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“Existo porque encisto”

Acanthamoeba



RESUMO

Véarias espécies do género Acanthamoeba podem causar ceratite e encefalite
amebiana granulomatosa. A avaliacdo dos critérios de patogenicidade € de grande
importancia para analisar o risco de infeccdo. Nossos objetivos foram determinar o
potencial patogénico de isolados ambientais de Acanthamoeba de Brasilia, DF e
avaliar uma técnica de purificagdo de cultivos de Acanthamoeba. A analise da
sequéncia do 18S rDNA revelou que: entre os 19 isolados estudados, oito
apresentaram similaridade com o gendétipo T5, seis com 0 gendtipo T4 e um com 0
genotipo T2/T6. Os gendtipos dos outros quatro isolados ndo foram determinados. A
cepa de referéncia Acanthamoeba polyphaga (ATCC 30461) serviu de controle.
Além disso, 11 isolados (58%) cresceram a 37°C e oito (42%) cresceram em
presenca de manitol 1,5 M, parametros fisiologicos associados com isolados
patogénicos de Acanthamoeba, enquanto quatro isolados de agua de piscina e um
de ceratite apresentaram elevado potencial patogénico. Nos testes de
patogenicidade in vivo, realizados com trés isolados e a cepa de referéncia ATCC
30461, o isolado de coérnea foi considerado patogénico e dois isolados ambientais,
invasivos. Foi possivel reduzir a porcentagem de fungos e bactérias em uma placa
de cultura da cepa de referéncia ATCC 30461 e de bactérias em uma placa de
cultura de um isolado de solo com a inoculagdo na cavidade peritoneal de
camundongos. Nossos resultados indicam ampla distribuicdo de isolados de
Acanthamoeba spp. similares aos gendtipos T4, T5 e T2/T6, classificados como
invasivos, em diversos habitats de Brasilia, DF, revelando o risco potencial de
infecgdo humana e a necessidade de medidas preventivas.

Palavras-chave: Acanthamoeba; genoétipos T4, T5, T2/T6; amostras ambientais;
patogenicidade; Brasilia, DF; ATCC 30461.



ABSTRACT

Advances in isolation and biological and molecular characterization of
Acanthamoeba spp (Acanthamoebidae) — free-living amoeba: experimental

determination of pathogenic potential

Several Acanthamoeba species may cause keratitis and granulomatous amebic
encephalitis. The evaluation of the criteria of pathogenicity is very important to
assess the risk of infection. We aimed to determine the pathogenic potential of
environmental isolates of Acanthamoeba from Brasilia, DF, Brazil, and assess a
technique to purify Acanthamoeba cultures. Sequence analysis of 18S rDNA
revealed that: among the 19 isolates tested, eight were similar to genotype T5, six to
genotype T4, and one to genotype T2/T6. The genotypes of the remaining four
isolates were not determined. The reference Acanthamoeba polyphaga strain (ATCC
30461) was the control. Moreover, 11 strains (58%) presented growth at 37°C and
eight (42%) developed in medium containing 1.5 M mannitol, the physiological
parameters associated with pathogenic isolates of Acanthamoeba, whereas four
strains isolated from swimming pool water and one from a patient with keratitis
showed high pathogenic potential. In vivo pathogenicity tests, performed with three
isolates and the reference strain ATCC 30461, showed that the isolate from a patient
with keratitis was considered pathogenic and two environmental isolates, invasive. It
was possible to reduce the percentage of fungi and bacteria in a culture plate of the
reference strain ATCC 30461 and bacteria in a culture plate of one soil isolate by
inoculating them into the peritoneal cavity of mice. Our results indicate a wide
distribution of Acanthamoeba spp. isolates similar to genotypes T4, T5, and T2/T6,
classified as invasive, isolated from several habitats of Brasilia, DF, revealing the

potential risk of human infection and the need for preventive measures.

Key words: Acanthamoeba; genotypes T4, T5, T2/T6; environmental samples;
pathogenicity; Brasilia, DF, Brazil; ATCC 30461.
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1 INTRODUGCAO

1.1 AMEBAS DE VIDA LIVRE

As amebas de vida livre sdo protozoarios unicelulares anfizoicos amplamente
distribuidos em diversos habitats, como solo, agua doce, agua do mar e ar
atmosférico (1, 2, 3). Os géneros das amebas que causam doengas em humanos
sdo Acanthamoeba, Naegleria, Balamuthia e Sappinia. O género Naegleria € o
agente etiolégico da meningoencefalite amebiana primaria (MAP) em humanos
imunocompetentes que tiveram contato prévio com colegbes de agua. Ja o género
Acanthamoeba acomete individuos imunocomprometidos causando encefalite
amebiana granulomatosa (EAG) e lesbes de pele e ceratite naqueles que
apresentam microtrauma na cérnea. Os géneros Balamuthia e Sappinia podem
acometer tanto individuos imunocompetentes como imunocomprometidos e causar
encefalite (4, 5). As amebas apresentam ampla distribuicdo geografica, com
registros de isolamento em todos os continentes. Os géneros com maior numero de

relatos em amostras ambientais sdo Acanthamoeba e Naegleria (6, 7).

As amebas de vida livre foram classificadas por um sistema criado pela
Sociedade Internacional de Protistologistas em que os eucariotos sao classificados
em seis grupos ou “supergrupos”, chamados de Amebozoa, Opisthokonta, Rhizaria,
Archaeplastida, Chromoalveolata e Excavata. Acanthamoeba e Balamuthia foram
incluidas no grupo Amebozoa (subdivisdo: Acanthamoebidae). Sappinia também foi
incluida no grupo Amebozoa (subdivisdo: Thecamebidae) e Naegleria fowleri, no

grupo Excavata (Heterolobosia — subdivisdo: Vahlkampfiidae) (8).
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1.2 GENERO ACANTHAMOEBA

1.2.1 Morfologia

O género Acanthamoeba possui dois estagios em seu ciclo biologico: o
trofozoito e o cisto. O trofozoito apresenta morfologia caracteristica, com
pseudopodes do tipo acantopddio e nucleo com nucléolo centralizado. O cisto possui
dupla parede, sendo muito resistente a condi¢oes adversas de temperatura e pH e,
inclusive, a desinfeccdo. Por ser resistente, apds isolado, pode ser mantido em

cultura em laboratorio (Figura 1) (9, 10, 11).

