (SDS) e 8 pL de Proteinase K 20 mg/mL
(concentragao final 400 pg/mL) (Invitrogen). As amostras foram entao
incubadas em banho-maria a 55 °C durante 1 hora e apés, foi adicionado 300
ML de NaCl 6 M em cada uma. As amostras novamente foram agitadas em
vortex por 30 s e centrifugadas por 10 min a 10.000 x g. Ao sobrenadante
foram adicionados 700 pL de alcool isopropilico, incubou-se a -20 °C por 1 hora
e centrifugou-se 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 uL de agua ultra-pura esterilizada e
armazenado a - 20° C.

A quantificacdo do DNA dos isolados de Acanthamoeba foi realizada
por comparacéo da intensidade das bandas, em gel de agarose 0,8 % corado

com brometo de etideo 0,5 pg/mL. Como controle utilizou-se um padrédo de
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peso molecular de concentracdo conhecida (DNA ladder 50 pb, Ludwig

biotecnologia).

3.7 Oligonucleotideos utlizados no estudo para identificacdo de
endossimbiontes através da PCR convencional

Oligonucleotideos Sequencia 5’ - 3’ Tamanho Temperatura de Referéncia
do produto anelamento
fD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1500 pb 55°C Weisburg et al. (1991);
Dominio bactéria 16S rP2 ACGGCTACCTTGTTACGACTT modificado.
Legionellaceae LEG-225 654 pb 59 °C Miyamoto et al. (1997);
AAGATTAGCCTGCGTCCGAT modificado.
LEG-858
GTCAACTTATCGCGTTTGCT
Pseudomonas spp. PA-GS-F 618 pb 58 °C Spilker et al. (2004);
GACGGGTGAGTAATGCCTA Modificado.
PA-GS-R
CACTGGTGTTCCTTCCTATA
Chlamydiales 16SIGF CGGCGTGGATGAGGCAT 298 pb 56 °C Everett et al. (1999);
16SIGR TCAGTCCCAGTGTTGGC modificado.

Tabela 2: Oligonucleotideos utilizados no estudo de endossimbiontes.

Para as reacfes de amplificacdo, utiizamos 1U Taq DNA
polimerase, 5 pmol de dNTP, 2,5 uL de PCR Buffer 10X, 0,75 uL de MgCl;
(50mM), 1uL de cada primer (10 pmol/pL) e 1uL do DNA (30 ng) extraido para
uma reagao em 25uL. A amplificacao foi realizada em termociclador “PTC 150

MiniCycler Hot Bonnet - MJ Research”.
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3.8 PCR e Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante
(DGGE)

A amplificacdo da regido V3 do gene 16S rRNA por PCR foi
realizada utilizando-se o DNA metagendmico extraido e os oligonucleotideos
iniciadores universais BA 338F -GC (5’- CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC
GGG GCG GGG GCA CGG GGG GAC TCC TAC GGG AGG CAG CAG-3) e
UN518R(5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3') (Dvreas, et al., 1997).

A amplificacdo do gene 16S rRNA foi realizada em solu¢éo tampao
para DNA Tag Polimerase contendo 20ng. pI* de DNA molde, 1U Taq DNA
Polimerase Platinum (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil); 2,5 pl de tampéo 10x,
1,5mM MgCly; 5 pmol de dNTP; 10pmol de cada primer, em um volume final de
25ul. As condices de amplificacdo da PCR foram 5 minutos a 94°C, 35 ciclos
de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a 58°C, 1 minuto a 72°C e extensao final a 72°C
por 10 minutos. A amplificacdo foi conduzida em um termociclador TX96 Plus
(AMPLITHERM). Os produtos gerados foram analisados em gel de agarose
1,5%, corado com brometo de etideo (5 ug.ml?). Posteriormente, os amplicons
obtidos foram analisados em eletroforese em gel com gradiente desnaturante
como descrito por @vreds et al. (1997). Os géis continham 8% de
acrilamida:bisacrilamida (37,5:1 m:m) e apresentavam um gradiente
desnaturante de 15% a 55% de formamida e uréia (JVREAS, et al., 1997). A
eletroforese foi realizada a 200V, durante 5 horas e 30 minutos no DCode TM
System (Bio-Rad Inc.,Hercules, USA) em tampao de corrida TAE 1X. O gel foi
corado com Syber Safe (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil). A aquisicdo das

imagens foi feita por fotodocumentador GL2200 (KODAK).
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As bandas individuais observadas por DGGE foram excisadas,
reamplificadas e sequenciadas.

