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RESUMO - O género Acanthamoeba pertence a um grupo de protozoarios anfizéicos
que podem ou ndo ser patogénicos. A patogenicidade é determinada por parametros
morfologicos, fisicos, bioquimicos e moleculares. Fatores como osmotolerancia e a
termotolerancia contribuem para a determinacdo da patogenicidade. A técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) vem apresentando resultados mais promissores
para a identificacdo do género. O objetivo deste trabalho foi isolar amebas de vida livre
do género Acanthamoeba em piscinas publicas do DF e espelhos-d’agua localizados no
Eixo Monumental, Brasilia-DF, bem como determinar o potencial patogénico dos
isolados. Foi observado crescimento de AVLs em todas as amostras. O género
Acanthamoeba foi encontrado em 20 amostras pela cultura e confirmados pela PCR.
Desses, 14 apresentaram algum grau de patogenicidade nos testes de osmotolerancia e
termotolerancia.
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ISOLATION, BIOLOGICAL CHARACTERIZATION AND MOLECULAR OF
ACANTHAMOEBA: DETERMINATION OF THE PATHOGENIC POTENTIAL
IN DISTRITO FEDERAL

ABSTRACT- The genus Acanthamoeba belongs to a group of anfizoic protozoa that
may or may not be pathogenic. Pathogenicity is determined by morphological, physical,
biochemical, and molecular parameters. Factors such as osmotolerance and
thermotolerance contribute to determine pathogenicity. The technique of Polymerase
Chain Reaction (PCR) has  shown promising results for the identification of the
genue. The objective of this study was to isolate Acanthamoeba in public pools and
water mirrors in public’s places of Brasilia-DF, and to determine the pathogenic
potential. Free-living amoeba growth was observedin all samples. The genus
Acanthamoeba was found in 20 samples by culture and confirmedin PCR. Of
these, 14 had some degree of pathogenicity in osmotolerance and thermotolerance tests.
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INTRODUCAO

As amebas de vida livre (AVLs) sdo protozoarios anfizdicos, ou seja, que nao
precisam de um hospedeiro para sobreviver. Sdo encontrados nos mais diversos
ambientes, tais como lagos, rios, piscinas, esgotos, cursos de agua que recebem
efluentes industriais, solos, ar, cavos para a extra¢do de areia ou argila, poeira doméstica
e de logradouros publicos e hospitalares (PAGE, 1976; SILVA; ROSA, 2003).

As AVLs podem agir como patdgenos facultativos causando
meningoencefalite, ulceracdes de pele e cornea em seres humanos. Os géneros com
potencial patogénico para o homem sdo: Acanthamoeba, Naegleria, Balamuthia e
Sappinia (VISVESVARA et al., 2007).

A Naegleria possui trés fases no ciclo bioldgico tais como trofozoito, cisto e a
forma flagelada. Existem mais de 30 espécies de Naegleria descritas com base na
sequéncia do gene rRNA SS. Entretanto somente a Nagleria fowleri é a espécie
causadora da meningoencefalite amebiana primaria, uma doenca neuroldgica
caracterizada por lesdes necrotizantes e hemorragicas do sistema nervoso central com
evolucdo clinica rapida e fatal (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2007; TIEWCHAROEN
et al., 2009).

O género Acanthamoeba possui duas fases durante seu ciclo. Quando assume a
forma ploriferativa, é denominada de trofozoito (20 um — 40 um). E a forma resistente é
chamada de cisto (12 — 30 um) (ALVES, 2006) (Figura 1)
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Figura 1 — Fases de desenvolvimento do género Acanthamoeba. Fonte: Rondanelli e
Scaglia (1993).



Os trofozoitos de Acanthamoeba apresentam acantopddios em sua superficie,
geralmente possuem um nucleo e vacuolos contrateis (KHAN, 2006; PACHECO;
MARTINS, 2008). A divisdo assexuada ocorre por fissdo binaria. Em condicbes
adversas os trofozoitos se encistam podendo ficar vidveis durante anos. Os cistos
possuem poros conhecidos como ostiolos, que servem para monitorar mudangas
ambientais e sdo resistentes a variacdes de pH, temperatura e altas radiacdes gama e
Ultra-Violeta (ALVES, 2006).

Pussard e Pons (1977) descreveram mais de 24 espécies de Acanthamoeba,
baseadas em critérios morfolégicos e as classificaram em trés grupos segundo suas
caracteristicas morfologicas e o tamanho dos cistos. O grupo | é composto por
Acanthamoeba spp. com cistos relativamente grandes, endocisto estrelado e ectocisto
suavemente esférico. No grupo Il o endocisto € poligonalmente estrelado e o ectocisto
irregular ou enrugado, enquanto que no grupo Ill, os cistos apresentam o endocisto
arredondado ou ligeiramente angular e o ectocisto ligeiramente enrugado ou liso
(KONG, 2009) (Tabela 1).

Tabela 1 — Resumo da classificacdo morfoldgica das espécies de Acanthamoeba
spp. baseada no diametro do cisto conforme referido por Pussard e Pons (1977)

Grupo Diametro médio  Caracteristicado  Espécies e diametro médio

do cisto cisto de cada espécie
Grupol >18 um Endocisto estrelado  A. astronyxis (19 um); A.
e ectocisto comandoni (24 pm, 21 um,
suavemente 18 pum); A. echinulata (25
esférico pm).
Grupo Il <18 um
Endocisto é A. castellanii (14 pm, 15
poligonalmente pm, 16 pm); A. polyphaga
estrelado e o (14 pm); A. rhysodes (16
ectocisto irregular ~ pm); A. griffini (14 um); A.
ou enrugado mauritanensis (14 um); A.

lugdunensis (14 um); A.
divionensis (13 um); A.
paradivionensis (16 pum); A.
triangularis (13 pm).




Grupo <19 um Endocisto A. palestinensis (18 pm); A.

I arredondado ou culbertsoni (15 pm, 16 pm,
ligeiramente 18 um); A. lenticulata (13
angular e o pum, 11 um); A. pustulosa
ectocisto (14 pm); A. royreba (15
ligeiramente pm).

enrugado ou liso

Dentre as infeccbes causadas por Acanthamoeba podem-se destacar a
Encefalite Amebiana Granulomatosa que é uma doenca de curso clinico prolongado,
com um quadro subagudo ou crénico e esta geralmente associada a outras doencas
debilitantes. Os sintomas mais comuns sdo hemiparesia, letargia, rigidez de nuca,
agitacdo, afasia, ataxia, nauseas, vomitos, paralisia do nervo craniano e aumento da
pressdo intracraniana (KHAN, 2008). Alguns pacientes apresentam nddulos na pele
poucos dias antes do aparecimento dos sintomas e sinais neuroldgicos. A porta de
entrada pode ser o trato respiratério, Ulceras da pele ou qualquer ferida aberta na
superficie mucosa ou serosa do corpo, inclusive através de cateteres de didlise
peritoneal. A via de invasdo e penetracdo no sistema nervoso central parece ser a
hematogénica, a partir do foco primario de entrada da ameba e também através do
epitélio neuro-olfativo (CROZETTA, 2007). O periodo de incubacdo ndao é bem
conhecido, podendo ser de semanas ou meses (Figura 2).
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Figura 2 — Cistos de Acanthamoeba spp. A: observacdo de cistos em placa (Microscépio
invertido LABOMED TCM 400. Aumento de 400x); B: observacdo de cistos (~15 pm)
(Microscopio 6ptico Leica DMLB. Aumento de 1000x).