1.2.2 Classificacéao e identificagao

Varias espécies de Acanthamoeba estdo associadas a infecgdes em seres
humanos, as quais sao: A. castellanii, A. culbertsoni, A. griffini, A. hatchetti, A. healyi,
A. lugdunensis, A. polyphaga, A. quina e A. rhysodes (4, 5).

As espécies do género Acanthamoeba podem ser classificadas em trés
grupos, de acordo com o tamanho e a morfologia dos cistos (12). O grupo | possui
quatro espécies: A. astronyxis, A. comandoni, A. echinulata e A. tubiashi. O grupo |l
inclui 11 espécies, que sdo as mais distribuidas no ambiente e frequentemente
relatadas em estudos de isolamento: A. castellanii, A. divionensis, A. griffini, A.
hatchetti, A. lugdunensis, A. mauritaniensis, A. paradivionensis A. polyphaga, A.
quina, A. rhysodes e A. triangularis. O grupo lll possui cinco espécies: A. culbertsoni,
A. lenticulata, A. palestinensis, A. pustulosa e A. royreba. As espécies A. tubiashi e
A. hatchetti ndo faziam parte da classificagado inicialmente proposta (12), tendo sido

posteriormente acrescentadas (13) aos grupos | e Il, respectivamente (3).
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A Trofozoito (20 - 40um) Cisto (12 = 30pm)

Acantopédio Caricssomo Cariossomo

INdcleo Ndcleo

Ostiolo Ectocisto

Figura 1 — A. Esquema das formas de desenvolvimento do género Acanthamoeba
(14); B. Trofozoito de Acanthamoeba entre 1amina e laminula; (ac): acantopddios
(pseudopodes na forma de espinhos); (vc): vacuolo contratil. Microscopio optico;
aumento: 1000x; cada unidade equivale a 1 ym (15); C. Cisto de Acanthamoeba
entre lamina e laminula; (ec): ectocisto (parede externa do cisto); (en): endocisto
(parede interna do cisto); (br): brago (prolongamento do endocisto); (os) ostiolo.

Microscoépio Optico; aumento: 1000x (15).

Na atualidade, a confirmagao do género Acanthamoeba e a genotipagem sao
realizadas por PCR. Isolados ambientais e clinicos, identificados de acordo com
critérios morfolégicos, podem ser confirmados por essa técnica. Iniciadores
denominados ACARNA, especificos para a identificagdo do género Acanthamoeba,
séo utilizados em associacdo com parametros fisicos de patogenicidade (16). A
especificidade para a confirmagao e a diferenciacdo do género Acanthamoeba, em
comparagao com outros géneros de amebas, é obtida com a utilizacdo dos

iniciadores JDP1 e JDP2, que amplificam fragmentos de aproximadamente 400 pb
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(17). No Ira, 14 de 19 isolados provenientes de amostras de agua caracterizados
morfologicamente foram confirmados com o uso da técnica de PCR empregando os

iniciadores JDP1 e JDP2, especificos para o género Acanthamoeba (18).

O género Acanthamoeba possui espécies/isolados patogénicos e nao
patogénicos, recentemente divididos em 17 gendtipos diferentes (T1 a T17), os quais
foram classificados com o auxilio das analises de sequéncia do acido
desoxirribonucleico ribossbmico (rDNA) e da subunidade menor de acido
ribonucleico ribosomal (SSU rRNA), com base em avancgos tecnoldgicos da biologia
molecular (19, 20, 21, 22, 23). No Brasil, foram classificados sete isolados
ambientais do grupo | e pertencentes aos gendtipos T9 e T17, utilizando-se a analise

filogenética das sequéncias do fragmento SSU rRNA (23).

Varios isolados de Acanthamoeba provenientes de pacientes com ceratite
foram classificados nos subtipos T3, T4, T6 e T11 (20, 24, 25, 26), sendo mais de
95% deles pertencentes ao gendtipo T4, que é o mais prevalente no ambiente,
sugerindo que seu potencial patogénico esteja diretamente ligado as caracteristicas
genotipicas (20, 24, 26).

1.2.3 Patogenia

A ceratite, uma das manifestagdes clinicas da infecgao por Acanthamoeba,
inicia-se por exposi¢cdo direta da cornea a agua contaminada, especialmente por
usuarios de lentes de contato de uso prolongado, sobretudo aqueles que utilizam
piscinas e/ou mantém praticas inadequadas de higiene das lentes, tais como
emprego de agua da torneira e solucdo salina caseira. Os principais sintomas
clinicos sdo dor ocular intensa (em decorréncia de neurite radial), hiperemia
conjuntival e fotofobia. O diagndstico deve ser precoce e o tratamento precisa ser
instituido de forma agressiva para evitar a progressdo da doenga, que se caracteriza

por infiltracao estromal e ulceragdes na cérnea (3, 10).
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Estudos realizados com isolados clinicos de A. polyphaga e A. castellanii
demonstraram que a adesao desses protozoarios as células da cornea se faz por
intermédio de particulas de carboidratos (4). Observou-se que, na instalagcdo da
doenga, ha secrecdo de multiplas proteases por trofozoitos de A. polyphaga
coincubados com células epiteliais da cérnea, incluindo serina peptidases, cisteina
peptidases e metalopeptidases, capazes de degradar colageno do tipo |, principal

componente do estroma da cornea (27).