As sequencias foram alinhadas com o MUSCLE, e as arvores foram
construidas a partir das distancias evolutivas utilizando Neighbor-joining,

utilizando o software MEGA 5.1.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao fenotipica e genotipica dos isolados de
Acanthamoeba spp.

O potencial patogénico dos isolados utilizados neste estudo foram
determinados pelos testes de osmotolerancia e termotolerancia estabelecidos
por Khan et al. (2001). Todos os isolados observados nesse estudo
apresentaram crescimento a 37 °C bem como a 0,5 M. Apenas 3 isolados (A1,
A2 e A10) apresentaram crescimento a 42 °C, enquanto nenhum dos isolados

cresceram a concentracdo de 1,0 M (Tabela 3).
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Isolado Genoétipo  Termotolerancia Osmotolerancia

37°C 42°C 05M 1,0M
Al T5 + + +
A2 T4 T + +
A3 T4 + - +
Ad ND + - +
A5 T11 + - +
A6 T5 = . +
A7 T3 + - +
A8 T5 + - +
A9 ND + - +
Al0 T5 + + +
All T5 + - +
A12 T5 + - +

Tabela 3: Grupo genotipico e caracteristicas de termotolerancia e osmotolerancia dos
isolados de Acanthamoeba spp. : + = apresentaram crescimento / - = nao
apresentaram crescimento. ND: Sequéncia com similaridade insuficiente para
determinar genétipo.

Logo, através deste perfil, podemos considerar que os isolados
Al, A2 e A10, possuem um potencial patogénico maior quando comparado aos
demais aqui estudados. Alguns trabalhos tém mostrado que isolados
patogénicos de Acanthamoeba exibem crescimento a temperatura e
osmolaridade aumentadas (DE JONCKHEERE, 1983; KHAN et al., 2002)
sendo que esses testes fenotipicos podem ser usados na diferenciacdo e
prévia caracterizacdo de isolados clinicos e ambientais correlacionados
também a testes de efeito citopatico (KHAN et al., 2001). Embora alguns
isolados ambientais, tais como alguns dos isolados analisados neste trabalho,
possam apresentar caracteristica ndo patogénica, eles tém grande importancia

epidemioldgica, uma vez que, podem ser veiculos de bactérias patogénicas
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como Pseudomonas aeruginosa e Legionella pneumophila, entre outros
(BARKER & BROWN, 1994).

O aquecimento global tem causado preocupacdo em relacdo ao
aumento de infeccdes 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 infecgdes humanas e de
outros mamiferos. Alguns trabalhos relatam que isolados de Acanthamoeba
nao-virulentos e nao-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
nao-patogénicas, tolerantes a altas temperaturas, indicando que outros fatores
além da tolerancia a temperatura tém um importante papel na determinacéo da
patogenicidade destas amebas (DE JONCKHEERE et al., 1977; STEVENS et
al., 1980). Em estudo realizado por Hong et al. (2000), 60% dos isolados de
agua de torneira foram osmotolerantes e termotolerantes, mas somente 20%
mostraram a expressao de serino-protease que € indicativo de viruléncia.

Quanto a caracteristica genotipica, dos 12 isolados estudados, seis
pertencem ao gendtipo T5, dois pertencem ao genétipo T4, um pertence ao
gendtipo T3 e um ao gendtipo T11, sendo que 2 isolados ndo apresentaram
similaridade suficiente para determinar seu grupo genotipico. A partir dessa
caracterizagdo, 10 isolados podem ser considerados patogénicos.