A ceratite por Acanthamoeba é uma infecgdo cronica da cornea, na maioria dos
casos unilateral, causada por algumas espécies do género Acanthamoeba e esta
normalmente associada ao uso incorreto de lentes de contado (KHAN, 2006;
VISVESVARA et al., 2007). As lesdes oculares ocorrem, provavelmente, a partir de um
microtraumatismo do olho e a contaminacgdo do olho pelas amebas pode ocorrer a partir
da agua contaminada ou de particulas do ar ou do solo que contenham amebas (LEMUS
et al., 2010). Existem casos de ceratite em usuarios de lente de contato que fizeram uso
de solucdo salina feita em casa, que nadaram usando lentes e os que ndo fizeram a
desinfecgé@o das lentes no tempo recomendado pelo fabricante. Os principais sintomas
sdo sensacdo de corpo estranho no olho, lacrimejamento, irritacdo, inflamacgéo, dor
severa, tipicamente desproporcional aos sinais clinicos, edema da palpebra com pequena
secrecdo, fotofobia e visdo alterada com perda gradual (SCHUSTER; VISVESVARA,
2004b; PENS, 2008). Na avaliacdo microscopica, podem-se observar infiltrados
estromais em epitélio da cornea e raramente esclerite (RUTHES et al., 2004). Em alguns
casos pode evoluir para formacdo de catarata, midriase que é a dilatacdo da pupila com
paralisia do esfincter iridiano, sinéquia anterior da iris e glaucoma. E bastante comum o
aparecimento de infiltrado perineural radial, infiltrado em anel caracteristico e
infiltrados subepiteliais (OBEID, 2003).

A acantamebiase cutdnea é wuma infeccdo oportunista que acomete
principalmente pacientes imunocomprometidos, mas pode também infectar pessoas com
o sistema imunolégico saudavel (SCHUSTER; VISVESVARA, 2004a). O individuo
infectado apresenta nddulos eritematosos duros com corrimento purulento podendo
evoluir para formas ulcerosas (KHAN, 2006). As lesdes sdao semelhantes a lesdes de
pele causada por fungos virus, micobactéria, Leishmania, ou céancer de pele. A
identificacdo precoce € importante, pois pode evoluir com comprometimento
neurologico (NIYYATI et al., 2009).

Além das doencgas causadas por espécies do género Acanthamoeba o estudo da
frequiéncia e da patogenicidade é importante devido ao carater endossimbidtico dessas
amebas. Elas podem ser reservatorios de bactérias patogénicas embora o resultado dessa
interacdo ainda ndo seja muito bem esclarecido, contudo a sobrevivéncia e o
crescimento intracelular de bactérias em AVLs podem prepard-las para um melhor
crescimento em células de mamiferos (MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003).



Dentre as bactérias de importancia clinica encontradas no interior de algumas espécies
de Acanthamoeba encontram-se Legionela pneumofila, Mycobacterium avium,
Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium leprae, Helicobacter pylori, Escherichia
coli, Afipia felis e espécies dos géneros Listeria, Rickettsia e Chlamidia (ALSAM et al.,
2006; IOVIENO et al.,, 2010; AKYA; POINTON; THOMAS, 2009; SCHEID;
HAURODER; MICHEL, 2010). Em 2011, SCHEID e SCHWARZENBERGER
realizando um estudo sobre a interacdo entre AVLs e Criptosporidium observaram o
desenvolvimento do fungo em amebas dos géneros Acanthamoeba, Naegleria e
Vanella. Esses fatos mostram a relevancia epidemioldgica da presenca de
Acanthamoeba em ambiente hospitalar como potencial veiculador de disseminacdo de
infeccdes em humanos (CROZETTA, 2007).

O estudo do potencial patogénico é determinado por parametros morfoldgicos,
fisicos, bioquimicos e moleculares (KHAN et al., 2001; ALVES, 2006; GIANINAZZI
et al., 2009). Fatores como osmotolerancia e a termotolerancia contribuem para a
determinacdo da patogenicidade. A osmotolerancia consiste na inoculacdo de
trofozoitos de Acanthamoeba em meio de cultura &gar ndo nutriente acrescido de
manitol em diversas osmolaridades. A alta osmolaridade interfere no crescimento de
amebas ndo patogénicas, mas as patogénicas podem crescer em diversas concentragdes
do manitol (KHAN et al, 2001). A termotolerancia consiste no crescimento dos isolados
do género Acanthamoeba em condicdes de alta temperatura como parametro de
patogenicidade.

A Acanthamoeba polyphaga ATCC 30461, uma das espécies mais isoladas de
casos de encefalite amebiana granulomatosa e ceratites (SILVA; ROSA, 2003). Possui
cistos de tamanho médio com didmetro inferior a 18 um, o endocisto pode apresentar-se
de forma estrelada, oval, triangular ou quadrangular e o ectocisto segue mais ou menos
o contorno do endocisto (CROZETTA, 2007). Os isolados desta espécie suportam
ambientes completamente secos e podem sobreviver de 2 a 21 anos. Enquanto algumas
amebas ndo resistem a luz solar ou a 4gua do mar, a Acanthamoeba polyphaga nédo
demonstra inativacdo significante (SRIRAM, 2008).

A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) vem apresentando
resultados mais promissores para a identificacdo do género atraves da identificacdo do

gene ribossémico de Acanthamoeba, devido ao seu tamanho (cerca de 2000 pb no



rDNA) e a grande quantidade de cOpias no genoma. Bem como a grande quantidade de
dados gerados sobre essas sequencias de diversos grupos de organismos facilita a
analise comparativa. As técnicas moleculares para identificacdo de AVL tém sido
desenvolvidas para auxiliar o diagnéstico de infeccbes humanas e também para
identificacdo de AVL em amostras ambientais (SCHROEDER et al., 2001,
MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003). A variacdo é observada na restricdo do
cumprimento do fragmento de polimorfismo nuclear completo ou parcial.