Como regra, a adesao celular, processo mediado por receptores, € uma
propriedade chave que permite a colonizacido, a permanéncia e o inicio da infeccao
por micro-organismos em geral, sendo pré-requisito no caso das infecgbes por
Acanthamoeba. Esse protozoario utiliza a adeséo celular tanto como ponto de
partida para invadir os tecidos (camadas mais profundas da cérnea) como para

evitar sua remogao pelos mecanismos de defesa iniciais (10).

Foi demonstrado que a adesdao da Acanthamoeba a residuos de manose
promove aumento na secrec¢ao de proteases, que sao determinantes fundamentais

para o dano celular (28).

Acredita-se que a adesdo da Acanthamoeba a manose promova varios
processos secundarios, como fagocitose e secregcdo de proteases, que podem
desempenhar papel fundamental na fisiopatogénese das infecgbes, sugerindo que
este processo desencadeie transducdo de sinal intracelular (3, 29). Entretanto, ainda
nao se sabe se 0 mecanismo envolvido é a transcricao ou a traducao de proteases

ou simplesmente a regulacao da secrecao propriamente dita.

Foi constatado que o uso de fluoreto de fenilmetilsulfonil, um inibidor de
proteases, aboliu a citotoxicidade da Acanthamoeba a células do epitélio da cornea,
sugerindo claramente o papel destas enzimas na patogenicidade deste micro-
organismo (28). De forma semelhante, observou-se que as proteases estimulam a
apoptose celular e que as cepas patogénicas de Acanthamoeba possuem niveis

mais elevados desta classe de enzimas do que as n&o patogénicas (29).

Em estudos adicionais, descobriu-se que as células epiteliais da cornea
humana produzem receptores para proteases ligados a proteina G e medeiam a
resposta celular em varios processos, como injuria tecidual, inflamagéo e infecgao.

Esses receptores sédo ativados por meio da clivagem pelas proteases, que expde o
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dominio de ligagao. Até a presente data, ja foram identificados quatro membros da
familia desses receptores, denominados PAR-1, PAR-2, PAR-3 e PAR-4 (3).

A Acanthamoeba também pode causar EAG, que geralmente é fatal. As vias
de entrada desse micro-organismo no sistema nervoso central (SNC) incluem,
inicialmente, o acesso as vias respiratorias, ganhando a corrente sanguinea através
dos capilares alveolares e, por fim, ocorrendo a disseminagao hematogénica. Tendo
atingido o SNC, por serem patdgenos extracelulares, as amebas precisam
atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) e, provavelmente, o fazem pela
ruptura das jungdes oclusivas do endotélio vascular e/ou promovendo dano direto a
célula endotelial, o que pode levar a injuria da BHE. Outros fatores que devem ser
considerados sdo a adesdo das amebas as glicoproteinas do hospedeiro, por
intermédio da proteina de ligacdo a manose, e a produgao de proteases, enzimas
que determinam a quebra da integridade do endotélio vascular com degradacéo da
ocludina e zonas ocludentes-1, resultando em aumento da permeabilidade da BHE
(30). As proteases sao utilizadas por varios protozoarios patogénicos, além daqueles
do género Acanthamoeba, tais como Entamoeba, Leishmania, Plasmodium,

Trichomonas e Trypanosoma (3).

O quadro clinico de encefalite pode durar varios meses, sendo caracterizado
por rigidez nucal, cefaleia, febre, nauseas e convulsdes, comprometendo pacientes

imunossuprimidos (9).

A lectina também desempenha papel importante na adesdo da
Acanthamoeba as células da cornea. Em estudos recentes, verificou-se que, além
da lectina, a adesido desse protozoario as células endoteliais da microcirculagao
encefalica em humanos € mediada por proteinas ligadas a manose, levando ao
processo patogénico que desencadeia a encefalite amebiana. Isso também ocorre
em outros parasitos, como a Entamoeba histolytica, e promove adeséo e lise celular

por meio de proteinas ligadas a galactose (3).

A Acanthamoeba também pode induzir alteragdes no ciclo celular na cornea e
no endotélio microvascular encefalico de humanos, inibindo a expressao génica de
ciclinas (F, G1) e de cinase 6, proteinas fundamentais para a progressao do ciclo
celular, promovendo suprarregulagcdo de genes associados a interrupgado do ciclo
celular (GADD45A e p130 Rb) no nivel da transcrigédo (31).
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Em adicdo a isso, a Acanthamoeba produz fragmentacdo do acido
desoxirribonucleico (DNA) do hospedeiro, condensacgao da cromatina e vacuolizagao
da membrana celular, estando todos estes processos envolvidos na apoptose
celular. Porém, ainda ndo esta estabelecido se a interrup¢do no ciclo celular (que
leva a apoptose) e a fagocitose possuem papéis independentes na patogénese ou
se a apoptose € um processo primario estimulado pela adesao do parasito ao

hospedeiro, desencadeando eventos secundarios como a fagocitose (32).

Outro processo utilizado pela Acanthamoeba na patogenicidade envolve
glicoproteinas da membrana conhecidas como ecto-ATPases, que possuem sitios
ativos no microambiente celular externo, podendo estar implicadas na interacdo
entre o parasito e o hospedeiro. Acredita-se que as ecto-ATPases dos protozoarios
estdo relacionadas a patogénese, pois se encontram implicadas em alguns
processos, como: protecdo contra os efeitos citoliticos do ATP, adesao celular,
regulagcdo da concentragao dos substratos de ecto-cinase, finalizagao da sinalizagao
purinérgica e transducao de sinal. Vale ressaltar, ainda, que a adesao mediada por
lectina pode estar associada as atividades provenientes das ecto-ATPases, sendo
necessarios mais estudos para identificar de forma mais detalhada esta relacao,
bem como sua associagdo com a proteina ligada a manose, o que podera identificar

possiveis alvos terapéuticos para combater a doenca (3).