Estudos realizados por Caumo & Rott (2011) observaram que 13

isolados de Acanthamoeba oriundas de agua de piscinas, onde 9 pertenciam
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ao genotipo T5, 3 pertenciam ao gendétipo T4 e 1 gendtipo T3. Carlesso et al.
(2010) isolou 31 amebas de vida livre (AVL) do género Acanthamoeba spp.,
todas de ambiente hospitalar, sendo que 3 isolados pertenciam ao grupo T4,
duas ao gendtipo T5 e uma ao gendtipo T3, entretanto 25 isolados néo
apresentaram similaridade suficiente para determinar o grupo genotipico. Em
trabalho realizado por Winck et al. (2011), de um total de 136 amostras de agua
de torneira avaliadas, 13 apresentaram positividade para o género
Acanthamoeba spp. , sendo que nove destas apresentaram similaridade
suficiente para caracteriza-las como pertencente ao genotipo T2.

Todos os trabalhos anteriormente citados relatam caracteristicas de
isolados de Acanthamoeba spp. oriundas do estado do Rio Grande do Sul,
porém de diferentes fontes, e demonstram a grande distribuicdo deste

protozoario bem como sua diversidade genotipica.

4.2 ldentificagdo de endossimbiontes nos isolados de
Acanthamoeba

Para a caracterizacdo prévia dos isolados, quanto a presenca ou
auséncia de endossimbiontes, foram utilizados oligonucleotideos que
amplificam a regido 16S rRNA do dominio Bacteria. A partir deste critério,
encontramos em nosso estudo uma prevaléncia de endossimbiontes em 100%

das amostras estudadas (Figura 6).
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Figura 6: Analise molecular através da PCR do gene 16S rRNA para identificacdo de isolados de
Acanthamoeba spp. portadores de endossimbiontes. Fonte: O autor.

Em contraste com inter-relacdes transientes, o que resulta em lise
das amebas infectadas, a presenca de forma estavel infectante de
endossimbiontes bacterianos tem sido relatada em cerca de 25% de todos os
isolados de Acanthamoeba, sendo muito comum a presenca de
microorganismos incultivaveis (HORN & WAGNER, 2004; FRITSCHE et al.
1993).

Choi et al. (2009) apresentou uma prevaléncia de 29,4% de
endossimbiontes em isolados de Acanthamoeba provenientes de &agua de
torneira. Em estudo realizado por lovieno et al. (2010) utilizando a técnica da
PCR, para a identificacdo de endossimbiontes em amostras clinicas, foi
observada uma prevaléncia de 59,4% dentre os isolados estudados. Fritsche et
al. (1993) em estudos com isolados clinicos e ambientais observaram a
presenca de endossimbiontes em 24% das amostras. J& Schmitz-Esser et al.
(2008) avaliando 10 isolados de Acanthamoeba spp. de origem ambiental

observaram a presenca bactérias endossimbiontes em 80% de seus isolados,
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sendo todas bactérias, da ordem Chlamydiales. Xuan et al. (2007) avaliaram 4
cepas de Acanthamoeba, provenientes de lesbes oculares, onde verificaram a
presenca de endossimbiontes em todos os isolados.

No presente trabalho, em que foram utilizados oligonucleotideos que
amplificam o dominio Bacteria, todos o0s isolados apresentaram
endossimbiontes, resultado que esta de acordo com alguns achados da
literatura. A utilizacdo destes oligonucleotideos como “screening”, que
amplificam regides comuns a todos o0s procariotos, possibilitam identificar
inclusive microorganismos incultivaveis e taxonomicamente nao caracterizados.
Muitos estudos se utilizam de iniciadores para regifes espécie-especifica, logo,
a identificacdo de bactérias intracelulares obrigatérias e muitas vezes
incultivaveis fica comprometida e subestimada.

Alguns microorganismos tém evoluido para se tornar resistentes a
digestdo por Acanthamoeba e esses microrganismos ja estabelecidos como
resistentes a amebas incluem agentes patogénicos bacterianos, tais como
Legionella spp., Chlamydophila pneumoniae, Mycobacterium avium,
Pseudomonas aeruginosa, e Campylobacter jejuni, além de agentes
patogénicos emergentes, tais como Simkania negevensis, Parachlamydia

acanthamoebae (FRITSCHE et al. 1993; GREUB & RAOULT, 2004).
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4.3 Identificacdo de Legionellaceae, Chlamidyales e
Pseudomonas spp. através da PCR

Apos a confirmacdo de endossimbiontes nos isolados de
Acanthamoeba, oligonucleotideos especificos para 0s principais grupos
bacterianos simbiontes foram utilizados para sua possivel identificacao.