Recentemente, no Distrito Federal - DF, casos de ceratite associado a
Acanthamoeba tem sido diagnosticados (Dra M. R. C. C. da Universidade de Brasilia,
comunicacgéo pessoal) indicando a necessidade de estudos sobre amebas de vida livre no
DF para melhor avaliagdo do potencial de risco de transmissdo e estratégia de
prevencao.

Os objetivos deste trabalho foram isolar amebas de vida livre do género
Acanthamoeba em piscinas publicas e espelhos d’agua em Brasilia — DF, determinar a
patogenicidade por meio de testes de osmotolerancia e termotolerancia e caracterizar

morfologicamente e molecularmente os isolados.

MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras das piscinas

A partir de um levantamento das piscinas publicas e clubes publicos foram
agendadas visitas a cinco locais que contém piscinas de uso publico no periodo de
outubro 2010 a fevereiro de 2011. As coletas foram realizadas apos o esclarecimento do
projeto e assinatura do termo de Autorizacao para Desenvolver Atividades de Coletas de
Dados em Outras Instituigdes. A assinatura do termo incluiu a participacdo dos
estabelecimentos, com seguranca total de sigilo dos dados pertencentes a cada local. Os
isolados das piscinas foram denominados de P1 a P9 conforme a ordem das coletas de
cada piscina (Tabela 2).

De cada piscina foram coletados cerca de 800 mL da &gua da superficie em
frascos de vidro estéreis ¢ 20 “swabs” foram passados nas bordas proximo a superficie,
principalmente em lugares nos quais continham lodo ou havia a formacéo de biofilmes.

Em seguida, os frascos foram fechados e os “swabs” foram acondicionados em tubos



contendo 10 mL de solucdo de transporte (1:3 solucdo salina e agua destilada estéreis).
Tanto os tubos quanto os frascos foram vedados com filme plastico, identificados com a
data e local da coleta e transportados a temperatura ambiente para o Laboratorio de

Parasitologia do Centro Universitario de Brasilia (UniCEUB).

Tabela 2 — Locais (L) de amostras de agua e de “swabs” de piscinas publicas do
Distrito Federal, nUmero de amostras coletadas, tipo de coleta e denominacdo dos
isolados.

Regido Amostras .. .
Local Administrativa  Coletadas Piscinas Tipo Isolados
agua
1 Adulto nswab" p1
L1 Samambaia 6 2 Adulto "agua"
swab P2
. agua
3 Infantil wswab” P3
e agua
L2 Brasilia 2 4 Adulto wswab” P4
A agua
L3 Ceilancia 2 5 Adulto nswab" P5
agua
6 Adulto " N
L4 Brasilia 2 ngng Po
7 Infantil wswab” p7
agua
8 Adulto . N
L5 Brasilia 4 z\gjg P8
9 Adulto nswab" Pg

Coleta de amostras de Espelhos d’agua

Foram realizadas coletas de 16 amostras em diferentes espelhos d’agua
localizados no Eixo Monumental, Brasilia — DF, no periodo de outubro 2011 a fevereiro
de 2011. Os isolados dos espelhos foram denominados de Al a A16 conforme a ordem
das coletas (Tabela 3).

De cada espelho foram coletados cerca de 200 mL da agua da superficie em
frascos de vidro estéreis e 20 swabs foram passados nas bordas proximo a superficie,

principalmente em lugares onde continha lodo ou havia formado biofilmes. Em seguida,



os frascos foram fechados e os swabs foram acondicionados em tubos contendo 10 mL
de solucéo de transporte (1:3 solucdo salina e &gua destilada estéreis). Tanto os tubos
quanto os frascos foram vedados com filme pléstico, identificados com a data e local da
coleta e transportados a temperatura ambiente para o Laboratdrio de Parasitologia da

Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (UnB).

Tabela 3 — Amostras de agua e swabs de espelhos d’agua localizados no Eixo
Monumental, Brasilia - DF, numero de amostras coletadas, tipo de coleta e
denominacao dos isolados.

Amostras coletadas  Espelhos  Tipo Isolados

2 1 agua Al
swab

2 2 agua A2
swab

2 3 agua A3
swab

2 4 agua A4
swab

2 5 agua A5
swab

2 6 agua A6
swab

2 7 agua A7
swab

5 8 "agua" A8
swab

) 9 "agua" AQ
swab

) 10 "agua" A10
swab

5 11 "agua" ALl
swab

) 12 "agua" A12
swab

5 13 "agua" A13
swab

’ 14 "agua" Ald
swab

2 15 Agua A15



“Swa 2
Agua

Al6
“Swab”

Exame direto

As amostras foram levadas para a camara de fluxo laminar e transferidas para
calices de sedimentacdo. Apo6s 24 h uma parte do sedimento dos célices foi colocada
entre lamina e laminula para o exame direto (duas ldminas por amostra) no microscopio

optico (Leica DMLB), nos aumentos de 100x e 400x.

Semeadura

Na camara de fluxo laminar foi desprezado o sobrenadante dos célices e,
aproximadamente 14 mL de cada amostra foram transferidos para tubos falcon e
centrifugados por 15 min a 2.000 rpm. Apo6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi
desprezado e aproximadamente 1 mL do sedimento de cada amostra foi colocado no
centro de duas placas de cultura contendo agar ndo nutriente 1,5% coberto por uma
suspensdo de Escherichia coli mortas pelo calor (na autoclave) para a alimentacdo das
amebas. Uma das placas foi incubada a 25° C e a outra a 37° C.

As placas foram observadas ao microscépio Optico invertido (LABOMED
TCM 400), nos aumentos de 200x e 400x, em intervalos de 24 horas durante 14 dias

guanto a presenca de amebas de vida livre e suas formas de desenvolvimento.

Teste de flagelacéo

Com a finalidade de identificar e excluir isolados de Naegleria fowleri, foi
realizada a técnica de flagelagdo do organismo. Uma gota do lavado de placa positiva
foi colocada sobre laminula contendo vaselina nas bordas, coberta posteriormente com
lamina e incubada a 37 °C durante 4 horas. A observacao foi realizada em intervalos de
2 horas para o aparecimento de formas flageladas.