A patogenicidade da Acanthamoeba também ¢é facilitada por enzimas
proteoliticas (ou proteases), um grupo de enzimas catalizadoras da degradacao de

pontes peptidicas, diretamente envolvidas na invasao celular e no dano tecidual.

Com o uso da microscopia eletrbnica de transmisséo, ficou demonstrado que
a patogenicidade do género Acanthamoeba ndo é aumentada pela presencga de

bactérias endossimbiontes (33).

1.3 ISOLAMENTO AMBIENTAL

Ha relatos de isolamento de amebas de vida livre em diversos ambientes no

mundo todo, tais como no ar (34, 35), no solo (36), na agua (18, 37, 38, 39) e em
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ambientes hospitalares (40, 41). No Brasil, os relatos de isolamentos dessas amebas
tem aumentado nos ultimos anos. Portanto, em nosso pais, as amebas de vida livre
ja foram isoladas de habitats como agua (15, 42, 43, 44), solo (15), areia (45) e

poeira de hospitais (7, 46, 47).

Desde o ano de 2005, o Laboratério de Parasitologia Médica e Biologia de
Vetores da Universidade de Brasilia (UnB) vem realizando trabalhos de isolamento
de amebas de vida livre dos géneros Acanthamoeba e Naegleria em amostras

ambientais em Brasilia, DF (15).

Os isolados pertencentes ao género Acanthamoeba foram caracterizados
morfologicamente e integram a colecado biolégica do referido laboratério. Apenas
esse género foi escolhido para o acervo em decorréncia da disponibilidade das
condigdes exigidas para o seu cultivo e manutencdo. As amostras foram mantidas
para as caracterizagdes bioldgica, molecular e do seu potencial patogénico,

procedimentos realizados no presente trabalho.

1.4 DETERMINACAO DO POTENCIAL PATOGENICO

A determinacao do potencial patogénico de isolados ambientais com o uso de
modelos experimentais e de técnicas bioquimicas, bem como sua identificacdo
genotipica com o emprego de técnicas moleculares sdo de extrema importancia no
campo da saude publica. No mundo todo, estudos sobre a determinagcdo do
potencial patogénico e o emprego de tecnologias de biologia molecular para a
identificacdo de amostras ambientais tém obtido muito sucesso, especialmente no

qgue concerne ao género Acanthamoeba (16, 24, 25, 39, 48, 49).

O potencial patogénico desses protozoarios tem sido alvo de muitos estudos
in vitro com diversas culturas, incluindo fibroblastos, células epiteliais da coérnea,

células endoteliais e neurais (50).

Nao obstante a importancia crescente das infec¢gdes causadas por

Acanthamoeba e de suas consequéncias devastadoras, os principais mecanismos
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associados a sua patogenicidade ainda s&o pouco conhecidos. Assim sendo, faz-se
necessario compreender adequadamente os processos moleculares envolvidos na
patogenicidade a fim de estabelecer intervengdes terapéuticas. Por outro lado, ja
estd bem sedimentado o conceito de que a patogenicidade € um mecanismo
complexo e multifatorial que depende tanto do parasito quanto do hospedeiro, nao
havendo um determinante principal que cause ou facilite o processo patogénico das

infeccdes por Acanthamoeba em humanos (3).

Diversos sao os fatores diretos e indiretos de patogenicidade do género
Acanthamoeba descritos na literatura (51). Entre os fatores diretos, estdo os
mecanismos dependentes do contato, como a adeséo as células do hospedeiro € a
fagocitose destas células pelos trofozoitos. O fator independente do contato € a
producao de proteases extracelulares. Entre os fatores indiretos de patogenicidade,
estdo o crescimento em alta osmolaridade e em altas temperaturas, o crescimento
em diferentes faixas de pH, a resisténcia a drogas, a ubiquidade e os fatores ligados

ao hospedeiro.

Na década de 1970, foram descritos critérios morfolégicos em chaves para a
identificacdo de amebas de vida livre (1) e, logo apds, foram acrescentados os
grupos de classificacao (12). Ja no século XXI, demonstrou-se a formacao de
amebostomas como caracteristica de patogenicidade e o numero e a morfologia de
acantopodios (pseuddépodes em forma de espinhos) de uma mesma cepa de
referéncia proveniente de um isolado clinico e de um isolado ambiental puderam ser
comparados com o uso de microscopia eletrénica de varredura (52). Atualmente, as

analises de sequéncias sdo utilizadas para a sua identificagcéo (21).

1.5 TESTES DE PATOGENICIDADE IN VITRO

A avaliacao do efeito citopatico de isolados de Acanthamoeba em culturas de
células intactas também é utilizada como caracteristica de patogenicidade. O papel

da adesao dependente de carboidratos nos mecanismos citopaticos de uma cepa de
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referéncia (A. castelanii), causadora de ceratite, ja foi demonstrado (53). Também o
efeito citopatico de isolados ambientais em comparagcao com cepas patogénicas de
referéncia coincubadas por 24 h em monocamadas de células epiteliais e

fibroblastos foi comprovado por diversos autores (16, 24, 39, 52, 54, 55).

A interacao entre trofozoitos de Acanthamoeba e células de mamiferos pode
ser observada com o uso de microscopia eletrdnica. A indugao da apoptose in vitro
de células do SNC por trofozoitos de A. castellani e A. polyphaga (56), assim como a
inibicdo da quimiotaxia de macrofagos a trofozoitos de Acanthamoeba utilizando-se
um derivado canabinoide em ensaio in vitro (57) foram evidenciadas por microscopia

eletrébnica de varredura.

A deteccao da superexpressao da protease 107-KDa em culturas de células
coincubadas com isolados patogénicos também foi descrita como uma ferramenta
de diagndstico diferencial (54). A secregao de enzimas proteoliticas, aliada aos
resultados de ensaios de osmotolerancia e termotolerancia, também tem sido

utilizada para a avaliagao do potencial patogénico (49).