Ambos os oligonucleotideos para Legionellaceae e Chlamidyales
sintetizados e utilizados neste estudo ndo apresentaram viabilidade para a
identificacdo de endossimbiontes nos isolados estudados. Apesar de os
controles utilizados apresentarem o0s resultados esperados, as,amostras
estudadas, apresentaram grande quantidade de bandas inespecificas. Alguns
isolados apresentaram bandas quase imperceptiveis correspondentes ao
tamanho esperado, de modo que quando comparadas as demais bandas
inespecificas, as mesma eram praticamente inexistentes.

Huang et al. (2011) identificaram Legionella a partir de culturas de
Acanthamoeba utilizando-se da técnica de Semi-Nested PCR (SN-PCR)
utilizando inicialmente os oligonucleotideos LEG225 e LEG858 e em seguida
os primers LEG448 e LEG858. No presente estudo utilizou-se apenas
oligonucleotideos LEG225 e LEG858, em uma reacdo de PCR convencional,
fator esse que pode ter limitado a caracterizacdo de possiveis endossimbiontes
da familia Legionellaceae.

Do mesmo modo, a identificacdo de microorganismos da ordem
Chlamydiales ficou comprometida. Tanto o controle positivo como 0 negativo
apresentaram o resultado esperado, entretanto os isolados apresentaram uma

grande quantidade de bandas inespecificas, como descrito anteriormente.
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Microorganismos desta ordem sao bactérias intracelulares
obrigatérias (EVERETT et al. 1999). No entanto, com excecdo dos simbiontes
relacionados as Chlamydias, o conhecimento sobre simbiontes intracelulares
obrigatérios presentes em amebas ainda € escasso (SCHMITZ-ESSER et al.,
2008). Esse fato pode explicar o grande numero de bandas inespecificas, visto
gue microorganismos incultivaveis e com caracteristica intracelular sdo comuns
em isolados de Acanthamoeba e a amplificacdo do gene 16S rRNA, presente
em todos os procariotos, pode ndo ser tdo especifica em amostras ambientais
quando comparadas com amostras clinicas (WEBLEY et al., 2005).

Em contrapartida, quando foram utilizados oligonucleottideos
especificos para Pseudomonas spp. todos os isolados apresentaram este
género como simbionte (Figura 7), sendo que o sequenciamento de 6 produtos

da PCR apresentou similaridade para o género em questao (Tabela 4).

Figura 7: Andlise molecular através da PCR para identificacdo de Pseudomonas nos isolados de
Acanthamoeba spp. Fonte: O autor.
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Isolados Endossimbonte Similaridade Acesso GenBank (nimero para acesso)
BLAST

Pseudomonas sp. ¢145(2012) 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence (JQ781629.1);

Al Ap1l 97% Uncultured bacterium clone nbw210e07c1 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence (GQ073598.1)

Uncultured Pseudomonas sp. clone 3F10 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence (HM438578.1);

A3 Ap2 96% Uncultured bacterium clone CTOC1AGO01 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence (JQ425947.1)

Pseudomonas sp. c145(2012) 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence (JQ781629.1)

A4 Ap3 99% Uncultured bacterium clone Len173 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence (JX855632.1);

Pseudomonas sp. ¢145(2012) 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence (JQ781629.1)

A6 Ap4 99% Uncultured bacterium clone Len173 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence (JX855632.1)

Pseudomonas sp. ¢145(2012) 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence (JQ781629.1);

A10 Ap5 99% Uncultured bacterium clone Len173 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence (JX855632.1)

Pseudomonas sp. c145(2012) 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence (JQ781629.1)

Al2 Ap6 96% Uncultured bacterium clone nbw210e07c1 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence
(GQO073598.1)

Tabela 4: Maxima porcentagem de similaridade encontrada entre sequéncias obtidas através da PCR para o género
Pseudomonas spp. e sequéncias publicadas no Genbank (banco de sequéncias nucleotidicas do NCBI).