Caracterizacdo morfoldgica
Para a caracterizacao, ap0s o crescimento de amebas de vida livre em culturas,
as placas foram lavadas com agua destilada estéril, na camara de fluxo laminar, e as

amebas isoladas foram avaliadas morfologicamente de acordo com os aspectos dos
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cistos. A analise dos cistos baseou-se na observacdo da parede conforme os critérios
descritos por Page (1986) para a caracterizacdo dos géneros. O estudo morfologico das
AVLs pertencentes ao género Acanthamoeba spp. foi realizado atraveés de analises
microscopicas usando aumento de 1000x, pelas medidas de cistos com régua
micrométrica. Foram medidos de cada amostra 100 cistos para gerar uma média.
Conforme o didmetro dos cistos, entre os isolados de Acanthamoeba spp. foram
enquadrados nos grupos I, 1l ou Il segundo os critérios sugeridos por Pussard e Pons
(1977). A cepa padrdo ATCC 30461 (Acanthamoeba polyphaga) foi utilizada como
controle positivo. A analise estatistica do didametro dos cistos entre os isolados foi
realizada pela variacdo nao paramétrica, Kruskal Wallis.

Inducéo da forma trofozoitica

Apos o isolamento as placas foram lavadas e o lavado foi centrifugado a 2000
rpm durante 15 minutos e o sobrenadante foi desprezado por 3 vezes consecutivas. O
sedimento foi inoculado no meio de cultura YAS (0,01 g de extrato de levedura em 100
mL de solucdo salina de Page) e os ino6culos foram incubados a 30° C durante 48 horas
para inducdo da forma trofozoitica e tentativa de purificacdo (TSVETKOVA et al.,
2004).

Apos este periodo, as amostras foram levadas para a camara de fluxo laminar,
homogeneizadas e a diluicdo foi preparada para a quantificacdo das fases de
desenvolvimento apos a inoculacdo e a verificacdo da contaminacdo por fungos e/ou
bactérias.

Quando na forma trofozoitica, esses isolados foram submetidos a analise

molecular e a testes de osmotolerancia e termotolerancia.

Osmotolerancia
Placas contendo agar ndo-nutriente (controle) e &gar ndo-nutriente contendo
manitol nas concentracfes de 0,5 M, 1,0 M e 1,5 M foram previamente cobertas com
Escherichia coli vivas e incubadas a 37 °C durante 24 horas para a formacdo de
colonias.
Mil trofozoitos de cada isolado e da ATCC 30461 foram inoculados nas placas

acima descritas. As placas foram incubadas a 30° C durante 120 horas. Em intervalos de
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24 horas durante 120 horas foi medido o halo onde houve o crescimento das amebas e 0
consumo das bactérias. O diametro (em milimetros) do in6culo foi medido no momento
da inoculacdo e o da zona clara onde houve crescimento das amebas e o consumo das
bactérias na superficie do agar foi medido em intervalos de 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120
h. A cepa padrdo ATCC 30461 (Acanthamoeba polyphaga) foi utilizada como controle
positivo. O teste foi realizado em triplicata. Diferencas de crescimento entre os isolados

foram testadas usando Kruskal-Wallis.

Termotolerancia

Para a termotolerancia, placas contendo Agar ndo-nutriente foram cobertas
com Escherichia coli vivas e incubadas a 37° C durante 24 horas para o crescimento das
bactérias. Em seguida, cerca de 1000 trofozoitos de cada isolado e da ATCC 30461
foram inoculados em trés placas, acima descritas, sendo que uma placa foi incubada a
25° C,a30°Cea37°C. Em intervalos de 24 horas durante 120 horas foi medido o halo
onde houve o crescimento das amebas e o consumo das bactérias. O diametro (em
milimetros) do indculo foi medido no momento da inoculacédo e o da zona clara onde
houve crescimento das amebas e o consumo das bactérias na superficie do agar foi
medido em intervalos de 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h. A cepa padrdo ATCC 30461
(Acanthamoeba polyphaga) foi utilizada como controle positivo. O teste foi realizado
em triplicata. Diferencas de crescimento entre os isolados foram testadas usando
Kruskal-Wallis.

Extracdo de DNA com kit Qiagem

As amostras contendo cerca 10.000 trofozoitos foram centrifugadas a 7.500
rpm durante 10 minutos, o sobrenadante foi descartado, foram ressuspendidas em 180
pL tampédo de lise enziméatico (ATL) e incubadas a 37° C durante 30 minutos.
Posteriormente, as amostras foram aquecidas no banho-maria a 56° C, nelas foram
adicionados 25 pL de proteinase K (600 mAU/mL) e homogeneizados no agitador, em
seguida foram adicionados 200 pL de tampdo AL (sem etanol), homogeneizou no
agitador e incubou a 56° C durante 30 minutos (banho-maria). As amostras foram
incubadas a 95° C por 15 minutos para inativar patdgenos.

Adicionou-se 200 pL de etanol (96% - 100%) a amostra € homogeneizou-se
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novamente. Posteriormente foi pipetado a mistura no DNeasy mini spin column (mini
colunas) colocadas sobre tubos de 2 mL, centrifugou a 8.000 rpm durante 1 minuto e
descartou-se o conteido do tubo. A seguir, colocou-se a mini coluna em um tubo de 2
mL, adicionou-se 500 pL do tampdo AW1, centrifugar a 8.000 rpm durante 1 minuto
descartando-se o contetdo do tubo. Adicionou-se 500 pL do AW?2 e centrifugar-se a
1.400 rpm durante 3 minutos e descartou-se o contetdo do tubo. Foi colocada a mini
coluna em um tubo novo de 1,5 ou 2 mL, adicionando-se 200 uL do AE diretamente na
membrana, incubou a temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugou a 8.000 rpm

durante 1 minuto (precipitado). Os ultimos passos foram repetidos trés vezes.

Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR foi realizada, segundo as descricdes de Schroeder et al. (2001),
utilizando-se os iniciadores género especificos JDP1 (5' GGC CCA GAT CGT TTAC
CGT GAA3’) e JDP2 (5' TCT CAC AAG CTG CTA GGG AGT CA 3°). Para a analise
do PCR foram preparados 50 pL de solucdo contendo 1 pL de 0.2 mM dNTPs (Mix,
Invitrogen ™), 5 pL de tamp&o de reacdo (50 mM KCI2, 10 mM Tris—HCI pH 8,0),
Tampdo 10X (Invitrogen ™), 1,5 pL de 1.5 mM de cloreto de magnésio, 0,2 pL de cada
um dos iniciadores JDP1 e JDP2 (100 uM), 1 pL de 20 a 30 ng de DNA, 1 pL de 1 U de
Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen, ™) e 40,1 L de agua MiliQ.

Essa solucdo foi colocada no aparelho PTC-150 Minicycler MJ Research
thermocycler e programados 30 ciclos. O primeiro foi 94° C durante 5 minutos, seguido
por 94° C durante 1 minuto, 58° C durante 1 minuto, 72° C durante 1 minuto, esses trés
ultimos foram repetidos 30 vezes, para terminar a reacdo, as amostras ficaram ainda no
aparelho a 72 °C durante 5 minutos.