Os ensaios para a deteccdo de proteases geralmente demandam muito
tempo. Por esse motivo, foi desenvolvido um método sensivel, com base na técnica
de PCR e em experimentos simples capazes de diferenciar isolados patogénicos de
n&o patogénicos (16). Para a realizacdo de PCR, foram utilizados dois protocolos de
extragcdo de DNA. Além da técnica de PCR, foi demonstrado o efeito citopatico em
culturas de células de coelho imortalizadas utilizando-se a osmotolerancia e a

termotolerancia como parametros fisicos de diferenciacao (16).

As amebas do género Acanthamoeba s&do expostas a condigbes de alta
osmolaridade durante o contato com o filme lacrimal (em decorréncia da salinidade
da lagrima) e a superficie epitelial da cornea. A fim de se estabelecer de maneira
eficaz, o parasito deve resistir as condigcdes adversas do ambiente para apresentar
adequado crescimento. O desenvolvimento em altas temperaturas e osmolaridades
€ uma das peculiaridades das cepas patogénicas de Acanthamoeba (16, 24, 25, 48).
No entanto, os mecanismos pelos quais as amebas se adaptam a altas temperaturas

e conseguem manter suas atividades metabdlicas ainda sdo pouco conhecidos (3).

A osmotolerancia consiste na inoculagao de trofozoitos de Acanthamoeba em

meio de cultura agar ndo nutriente acrescido de manitol em diversas molaridades. A
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alta osmolaridade interfere no crescimento de amebas nao patogénicas, mas as
cepas patogénicas podem crescer em presenga de diversas concentragbes de
manitol (16). Esse parametro de patogenicidade tem sido utilizado por
pesquisadores em todo o mundo (24, 58, 59, 60, 61).

As caracteristicas de crescimento, o efeito citopatico e a patogenicidade em
animais de 36 isolados de amebas de vida livre foram avaliados na Bélgica (48). No
que se refere a termotolerancia, no género Acanthamoeba houve relagdo entre o
crescimento a 40°C e a patogenicidade nas espécies A. culberstoni, A. hatchetti, A.
royreba e A. lenticulata. Em outro estudo, houve crescimento em temperaturas entre
37°C e 42°C das seguintes espécies de cepas de referéncia: A. castellanii, A.
polyphaga, A. palestinensis e A astronyxis (16). Também foi demonstrada a

patogenicidade com o crescimento de isolados ambientais a 37°C (24, 46, 47, 61).

1.6 TESTES DE PATOGENICIDADE IN VIVO

Os fatores de patogenicidade também podem ser testados in vivo. Na ceratite
causada por Acanthamoeba, ensaios in vitro com culturas de células da cornea
indicaram que a extensdo da ligacdo dos trofozoitos a estas células esta
intimamente relacionada com a suscetibilidade de cada mamifero, sendo esta
ligacdo mais extensa em trés espécies: homem, hamster e porco (10). O porco é
considerado como o melhor modelo para a demonstragcdo da ceratite devido a
semelhanga do tamanho de sua cornea com a humana (62). Entretanto, tém sido
obtidos bons resultados ao demonstrar a ceratite em hamsters com o posterior
exame histopatoldgico (63). Em alguns estudos, foi descrita a utilizagao de lentes de
contato previamente infectadas com A. castellanii em hamsters com cérneas intactas
(64, 65).

A infeccao experimental € amplamente utilizada para a demonstracdo da

patogenicidade dos isolados ambientais de Acanthamoeba, sendo utilizados
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modelos com camundongos, hamsters, porcos e, mais recentemente, gafanhotos
(10).

O desenvolvimento de EAG em camundongos imunossuprimidos foi obtido
com inoculagao de culturas axénicas, seguindo-se a observacao dos sinais clinicos e
a tentativa de reisolamento de formas de desenvolvimento no tecido cerebral. As
amebas do género Acanthamoeba sido soluveis na bile e, por esta razdo, nao
causam infecgdo caso sejam ingeridas (66). No entanto, possuem a capacidade de
penetrar a mucosa e determinar danos repetidos a varios o6rgdos, quebrando
barreiras naturais, o que torna a via nasal uma das mais infectantes. De fato, essas
amebas podem se multiplicar na cavidade nasal, potencializando a viruléncia de um
pequeno indculo antes da invasdo do SNC. Comprovou-se a viruléncia de 36
isolados com a associacdo do efeito citopatico e da infeccdo experimental pela via
intracerebral (IC) seguida da via intranasal (IN) (48). As caracteristicas da infec¢ao
de camundongos por Acanthamoeba, como periodo de incubagao, quadro clinico,
disseminagao no SNC, 6rgéos afetados, resposta do hospedeiro e formas reisoladas

no tecido cerebral ja foram descritas na literatura (2).

Na Coreia, a EAG foi induzida em camundongos com a inje¢ao intracraniana
de trofozoitos (67). Em spas termais da Espanha, constatou-se a capacidade de
desenvolvimento a 37°C de amebas de vida livre isoladas com inoculagao pela IC e
pela IN em camundongos (68). Na Poldnia, isolados provenientes de piscinas foram
inoculados em camundongos pela IN (69). No México, foram definidos critérios de
patogenicidade, ndo patogenicidade e invasividade com a inoculagéo pela IN de
isolados de fontes de agua em camundongos de 3 semanas de idade (70). Na
Suiga, comprovou-se a patogenicidade de isolados provenientes de quatro resorts
de aguas termais com a inoculagédo pela IN em camundongos com 6 semanas de
idade (39).
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1.7 Acanthamoeba polyphaga

O uso de uma cepa de referéncia para avaliar critérios de patogenicidade
como controle é de extrema importancia para a caracterizacdo de isolados. O
isolamento de A. polyphaga foi feito pela primeira vez no estado do Texas, nos
Estados Unidos, a partir de um paciente com ceratite (71) e, por ser
comprovadamente patogénica, esta foi escolhida como cepa de referéncia. Embora
A. polyphaga pertengca ao complexo A. castellanii, em testes de interagdo com
células epiteliais da cornea de hamsters, seus trofozoitos apresentaram maior
numero de acantopddios (72). Algumas cepas de A. polyphaga também sao capazes
de destruir células epiteliais da cornea apds 12 h em cultura, bem como osteoblastos
humanos (50, 51). Anticorpos monoclonais e citometria de fluxo ja foram utilizados
para diferenciar essa espécie de outras amebas de vida livre (73). A. polyphaga
também pode ser identificada com a analise do DNA mitocondrial, pois apresenta

particularidades em pequenas subunidades do gene do rRNA (74, 75).