Em estudo realizado por lovieno et al. (2010), foram isolados 37
cepas de Acanthamoeba oriundas de material clinico, sendo identificados um
total de 22 endossibiontes, sendo 13 pertenciam ao género Pseudomonas.

Na natureza, amebas de vida livre, também se alimentam de
Pseudomonas spp., bactéria essa amplamente distribuida em agua e muitas
vezes estdo presentes em baixas concentragcbes. O encontro pode ser
facilitada por uma melhor aderéncia da Pseudomonas com Acanthamoeba
nesses ambientes (BOTTONE et al., 1994). No entanto, algumas espécies de
Pseudomonas evoluiram para se tornar resistente a fagocitose por amebas,

como demonstrado pelo isolamento de Acanthamoeba naturalmente infectada
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com P. aeruginosa (MICHEL et al., 1995). Assim, amebas de vida livre podem
também desempenhar um papel como um reservatério para algumas estirpes
resistentes de Pseudomonas, semelhante ao que tem sido mostrado por
Legionella spp. Isto é importante, dado o papel do microorganismo P.
aeruginosa, como um agente causal de patologias (GARAU & GOMEZ, 2003).

Entretanto se existe uma correlacdo entre a resisténcia da
Pseudomonas a digestdo pela Acanthamoeba e sua patogenicidade, isso

permanece ainda por ser determinado (GREUB & RAOULT, 2004).

4.4 Utilizacdo da técnica de DGGE para caracterizacdo de
populacdes bacterianas e identificacdo de endossimbiontes

Inimeros trabalhos vém apresentando diversas metodologias para a
identificagdo e caracterizagdo de endossimbiontes em isolados clinicos e
ambientais de Acanthamoeba, hibridizacdo fluorescente in situ (FISH)
(IOVIENO et al., 2010), reacdo em cadeia da polimerase (HEINZ et al., 2007),
semi-nested PCR (HUANG et al., 2011) e microscopia eletronica de
transmissao (CHOI et al., 2009), sdo algumas das alternativas apresentadas
para a identificacdo e caracterizacdo de bactérias simbiontes em amebas. Em
nosso estudo apresentamos de forma pioneira, uma proposta para caracterizar
e identificar essas populacdes utilizando a técnica de Eletroforese em Gel com
Gradiente Desnaturante (DGGE).

Apo6s amplificagdo com os oligonucleotideos BA 338F - GC e

UN518R, e posterior migracdo do produto em gel desnaturante, todos os
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isolados apresentaram diversidade na sua comunidade bacteriana, como pode

ser visualizado na figura 8.

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 All Al12 Al

Ae3 Aeb
— T — e
P—  —
= e . _——— e
o o g
Ae4d
—

EE

Figura 8: Avalia¢do da comunidade bacteriana através de DGGE.

b

Quanto a caracterizacdo da diversidade de endossimbiontes nos
isolados de Acanthamoeba utilizados no estudo, podemos observar que as
amostras Al, A6, A9, All e Al2 oriundas de estojos de lentes de contato
apresentaram um padrdo de bandas similares entre si, ou seja, existe uma
comunidade bacteriana caracteristica destes isolados com 2 bandas que se
apresentam de forma predominante. JA o0s isolados originados de ar
condicionado A2, A3, A4, e A10 apresentaram um maior niamero de bandas
guando comparadas com outros isolados, até mesmo com A5, A7 e A8 que
também tem a mesma origem, caracterizando assim uma comunidade

bacteriana maior que o0s outros. Como nosso estudo € pioneiro na

caracterizacdo endossimbiontes pela técnica de DGGE em Acanthamoeba,
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nossos resultados ndo podem ser comparados com outros autores quanto a
diversidade bacteriana que pode ser observada no gel.