Para visualizar o produto amplificado foi colocado 5 puL do DNA em 1% de gel
de agarose, com 0,5 uM/mL de brometo de etidio e sob um transiluminador de luz UV,

0 produto foi visualizado.

RESULTADOS

Foram observadas Amebas de Vida Livre nos 25 lugares pesquisados, sendo

que 18 amostras foram provenientes de 9 piscinas publicas ou piscinas de clubes publicos de
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recreacdo do Distrito Federal, localizados em Brasilia, Ceilandia e Samambaia, cujos isolados
foram denominados de P1 a P9 como descrito anteriormente (Tabela 4).

Tabela 4 — Locais visitados, nimero amostras coletada, de dgua de swabs de piscinas
publicas do Distrito Federal, nimero de amostras coletadas, tipo de coleta e
denominacao dos isolados.

Local n° de amostra Tipo Resultado Isolados
L1 agua -
"swab" + P1
6 agua -
"swab" + P2
agua -
"swab" + P3
L2 2 agua +
"swab" + P4
L3 2 agua +
"swab" + P5
L4 agua +
2 "swab" + P6
agua +
"swab" + P7
L5 agua +
4 "swab" + P8
agua +
"swab" + P9
Total 18 9 agua 15 positivas 9 isolados
9 “swab”

(-) Auséncia de Amebas de Vida Livre.
(+) Presenca de Amebas de Vida Livre.

Trinta e duas amostras foram coletadas de 16 espelhos d’agua, pelas quais foi
possivel isolar amebas de vida livre em todos os espelhos. Os isolados foram

denominados de Al a A16 conforme previamente descrito (Tabela 5).
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Tabela 5 — Amostras de agua de espelhos d’agua localizados no Eixo Monumental,
Brasilia - DF, nimero de amostras coletadas, tipo de coleta e denominacdo dos
isolados.

Espelhos  n° de Amostras Tipo Resultado Isolados

1 2 "agua" + Al
swab +

2 2 "agua" + A2
swab +

3 2 "agua" + A3
swab +

4 2 "agua" + Al
swab +

5 2 "agua" + AG
swab +

6 2 "agua" + A6
swab +

7 2 "agua" + A7
swab +

8 2 "agua" + AS
swab +

9 2 "agua" + AQ
swab +

10 2 "agua" + A10
swab +

11 2 "agua" + ALl
swab +

12 2 "agua" + A12
swab +

13 2 "agua" + A3
swab +

14 2 "agua" + Al4
swab +

15 2 “Agua” + A15
swab +

16 2 “Agua” + A16
swab -

Total 32 16 agua 31 positivas 16 isolados

16 “swab”

(+) Presenca de Amebas de Vida Livre.
(-) Ausencia de Amebas de Vida Livre.
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Em 20 locais foram isolados amebas de vida livre com caracteristicas
morfolégicas semelhantes a Acanthamoeba (Figuras 3 e 4) nos quais foram observados
trofozoitos com movimentagdo lenta, presenca de endoplasma e ectoplama (hialino), vactolos
contrateis e finos acantopédios. Também foram encontrados AVLs semelhantes ao género
Naegleria em 5 locais, Vanella em 4 locais e ao género Platyamoeba em 2 locais.
Algumas amebas ndo identificadas foram observadas em 7 amostras (Tabela 6). Além
da presenca de cistos e trofozoitos de AVLs, ainda nas amostras dos espelhos, foi
possivel observar AVLs associadas a presenca de larvas e/ou ovos de nematelmintos de
vida livre. Vale ressaltar que as larvas de nematoide permaneceram vivas durante, pelo

menos, 45 dias.

Figura 3 — Acanthamoeba spp. A e B: Cisto de Acanthamoeba - ectocisto e o endocisto visivel.
(Microscopio optico Leica DMLB. Aumento de 1000x); C e D: Trofozoito de Acanthamoeba
sp. Presenca de acantopddios (seta) (Microscopio optico Leica DMLB. Aumento de 1000x). E:
Cisto de Acanthamoeba sp. — nucleo nitido (Microscopio dptico Leica DMLB. Aumento de
1000x).
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Figura 4 — A: Cisto de Acanthamoeba - apresentando ostiolos (poros - seta),
endocitos de forma estrelada (estrela) e ectocisto (Microscopio Optico Leica DMLB. Aumento
de 1000x); B: Cistos (~14um), Endocisto oval e ectocistos seguindo o contorno do endocisto
(Microscopio optico Leica DMLB. Aumento de 1000x); C: Trofozoito de Vanella (Microscdpio
Optico Leica DMLB. Aumento de 1000x).

Baseado no didmetro dos cistos e na caracteristica do endocisto 18 os isolados
incluindo a cepa padrdo sdo sugestivos de pertencerem ao grupo Il (Tabela 6) e 3 se
enquadraram no grupo Il (A5, A7, A12). A média de cada amostra foi comparada com
0 controle ATCC. Utilizando a variacdo ndo paramétrica (Kruskal-Wallis) para a
avaliacdo dos dados percebeu-se que entre os 20 isolados de Acanthamoeba spp. houve
variacdo de tamanho dos cistos (Kruskal-Wallis H; 2,002 = 876,7; p < 0,001) em relacéo
a ATCC 30461. Sendo que os isolados A9, A6 e A5 tiveram o menor tamanho, enquanto
os isolados P4, P6, A10 e A15 apresentaram o didmetro dos cistos similar ao didametro
da cepa padrdo. Também foi possivel observar que a diferenca de tamanho do cisto se
manteve quando comparado aos isolados de diferentes habitats (Kruskal-Wallis Hs 2002 =
190,0; p <0,001). Vale ressaltar que as variantes de habitat aqui avaliadas foram
espelhos d’agua, piscinas ¢ isolados de ceratite (ATCC 30461). Analisando o diametro
dos cistos de cada isolado foi observado que a populagdo presente nas amostras possui

tamanhos relativamente heterogéneos (Desvio padrao >2,0).
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Tabela 6 - Caracterizacdo dos géneros segundo os critérios de Page (1976) e tentativa de
agrupamento de Acanthamoeba spp de acordo com Pussard e Pons (1977) baseado no diametro
médio dos cistos e caracteristica do endocisto.