1.8 PURIFICACAO DE CULTURAS CONTAMINADAS IN VIVO

Sabe-se que, por ser tecido associado a cavidade e aos 6rgaos abdominais, o
peritbnio concentra grande populacdo de macrofagos (76), os quais pertencem ao
sistema mononuclear fagocitario e sdo as principais células da imunidade inata,
especializadas na endocitose de micro-organismos (77), inclusive de amebas. Em
ensaios in vitro, comprovou-se que macrofagos oriundos de ratos, previamente
sensibilizados ou ndo, sdo capazes de endocitar e lisar amebas, mas também
podem ser lisados pelos trofozoitos destas, sobretudo os n&o sensibilizados (78).
Também foi possivel concluir que, enquanto os trofozoitos de A. polyphaga e A.

castellanii foram fracamente suscetiveis aos macréfagos ativados de camundongos,
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os de A. culbertsoni, espécie com alta patogenicidade, foram capazes de escapar

dos mecanismos efetores destes macrofagos (79).

Considerando que a presencga de micro-organismos na cavidade abdominal
estimula ndo somente a atividade fagocitaria dos macrofagos residentes, mas
também a diapedese de mondcitos/macrofagos para auxiliar o processo de
eliminacao dos agentes infecciosos e considerando os possiveis mecanismos de
escape das amebas, a utilizagdo do peritdbnio de camundongos nao sensibilizados
para purificar cultivos de Acanthamoeba contaminados com diferentes micro-

organismos pode ser valida.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o potencial patogénico de isolados do género Acanthamoeba
pertencentes a colegéo biolégica do Laboratério de Parasitologia Médica e Biologia

de Vetores da UnB e avaliar uma técnica de purificagao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar os isolados do género Acanthamoeba para os experimentos de

demonstragao do potencial patogénico.

e Utilizar a cepa de referéncia Acanthamoeba polyphaga (ATCC 30461)

como controle positivo.
e Genotipar os isolados do Género Acanthamoeba.

¢ Inferir o potencial patogénico dos isolados do género Acanthamoeba com a
utiizacdo de parédmetros fisicos de patogenicidade, como osmotolerancia e

termotolerancia.

e Avaliar o potencial patogénico por meio da infecgdo experimental em
camundongos inoculados pelas vias intracerebral e intraperitoneal de trofozoitos de

Acanthamoeba spp. de diferentes isolados.

e Avaliar a utilizacdo do peritbnio de camundongos n&o sensibilizados para
purificar cultivos de Acanthamoeba polyphaga e de um isolado de solo

contaminados com diferentes micro-organismos.
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3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para a consecucao deste estudo, foram selecionados 18 isolados ambientais
e um isolado proveniente de ceratite com caracteristicas morfolégicas semelhantes
as do género Acanthamoeba. A cepa de referéncia A. polyphaga ATCC 30461 foi

utilizada como controle.

Na Figura 2, apresenta-se um organograma abarcando todos os
experimentos realizados com os isolados selecionados para a avaliagcdao de seu

potencial patogénico.

Isolados selecionados Experimentos
Solo: Caracterizacéo
UnB11 e UnB13 morfolégica
Piscina:
UnB3, IPIS1, P3, P4,
P6, P7 & P9 PCR

Espelho d’agua:
A1, A3, A4, A6, A8,
A9, A10,A13 eA16 Sequenciamento

Ceratite: .
CorSP Osmotolerancia

Patogenicidade in vitro

Termotolerancia

Cepa padrao:

Acanthamoeba — —
polyphaga ATCC 30461 Patogenicidade in vivo: UnB11
inoculagdo em camundongos |_ P11
(vias intracerebral e CorSP
intraperitoneal) ATCC 30461
P}Jrlflcagao. in vivo: || UnB13
cavidade peritoneal de ATCC 30461

camundongos

Figura 2 — Organograma dos experimentos realizados com os isolados selecionados

para a avaliagdo do potencial patogénico.
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Os isolados foram submetidos a: caracterizagdao morfolégica, PCR com a
utilizacao de iniciadores especificos para o género Acanthamoeba, sequenciamento
e testes de patogenicidade in vitro para verificagdo de sua osmotoleréncia e
termotolerancia. A seguir, trés isolados e a cepa de referéncia ATCC 30461 foram
submetidos ao teste de patogenicidade in vivo com inoculagédo pela IC e pela via
intraperitoneal (IP) de trofozoitos em camundongos para avaliar sua capacidade de
causar EAG e de recuperagdo a partir dos tecidos e da cultura. Finalmente, foi
realizada a purificagdo in vivo das culturas de um isolado de solo e da cepa de

referéncia ATCC 30461 com inoculagao na cavidade peritoneal de camundongos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ORIGEM DOS ISOLADOS

Os isolados com caracteristicas morfologicas semelhantes as do género
Acanthamoeba armazenados no Laboratério de Parasitologia Médica e Biologia de
Vetores da UnB foram selecionados para o estudo. Os isolados originaram-se de
amostras de solo, piscinas, espelhos d'agua, provenientes da cidade de Brasilia, DF
(15°50'16" sul, 47°42’48" oeste, a uma altitude de 1.000 a 1.200 m) e da cdérnea de
um paciente com ceratite, esta ultima cedida pela Profa. Dra. Annette Silva Foronda

(Universidade de Sao Paulo).