O uso de DGGE para anélise de comunidades microbianas é uma
ferramenta que permite verificar a estrutura da comunidade bem como, pode
revelar as populacdes microbianas que sdo dominantes no ambiente, nesse
caso, em Acanthamoeba. Uma das principais vantagens do DGGE é que esta
técnica permite a deteccédo e analise de espécies ndo cultivaveis. No entanto,
ela também apresenta algumas limitacbes que podem estar associadas a
problemas na extracdo e amplificacdo do DNA, no gel desnaturante, na
possivel presenca de produtos de PCR quiméricos, a produto de culturas
mistas, e a possibilidade de ndo se diferenciar espécies muito préximas
(TACCARI et al.,, 2012; EVANS et al.,, 2004). Em ambientes com grande
diversidade microbiana, a co-migracao de fragmentos de DNA de taxons
diferentes pode ocorrer (MUYZER & SMALLA, 1998; GAFAN & SPRATT,
2005). Pode ocorrer até mesmo co-migracdo de fragmentos de DNA de taxons
bacterianos muito distantes entre si, dentro de uma mesma banda em um gel
de DGGE (SEKIGUCHI et al, 2002). Uma das maiores limitacoes
apresentadas pela DGGE € que somente fragmentos de até 500bp podem ser
separados no gel de acrilamida o que limita a caracterizacéo filogenética no
posterior sequenciamento (MYERS et al., 1985; CHANG et al., 2000).

Isso pode explicar baixa similaridade de algumas bandas
sequenciadas bem como a nao identificagdo de espécies e nem mesmo de
géneros, no presente estudo. Estudos ainda mostram que muitas das

sequéncias detectadas nao apresentam homologia com sequéncias de
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organismos conhecidos, ou com sequéncias depositadas no GenBank,
representando dessa forma, novas espécies (SCHWIEGER; TEBBE, 1998). O
DGGE apresenta limites de deteccéo, isto €, apenas espécies predominantes
presentes na comunidade podem ser detectadas e muitas bandas ndo podem
ser discriminadas umas das outras (NIKOLAUSZ et al., 2005).

Apenas as bandas Ae4 e Ael2 (TABELA 5) obtiveram similaridade
capaz de caracteriza-las como Paenibacillus glucanolyticus (99%) e Candidatus
Protochlamydia amoebophila (96%) respectivamente, outras bandas nao
obtiveram a mesma possibilidade de caracterizacdo sendo identificadas como
bactérias incultivaveis. O género Paenibacillus compreende um grupo de
organismos em forma de bastonete, aerdébios ou anaerdbios facultativos que
produzem esporos elipticos (ASH et al. 1993). Espécies de Paenibacillus tém
sido isoladas de uma grande variedade de ambientes, como solo (BERGE et al.
2002), agua, rizosferas, materiais vegetais, alimentos, raizes de arvores,
alimentos, forragem, fezes e larvas de insetos (DAANE et al. 2002), e uma
espécie foi isolada de materiais clinicos (BOOSHARD et al., 2002).

Candidatus Protochlamydia amoebophila, €& um simbionte
intracelular obrigatério de Acanthamoeba spp., cocdide gram negativo
possuindo de 0,5 a 1,0 um de didametro, apresenta-se envolto por membranas
vacuolares e também disperso no citoplasma da célula hospedeira, muitas
vezes de forma aglomerada (COLLINGRO et al., 2005).

A banda Ae9 apresentou uma similaridade de 97% com Uncultured
gamma proteobacterium. Nesse taxon, se encaixam alguns endossimbiontes,

como Legionella pneumophila (ROWBOTHAM, 1986), Pseudomonas
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aeruginosa (MICHEL et al. 1995) e Coxiella burnetti (LA SCOLA & RAOULT,