Caracteristica  Diametro  Média  Desvio Grupos

Isolados Genero do endocisto (um) (um) Padrdo  sugeridos
P1 ANI* nm* - - -
P2 Acanthamoeba E 5-20 12,03 2,38 1
P3 Acanthamoeba E 8-20 12,89 3,04 1
P4 Acanthamoeba E 9-20 13,82 2,38 1
P5 ANI nm - - -
P6 Acanthamoeba E 10-20 14,62 2,33 1
P7 Acanthamoeba LE 10-18 12,67 2,13 1
P8 ANI 8-18 11,38 1,63 -

Vanella nm - - -
P9 Naegleria nm - - -
Acanthamoeba LE 8-20 11,29 1,99 1
Al Acanthamoeba LE 6-17 11,19 2,21 1
A2 Platyamoeba 6-16 11,23 2,14 -
Acanthamoeba E 8-13 10,97 1,13 1

A3 .
Naegleria nm - - -
Acanthamoeba E 10-18 12,68 2,41 I
A4 Vanella nm - - -
Platyamoeba nm - - -
AS ANI nm - - -
Acanthamoeba A 8 -15 10,58 1,69 Il
AG Vanella nm - - -
Acanthamoeba E 8 -15 11,02 1,71 1
A7 ANI nm - - -
Acanthamoeba A 8-15 10,92 1,30 Il
A8 Acanthamoeba E 8-18 11,26 1,71 I
A9 Acanthamoeba LE 7-16 11,06 1,93 1
Al0 Acanthamoeba E 10-30 16,29 3,48 1
ALl ANI 8-18 10,76 1,81 -
Vanella nm - - -
Al2 Acanthamoeba A 8-15 11,48 1,52 Il
Al13 Acanthamoeba E 7-17 11,10 1,94 I
Al4 Naegleria nm - - -
Acanthamoeba. E 6 -15 11,15 1,90 |
Naegleria nm - - -
Al5 Acanthamoeba E 10 -20 14,81 2,29 |
ANI nm - - -
A6 Naegleria nm - - -
Acanthamoeba E 8-21 13,78 2,48 I

ATCc?  Acanthamoeba E 10-31 1568 3,05 I

polyphaga

"Ameba N4o Identificada; “Cistos que ndo foram medidos; *Cepa padrdo - ATCC 30461.; (E)
Estrelado; (LE) Levemente estrelado; (A) Arredondado.
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Teste de flagelacéo
Tentativas “in vitro” de flagelacdo foram realizadas apenas nas amostras
positivas para o género Naegleria (P9, A4, Al4, Al5, Al6), contudo ndo foi possivel

visualizar, ap0s a inducéo, a forma flagelada.

Identificacdo molecular

A partir da amplificacdo utilizando iniciadores especificos obteve-se um
fragmento com tamanho entre 300 — 400 pb em 17 amostras (P2, P3, P4, P6, P7, P9,
Al, A3, A4, A6, A7, A8, A10, Al12, Al13, Al5 e A16) e ATCC 30461, trés amostras
apresentaram fragmentos ndo especificos (A5, A9 e Al4) sugerindo a presenca de

outras amebas na amostra (Figura 4).

Figura 4 — Analise de PCR de Acanthamoeba isolada de 4gua de piscinas e espelhos d’agua no
Distrito Federal - DF, Brasil. M: Marcador de tamanho molecular (pb); B: controle negativo; 1:
cepa padrdo A. polyphaga ATCC 30461; 2: P1; 3: P2; 4: P3; 5: P4; 6: P5; 7: P6; 8: P7; 9: P8;
10: Al; 11: A2; 12: A3; 13: A4; 14: A4; 15: A5; 16: A6; 17:A7; 18: A8; 19: A9; 20: A10; 21:
All; 22: Al12; 23: Al3; 24:Al4; 25:A15; 26:A16 27; controle positivo .

Osmotolerancia

Todos os isolados de Acanthamoeba testados cresceram tanto no controle (zero
molar) quanto nas concentragdes de 0,5 M, 1 M e 1,5 M. Contudo, nédo foi observada
uma diferenca significativa do crescimento entre as amostras inoculadas nas diferentes
osmolaridades (Kruskal-Wallis Hy 25, =317; p = 0,957). Entretanto, foi possivel observar
que os isolados P3, A4 e A12 apresentaram crescimento do diametro do halo similar ao
da ATCC 30461, com a mediana superior ou igual a 20 mm (Kruskal-Wallis Hy; 64713 =
252; p <0,001).

Houve diferenca de crescimento entre os isolados inoculados a uma

concentracdo de zero molar (controle) (Kruskal-Wallis Hz;63 = 42,595; p = 0,002),
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destacando que os isolados Al, A8, P3 e P6, com a mediana de didmetro do halo
superior a 20 mm, um crescimento similar ao da cepa padrdo. Também foi possivel
observar diferenca no crescimento entre os 21 isolados inoculados na concentracdo de
0,5 M incluindo a ATCC 30461. Contudo, somente os isolados Al2 e A1l3
apresentaram uma mediana superior a 20 mm (Kruskal-Wallis Hz163 = 39,205; p =
0,006).

Nas concentracdes 1,0 M foi possivel observar diferenca de crescimento entre
os isolados, sendo que os isolados A12, A4, P3, P4 e ATCC 30461 obtiveram um
crescimento acima de 20 mm (Kruskal-Wallis Hz163 = 46,864; p = 0,001). Nas
concentragdes de 1,5 M houve uma maior diferenga no didmetro entre os isolados sendo
que os isolados Al4, Al16, A4, A5, A6, P2, P6 e P7 apresentaram mediana superior a 20
mm do diametro (Kruskal-Wallis H,; s3= 49.310p < 0,001).

Teste de termotolerancia

Todos os isolados cresceram a 25° C, 30° C e 37° C. Entretanto, ndo houve
diferenga do crescimento dos isolados inoculados nas diferentes temperaturas (Kruskal-
Wallis Hz 150 = 4,242 p = 0,120). Houve diferenca de crescimento do didmetro do halo
entre os 20 isolados (Kruskal-Wallis H,; 150 = 68,427; p < 0,001), podendo destacar que

os isolados A10 e A13 obtiveram crescimento médio superior a 20 mm.

Foi detectada diferenca de crescimento entre os isolados a 25 °C (Kruskal-
Wallis Hy; 60 = 40,127; P = 0,003), a 30 °C (Kruskal-Wallis Hj; 0= 37,753; p = 0,006) e
entre os isolados que foram inoculados a 37° C (Kruskal-Wallis Hz1 60 = 44,830; p =
0,001). As diferengas mais evidentes do crescimento do halo apos 120 h a 25 °C foram
observadas nos isolados A10, A3 e ATCC 30461, as quais obtiveram a mediana acima
de 20 mm. A 30 °C os isolados A10, A12 e A4 foram 0s que mais apresentaram
crescimento, enquanto que a ATCC 30461 ndo obteve 0 mesmo resultado. A 37 °C, a
diferenca de crescimento foi mais percebida nos isolados A10, A12, A13 e A5 com a

mediana do didmetro dos halos acima de 20 mm.