4.1.1 Amostras de solo

4.1.1.1 Coleta

As amostras de solo (UnB11 e UnB13) foram coletadas diretamente de um
dos jardins da UnB, em Brasilia, DF. O solo foi raspado com a borda de uma lamina
de microscopio seca e esterilizada em autoclave (AV 50, Phoenix Equipamentos

Cientificos, Araquara, SP, Brasil).
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4.1.1.2 Semeadura

ApOs a coleta, as amostras de solo foram semeadas no centro de duas placas
contendo agar nao nutriente 1,5%, coberto com suspensdo de Escherichia coli
inativada pelo calor em autoclave para alimentagcdo das amebas, sendo uma
incubada a 25°C e a outra, a 37°C. A manuteng¢ao das amostras foi realizada com
subcultivos periddicos, a intervalos de 48 h, com a semeadura de um pedacgo de
agar contendo trofozoitos e cistos em uma nova placa contendo agar nao nutriente

1,5% coberto com suspenséo de E. coli inativada pelo calor (71).

4.1.2 Amostras de piscinas

4.1.2.1 Coleta

As amostras de piscinas foram coletadas em clube privado (UnB3), escola de
natacéo (IP1S1) e clubes publicos (P3, P4, P6, P7 e P9). De cada piscina, foram
coletados 800 mL da agua da superficie em frascos de vidro estéreis e 20 swabs
foram passados nas bordas perto da superficie da agua, principalmente em lugares
com presenga de lodo ou de biofilme. Em seguida, os frascos foram fechados e os
swabs foram acondicionados em tubos contendo 10 mL de solugdo de transporte
(uma parte de solugao salina estéril e trés partes de agua destilada estéril). Tanto os
tubos quanto os frascos foram vedados com filme plastico, identificados com a data
e o local da coleta e transportados em temperatura ambiente para o Laboratério de

Parasitologia Médica e Biologia de Vetores da UnB.
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4 .1.2.2 Exame direto

As amostras foram levadas para camara de fluxo laminar (Purifier Logic Class
II, Type B2 Total Exhaust Biological Safety Cabinet, Labconco Corp., Kansas, MO,
Estados Unidos) e transferidas para calices de sedimentagdo, os quais foram
vedados para evitar contaminacdo. Apds 24 h, uma aliquota do sedimento dos
célices foi colocada entre lamina e laminula para exame direto em microscopio
optico (DMLB, Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar, Alemanha), nos

aumentos de 100x e 400x. Para cada amostra, foram observadas duas laminas.

4.1.2.3 Semeadura

Na cédmara de fluxo laminar, 10 mL do sedimento de cada amostra foram
transferidos para tubos do tipo falcon e centrifugados a 447x g por 15 min (centrifuga
DCS 16 RV, Presvac, Buenos Aires, Argentina). Apés a centrifugacdo, o
sobrenadante foi desprezado e 1 mL do sedimento de cada amostra foi dividido e
colocado no centro de duas placas de cultura contendo agar nao nutriente 1,5%,
coberto por suspensao de E. coli inativada pelo calor em autoclave para alimentacao

das amebas, sendo uma incubada a 25°C e a outra, a 37°C.

As placas foram observadas ao microscopio optico invertido (TCM 400
binocular, Labomed Inc., Culver City, CA, Estados Unidos) nos aumentos de 200x e
400x, a intervalos de 24 h, durante 14 dias, quanto a presenca de amebas de vida

livre e suas formas de desenvolvimento.
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4.1.3 Amostras de espelhos d’agua

4.1.3.1 Coleta

De cada espelho d’agua, foram coletadas amostras de 200 mL de agua da
superficie em frascos de vidro estéreis (A1, A3, A4, A6, A8, A9, A10, A13 e A16) e
20 swabs foram passados nas bordas perto da superficie, principalmente em lugares
com presenca de lodo ou de biofilme. Em seguida, os frascos foram fechados e os
swabs foram acondicionados em tubos contendo 10 mL de solugdo de transporte
(uma parte de solugao salina estéril e trés partes de agua destilada estéril). Tanto os
tubos quanto os frascos foram vedados com filme plastico, identificados com a data
e o local da coleta e transportados em temperatura ambiente para o Laboratério de

Parasitologia Médica e Biologia de Vetores da UnB.

4.1.3.2 Exame direto

As amostras foram levadas para camara de fluxo laminar e transferidas para
calices de sedimentacao, os quais foram vedados para evitar contaminagao. Apos
24 h, uma aliquota do sedimento dos calices foi colocada entre Iamina e laminula
para exame direto em microscépio optico, nos aumentos de 100x e 400x. Para cada

amostra, foram observadas duas laminas.
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4.1.3.3 Semeadura

Na cédmara de fluxo laminar, 10 mL do sedimento de cada amostra foram
transferidos para tubos do tipo falcon e centrifugados a 447x g por 15 min. Apds a
centrifugacéo, o sobrenadante foi desprezado e 1 mL do sedimento de cada amostra
foi dividido e colocado no centro de duas placas de cultura contendo agar n&o
nutriente 1,5%, coberto com suspensio de E. coli inativada pelo calor em autoclave

para alimentacdo das amebas, sendo uma incubada a 25°C e a outra, a 37°C.

As placas foram observadas ao microscépio 6ptico invertido nos aumentos de
200x e 400x, a intervalos de 24 h, durante 14 dias, quanto a presenca de amebas de

vida livre e suas formas de desenvolvimento.