2001).
Isolados Endossimbionte Similaridade com  Acesso GenBank (nimero para acesso)
BLAST
Ael 89% Uncultured bacterium clone C-39 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence (EU709498.1)
Al
Ae2 96% Uncultured bacterium clone A-13 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence (EF579791.1)
Ae3 97% Uncultured bacterium isolate DGGE gel band K2-12 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence (JX183833.1)
A2
Aed 99% Paenibacillus glucanolyticus strain LAMA 767 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence (JX860237.1)
Ae5 97% Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene, clone M17b
A3 (AJ851149.1)
Aeb 94% Uncultured bacterium clone C-39 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence (EU709498.1)
A4 Ae7 97% Uncultured bacterium clone 5b-iP-Ac13 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence (HM470588.1)
A5 Ae8 99% Uncultured bacterium clone 32-1-M13F(-47) 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence (GQ866161.1)
A7 Ae9 97% Uncultured gamma proteobacterium clone QRSYY11 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence (EU919226.1)
Ael0 - ND
Al10
Aell - ND
All Ael2 96% Candidatus Protochlamydia amoebophila strain UWE25 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence (JQ346728.1)
Al2 Ael3 90% Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene, clone NY-

R690 (FR877316.1)

Tabela 5: Maxima porcentagem de similaridade encontrada entre sequencias obtidas através da PCR 16S dominio
BACTERIA e sequéncias, publicadas no Genbank (banco de sequéncias nucleotidicas do NCBI). ND: Sequéncias com
similaridade insuficiente para determinar espécie ou género.

A partir dos sequenciamentos, foi construido um dendrograma

(Figura 9), onde a partir dele podemos avaliar a similaridade das nossas
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amostras sequenciadas bem como de sequéncias externas obtidas no

Genbank. O dendrograma apresenta-se divido em 4 grupos (G1, G2, G3 e G4).

Onde podemos observar no G1: Ael, Ae3, Ae5, Ae6, Ae7 e Ae8. No G2, Ael0

e Aell, as quais ndo apresentaram possibilidade de identificacdo pelo

senquenciamento, apresentaram semelhanca entre si com observado no

dendrograma, diferenciando-se dos demais, assim como observado no gel de

DGGE (Figura 8). Ja no G3, observamos a presenca de duas amostras, Ae9 e

Ae2, e G4, onde observamos a presenca de trés amostras, Ae4, Ae 12 e Ael3.

g6 | Uncultured bacterium isolate DGGE gel band K2-12 165 ribosomal RNA gene partial sequence.
E3 | IUncultured bacterium partial 165 rRNA gene clone M17h.

8 Uncultured bacterium clone 5b-iP-Ac13 165 ribosomal RNA gene partial sequence.
Aeb
47 | A
Ael
- Ael
53 AeT
1a0 Ael
Uncultured bacterium clone C-39 165 ribosomal RMA gene partial sequence.
Uncultured bacterium clone 32-1-M13F(-47) 165 ribosomal RMA gene partial sequence.
Ae10
Ael1
Ael
100| Uncultured gamma protecbacterium clone QRSYY11 163 ribosomal RNA gene partial sequence.

a8

—
0.0

Uncultured bacterium clone A-13 165 ribosomal RNA gene partial sequence.

Ae2

g7 — Ael2
Candidatus Protochlamydia amoebophila strain UWE25 16S ribosomal RNA gene partial sequence.

g9 Aed
Paenibacillus glucanolyticus strain LAMA 767 165 ribosomal RNA gene partial sequence.
Ael3

Uncultured bacterium partial 165 rRMA gene clone NY-R690.

Figura 9: Dendrograma de proximidade genética pelo método de Neighbor-joining entre as amostras sequenciadas e
sequéncias externas utilizando o programa MEGA 5.1. A barra de escala indica a distancia evolutiva.
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Apesar de apresentarem similaridade no dendrograma, isolados
apresentam diferentes padrdes de migracdo no gel de DGGE (Figura 8), isso
pode ser explicado pelo fato da separacdo dos fragmentos no DGGE, ser
realizada pela diferenca de bases que a sequéncias apresentam, sendo essa

diferenciacéo, feita a partir de uma unica base (MUYZER & SMALLA, 1998).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Amebas de vida livre (AVL) pertencentes ao género Acanthamoeba
spp. estdo distribuidas mundialmente e habitam uma ampla variedade de
nichos ambientais. Acanthamoeba spp. pode ser considerada um importante
veiculo de patégenos humanos por abrigar bactérias endossimbiontes. Assim,
esse estudo objetivou investigar a presenca destes endossimbiontes em
isolados de Acanthamoeba spp., bem como caracteriza-los quanto sua espécie
e género.