Foram considerados isolados possivelmente patogénicos 0s que apresentaram
um crescimento médio do halo superior a 20 mm de didmetros. Sendo que 0s

osmotolerantes sdo aqueles que cresceram nas concentragbes 1 M e 1,5 M, e o0s
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termotolerantes os que cresceram na temperatura de 37° C. Portanto, dos 20 isolados,
14 incluindo a ATCC 30461 possuem algum grau de patogenicidade (Tabela 7).

TABELA 7 - Comparacdo das medias do crescimento do halo em mm nos testes
de Osmotolerancia e Termotolerancia e indicacdo dos Isolados Potencialmente
Patogénicos (IPP).

OSMOTOLERANCIA TERMOTOLERANCIA

Isolados 1.0M 15M 37°C IPP
P2 - + + af
P3 + + - o
P4 + - - o
P6 - + + af
P7 - + + ap
P9 - - + B
Al - - -

A3 - - -

Ad + + - o
A5 - + + af
A6 - - -

A7 - - -

A8 - - + B
A9 - - -

A10 - - + B
Al2 + - + o
Al3 - - + B
Al4 - + - o
Al5 - - -

Al6 - + - o
ATCC! + - + op

(+) crescimento do halo maior que 20 mm; (-) crescimento do halo menor que 20 mm
(o) Isolados osmotolerante; (B) Isolados Termotolerante; "ATCC 30461: cepa padrio.

DISCUSSAO

Foram encontradas Amebas de vida livre (AVLs) de quatro géneros, mas
somente foi considerado o género Acanthamoeba spp.. O isolamento de outros géneros
como Naegleria, Vanella, Platyamoeba e outras amebas ndo identificadas tem grande
importancia para a determinacdo de medidas profilaticas. Alem do mais a Naegleria
fowleri, agente causador da meningoencefalite amenbiana primaria, e a Vanella podem

ser veiculadoras de microrganismos patogénicos (SCHEID, 2007; SCHEID;
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SCHWARZENBERGER, 2011). A presenca de AVLs em amostras ambientais é muito
freqUente, principalmente porque esses protozoarios estdo amplamente distribuidos no
ambiente e seus cistos podem ser transportados pelo ar, pela agua de abastecimento ou,
até mesmo, por banhistas, no caso de contaminac&o de piscinas (MUNOZ et al., 2003).

A freqliéncia de AVLs tem despertado interesse de pesquisadores para
desenvolverem estudos em sistemas de agua, rios, piscinas solo e atmosfera a fim de
determinar a ocorréncia de AVL em ambientes relacionados a habitats humanos
(CAUMO, 2009).

A grande positividade de Acanthamoeba encontrada neste estudo corrobora
com dados relatados por diversos autores, especialmente por ser um protozoario pouco
exigente e sua prevaléncia ocorre em funcdo de seus cistos possuirem a capacidade de
resistir a variagdes climaticas e a mecanismos de desinfeccdo (SCHUSTER,;
VISVESVARA, 2004b; KHAN, 2008). Leiva et al. (2008) relataram a positividade de
125 (45%) em um total de 294 amostras coletadas de diferentes fontes de agua, sendo
que dessas 39 (31,2%) foram classificadas dentro dos critérios morfoldgicos como
Acanthamoeba e 24 (19,2%) foram classificadas como Naegleria. Caumo (2009)
observou amebas do género Acanthamoeba de amostras de piscinas da Cidade de Porto
Alegre em 20% das 63 amostras.

Em 2006, Alves pesquisou a presenca de AVLs em 15 amostras de solo e
mostrando 14 (93%) foram positivas para AVLs, sendo que o género Acanthamoeba
(100%) apareceu em todas as amostras positivas, seguido do género Naegleria (42%) e
Vanella (14%). Adicionalmente, a mesma autora coletou 33 amostras de piscinas de
clubes localizados em Brasilia — DF e, dessas amostras, foram selecionados 6 isolados
em que foi possivel observar em 5 (83,3%) dos isolados AVLs pertencentes ao género
Naegleria, em 1 (16,6%) isolado amebas do género Acanthamoeba e 1 (16,6%) dos
isolados amebas do género Vanella.

Né&o obstante, Carlesso et al. (2007) encontraram positividade em 47 (35%) das
135 amostras sendo que dessas, 36 (76,6%) foram amostras de biofilme provenientes de
bebedouros, reservatorios de agua e de torneiras de um hospital publico da cidade de
Porto Alegre, RS. Os autores isolaram cepas sugestivas de pertencerem ao género

Acanthamoeba em 16 (34%) das 47 amostras positivas para AVLs.
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Em outro estudo, Kilic et al. (2004) encontraram AVLs do género
Acanthamoeba em 100% das amostras de solo e de agua. Mais recentemente, Chan et
al. (2011) analisaram 87 amostras de ar condicionado, detectando 20 positivas para
Acanthamoeba, dentre as quais foram identificadas 5 espécie desse género.

Houve grande contaminacdo por fungos e bactérias na maioria das amostras.
Isso foi esperado, tendo em vista que sdo amostras ambientais. Entretanto, a
contaminacdo ndo prejudicou a visualizacdo das formas evolutivas. E, por conta da
contaminacdo, foram realizados repiques sucessivos em meio liquido, na tentativa de
obter amostras axenizadas para testes futuros, contudo a purificacdo dessas amostras,
até o momento, ndo foi possivel. E freqiiente na literatura relatos da dificuldade em
axenizar isolados de AVL, principalmente nas amostras ambientais, pois a maior
dificuldade de se obter isolados purificados é estimular o crescimento das amebas e,
concomitantemente, inibir o crescimento de outros microrganismos (SCHUSTER;
VISVESVARA, 2004b; TSVETKOVA et al., 2004).

Quanto a classificacdo morfologica, baseados no tamanho e na morfologia dos
cistos, Pussard e Pons (1977) dividiram 18 espécies de Acanthamoeba em grupos I, Il e
I11; dessas espécies, 15 foram classificados como patogénicas. Neste trabalho dos 25
isolados, 20 foram caracterizados como do género Acanthamoeba. Assim, baseados em
Pussard e Pons (1977), os cistos foram medidos em exames diretos, em que 0s
resultados sugeriram que 0s cistos encontrados pertenciam aos grupos Il e Ill. As
espécies pertencentes a esses grupos sdo morfologicamente muito proximos e estdo
entre os isolados mais frequentes de infecgdo humana, principalmente
meningoencenfalites e ceratites (CAUMO, 2009). A heterogeneidade do diametro dos
cistos de cada isolado pode ocorrer uma vez que a morfologia dos cistos depende da
condicdo da cultura e é altamente varidvel dentro de uma mesma cepa (ALVES, 2006).
Por isso a importancia de se fazer a caracterizacdo morfologica associada a identificacao
molecular (KONG, 2009).