Na caracterizacdo molecular, 10 isolados apresentaram padrao
genadtipico que as caracterizam entre 0s mais associados as patologias que
acometem seres humanos. Os marcadores fenotipicos de patogenicidade
utiizados para a caracterizagdo dos isolados de Acanthamoeba spp.
(osmotolerancia e termotolerancia), demonstraram a presenca de 3 isolados
potencialmente patogénicos, entretanto testes in vivo e in vitro deverdo ser
utilizados para a confirmacéao desta hipotese.

Nesse trabalho, utilizamos 2 técnicas de biologia molecular, a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), bem como langamos méo de uma
metodologia ainda ndo descrita para a identificagcdo de endossimbiontes em
isolados de Acanthamoeba spp., a Eletroforese em Gel com Gradiente de

Desnaturacéo (DGGE).
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A utilizacdo da PCR, metodologia essa ja descrita por diversos
autores como wuma ferramenta adequada para a identificacdo de
endossimbiontes, apresentou limitacbes para a identificacdo de
microorganismos da familia Legionellaceae bem como para a ordem
Chlamydiales, sendo que para a caracterizacdo destes grupos de
microorganismos, metodologias como Nested-PCR ou ainda Hibridizacao
Fluorescente In-Situ (FISH) podem ser utilizadas. Para a identificagcdo do
género Pseudomonas spp. nos isolados, utilizamos também a técnica de PCR,
sendo que todos os isolados apresentaram positividade para esse
endossimbionte de forma clara e conclusiva.

Quanto a utilizacdo da DGGE, observamos que essa ferramenta
apresentou-se de forma positiva para a avaliacdo da comunidade bacteriana
internalizada, entretanto a caracterizacao a nivel de espécie e género limitou-
se a apenas 2 sequenciamentos. Por ser o primeiro estudo utilizando DGGE
para a investigagdo de endossimbiontes em Acanthamoeba spp. ndo podemos
ter uma posicdo conclusiva quanto a utilizacdo ou ndo desta metodologia para
a caracterizacdo destes microorganismos, pois outras variaveis da técnica
deverdo analisadas para uma conclusdo mais clara e fidedigna.

Identificar microorganismos simbiontes de Acanthamoeba vem
sendo alvo de estudo para inUmeros pesquisadores visto 0 impacto que isso
implica. Além disso, compreender essa interacdo simbidtica entre
Acanthamoeba spp. com varios géneros bacterianos vem apresentando-se
como uma nova tendéncia na area da pesquisa seja de ambito clinico e/ou

ambiental.
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ANEXOS

Anexo A
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

0,989 de Sulfato de magnésio (MgS0O,4.7H,0 )

0,059g de Cloreto de calcio (CaCl,.2H,0)

1g de Citrato de sodio (NazCgHs07.2H,0)

0,029 de Sulfato ferroso amoniacal [Fe(NH4)2(S04)2.6H,0]
0,034g de Diidrogenofosfato de potassio (KH,POy,)

0,355¢g de Hidrogenofosfato dissddico anidro

159 de Glicose (CgH1206)

Agua destilada g.s.p 1000 mL

Preparo: Todos os componentes foram dissolvidos na ordem apresentada, com
excecdo do CaCl2 gue foi dissolvido separadamente a adicionado posterior ao
resfriamento da solugcdo. O pH foi ajustado em 6,5 + 0,2 e a solucdo

esterilizada por autoclavagem (121 °C por 15 min).
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Anexo B

Agar n&o-nutriente (ANN)
100 mL de solucéo salina de Page (1X)

1,59 de agar

Preparo: O agar foi dissolvido em 100 mL da solucéo 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.

Solucédo Salina de Page:

120 mg de cloreto de sédio (NaCl)

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

142 mg de hidrogenofodfato dissédico anidro (Na;HPO,)

136 mg de diidrogenofosfato de Potassio (KH,PO,)

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

Agua destilada g.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 solucao

esterilizada por autoclavagem (121 °C por 15 min).