Entdo, para a confirmagéo dos géneros, os 25 isolados e a ATCC 30461 foram
submetidos as técnicas de extracdo de DNA e PCR. Vinte dos isolados do género
Acanthamoeba foram confirmados pela técnica de PCR.

A PCR é sensivel e especifica para a deteccdo de AVL e é usada para o

diagnéstico confirmatorio de infecgdo e diagnostico ambiental. A fim de complementar
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0s testes convencionais para diferenciacdo de AVL, o diagndstico por PCR utilizando
oligonucleotideos género-especifico de sequéncias 18S do rDNA tem sido realizados
por diversos autores na identificacdo de Acanthamoeba de varias fontes ambientais
(CAUMO, 2009).

O género Acanthamoeba possui espécies patogénicas e ndo patogénicas,
recentemente divididas em 17 genotipos diferentes (T1 a T17) que foram classificados
com a analise de sequéncia de rDNA baseada em avancos tecnologicos da biologia
molecular (MAGLIANO; TEIXEIRA; ALFIERI, 2011). Os isolados de Acanthamoeba
provenientes de pacientes com ceratite foram classificados nos subtipos T3, T4, T6 e
T11, sendo que mais de 95% deles pertencem ao gendétipo T4, sugerindo que o potencial
patogénico esteja diretamente ligado as caracteristicas genotipicas (KHAN et al, 2002).

Schroeder et al. (2001) obtiveram especificidade ao utilizarem os iniciadores
JDP1 e JDP2 para a confirmagdo e diferenciacdo do género Acanthamoeba em
comparagdo com outros géneros de amebas. Eles amplificaram e sequenciaram de
18SrDNAs dos genotipos T1a T12.

Em 2011, Caumo e Rott identificaram gendétipo de Acanthamoeba usando o
sequenciamento 18SrDNA de 13 isolados obtidos de piscinas de aguas de clubes sociais
em Porto Alegre. A amplificacdo género-especifica com os iniciadores JDP1 e JDP2 foi
bem sucedida em todos os isolados testados cujos resultados revelaram que os isolados
de Acanthamoeba pertenciam aos genotipos T3, T4 e T5. Também Hsu et al. (2009)
identificaram Acanthamoeba pela técnica de PCR utilizando os iniciadores JDP1 e
JDP2 em 9 de 55 amostras de areas termais de recreacdo em Taiwan. E, no Ird, 14 de 19
isolados provenientes de amostras de agua caracterizados morfologicamente como
Acanthamoeba foram confirmados pela técnica da PCR (MAHMOUDI et al, 2011).

Os isolados de Acanthamoeba foram submetidos a testes fisicos de
osmotolerancia e termotolerancia para a avaliacdo do potencial patogénico em que se
observou o crescimento de halo em 100% dos isolados testados nos dois testes, contudo
foi observado crescimento significativo (acima de 20 mm) em alta osmolaridade de 11
isolados, e no teste de termolerdncia de 10 isolados foi observado crescimento
considerando medias superiores a 20 mm. Segundo Khan et al (2001) Acanthamoeba
patogénicas sdo capazes de crescer em alta pressdo osmotica, sendo o manitol um

inibidor de amebas ndo patogénicas. Em todos os meios de manitol, trofozoitos foram
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observados nos isolados, indicando que o meio ndo inibiu seu crescimento. Mas em
alguns isolados nas concentracGes de 1 M e 1,5 M houve predominéncia de cistos,
indicando a diminuicdo do crescimento. No Brasil Carlesso et al. (2010) observaram
crescimento em 4 dos 10 isolados em alta osmolaridade e no teste de termotolerancia
obtiveram 100% de crescimento de suas amostras a 37 °C. Os autores consideraram
patogénicos os isolados que formaram halo igual ou superior a 20 mm na temperatura
de 40° C e na concentracao de 1 M de manitol.

Na Turquia, Kilic et al. (2004) detectaram crescimento em 12 dos 18 isolados
tanto em alta osmolaridade quanto nos isolados inoculados a 37 °C.

Khan et al. (2001) observaram crescimento de todos os isolados inoculados em
baixa osmolaridade, contudo quando incubados em alta osmolaridade, apenas isolados
de Acantthamoeba patogénica cresceram exceto a A. griffini que mostrou crescimento
lento. Os autores também observaram crescimento de todos os isolados incubados em
baixa temperatura, entretanto quando incubados em alta temperatura apenas isolados
patogénicos cresceram.

Em 2011, WINCK; CAUMO e ROTT obtiveram 13 isolados do género
Acanthamoeba de 136 amostras torneira no Rio Grande do Sul. Os 13 isolados forma
confirmados por PCR utilizando o iniciador género-especifico da regido 18S rDNA.
obtendo espécies dos gendétipos T2, T4 e T6. Todos os isolados cresceram a 37° C e a
0,5 M, contudo apenas 4 isolados formaram o halo maior que 20 mma 1 M.

A variacdo de crescimento de um isolado em altas temperaturas e, também, em
alta osmolaridade, pode ser relacionada a viruléncia, uma vez que, um isolado com
potencial patogénico pode ser considerado mais ou menos virulento dependendo de sua
capacidade de adaptacdo e a viabilidade dos tecidos do hospedeiro (CALERSSO et al.,
2010).

CONCLUSOES

Utilizando-se as técnicas tradicionais que sao aplicadas aos protozoarios foi
possivel o isolamento priméario e o cultivo de Acanthamoeba a partir de amostras de
piscinas e espelhos d’agua de locais publicos no Distrito Federal.

Foram isolados protozoéarios tanto de espelhos d’agua quanto isolados de

piscina.
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Os isolados apresentaram crescimento em alta temperatura e osmolaridade e,
apesar de algumas cepas desenvolverem crescimento lento e um pouco limitado, pode-
se considera-las potencialmente patogénicas.

Com a técnica de PCR foi possivel a confirmacéo dos isolados positivos para o
género Acanthamoeba mostrando-se uma técnica importante para a identificacdo de
AVLs. O estudo genético desses protozodarios é necessario, uma vez que, o potencial
patogénico esta relacionado com a caracteristica genotipica das espécies.

A presenca desses microrganismos nos ambientes estudados configura risco a
salde da populacédo e, consequentemente, um problema de satde publica, uma vez que,
esses protozoarios possuem algum grau de patogenicidade.

Futuros estudos baseados em infeccBes experimentais em modelos animais e o
sequenciamento dos isolados de Acanthamoeba serdo necessarios para a continuagédo da
avaliacdo do potencial patogénico.

O maior conhecimento sobre os isolados do género Acanthamoeba no Distrito

Federal podera contribuir para a elaboracdo de medidas de profilaxia junto a populacéo.
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