4.1.4 Amostra de material biol6gico humano

A amostra de cérnea (CorSP), proveniente do raspado da cérnea de um
paciente do estado de S&o Paulo, cedida em 2005, foi mantida em cultura com
repiques sucessivos em placas novas com agar nao nutriente 1,5%, coberto com
suspensdo de E. coli inativada pelo calor em autoclave para alimentagdo das

amebas.

4.1.5 Cepa de referéncia patogénica Acanthamoeba polyphaga

Uma aliquota da cepa de referéncia A. polyphaga ATCC 30461 foi

gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Fernando Costa e Silva-Junior, do Instituto de
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Biofisica Carlos Chagas Filho (Universidade Federal do Rio de Janeiro), em uma
suspensao de cistos em solugado de encistamento (NaCl ou KCI — 0,1M; tris amina —
0,02M; MgS04.7H,O - 0,008M; CaCl, — 0,0004M; NaHCO3-0,0001M) (80), e
utilizada como controle positivo no presente estudo. A cepa foi inoculada em agar
nao nutriente 1,5%, coberto com suspensdao de E. coli inativada pelo calor em
autoclave para alimentagcdo das amebas, assim como nos seguintes meios de
cultura liquidos: proteose peptona-glucose (proteose peptone glucose — PPG, 1,5 g
de proteose peptona, 1,8 g de glucose, 100 mL de solugdo salina de Page), extrato
de levedura (yeast extract-Page's amoeba saline — YAS, 0,01 g de extrato de
levedura e 100 mL de solugdo salina de Page), proteose peptona-extrato de
levedura-glucose (peptone-yeast extract-glucose — PYG, 0,75 g de proteose
peptona, 0,75 g de extrato de levedura, 1,5 g de glucose e 100 mL de solugéo salina
de Page), todos acrescidos de penicilina G (5.000 U/mL, Mantecorp Industria
Quimica e Farmacéutica Ltda. Rio de Janeiro, RJ, Brasil), estreptomicina (5 mg/mL,
Wyeth Consumer, Sado Paulo, SP, Brasil) e anfotericina B (12,5 pg/mL, Cristalia

Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda., Itapira, SP, Brasil) (16).

4.2 INOCULAGCAO DOS ISOLADOS EM MEIOS LIQUIDOS

As placas dos isolados foram marcadas nas regides onde apresentavam
maior quantidade de cistos e trofozoitos e levadas para camara de fluxo laminar. Os
cistos e os trofozoitos foram colhidos das placas de subcultura com 2 mL de agua
destilada estéril e lavados trés vezes com centrifugacdo a 447x g por 15 min. O
lavado foi recolhido em microtubos do tipo eppendorf e os trofozoitos e os cistos
foram quantificados em hemocitémetro. O sedimento de cada isolado foi inoculado
nos meios de cultura liquidos PPG, YAS e PYG. Os meios foram acrescidos de

penicilina G (100 pg/mL) e estreptomicina (5 mg/mL) (16, 49).

Para a verificagdo do crescimento, os cistos e os trofozoitos foram

quantificados em hemocitbmetro a intervalos de 72 h. Apds esse periodo, as
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amostras foram levadas para camara de fluxo laminar, homogeneizadas e

submetidas a clonagem.

4.3 CLONAGEM DOS ISOLADOS

A clonagem dos isolados consiste em repiques sucessivos de culturas
positivas até a inoculagao de um unico trofozoito em um novo meio de cultura para a
obtencdo de uma populagdo de amebas proveniente de cada isolado selecionado
(81).

Para cada amostra quantificada, foi calculado o volume para a inoculagao de
um unico trofozoito em meio liquido PYG acrescido de penicilina G (100 ug/mL) e
estreptomicina (5 mg/mL) (16, 49). A seguinte equacgao foi utilizada para o calculo:
média dos quadrantes opostos x 10 x 1000. O resultado foi expresso em

trofozoitos/mL.

Os cistos e os trofozoitos foram quantificados em hemocitdbmetro a intervalos
de 72 h para a verificagdo de seu crescimento. Posteriormente, os isolados foram
inoculados em tubos contendo cerca de 3 mL de solugédo de encistamento (80) para

a caracterizagdo morfolégica.

4.4 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Os cistos provenientes da solugdo de encistamento foram preparados para

observagao entre lamina e laminula ao microscopio 6ptico no aumento de 1000x.

As caracteristicas morfologicas dos cistos e dos trofozoitos foram, entdo,

analisadas (1). De cada isolado, foram medidos 100 cistos com a utilizagdo de uma
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ocular micrométrica. Os isolados foram classificados de acordo com os trés grupos

conhecidos (I, Il e lll), com base no tamanho e na forma dos cistos (3, 12, 71).

4.5 AXENIZAGAO DOS ISOLADOS

Os tubos contendo os cistos dos clones em solugdo de encistamento (80)
foram centrifugados a 252x g por 15 min e 1 mL da solugéao foi transferido para um
microtubo do tipo eppendorf. A solucao foi lavada trés vezes com centrifugacao a
447x g por 15 min. O sedimento foi transferido para um novo tubo contendo meio
liquido (PPG, PYG e YAS) para a indugdo da transformagdo em trofozoitos para

posterior utilizagdo em PCR e nos experimentos de patogenicidade (16, 82).

4.6 PCR E SEQUENCIAMENTO

A extracdo de DNA foi realizada a partir de culturas dos meios liquidos com
72 h de crescimento, contendo 10* trofozoitos, utilizando o kit DNeasy® (Qiagen,

Valencia, CA, Estados Unidos), seguindo o protocolo do fabricante.

Realizou-se PCR visando o reconhecimento especifico da regido 18S do
rDNA do género Acanthamoeba. Os iniciadores utilizados foram: JDP1 (5'-
GGCCCAGATCGTTTACCGTGAA-3") e JDP2 (5'-TCTCACAAGCT
GCTAGGGGAGTCA-3') (17). A reacao ocorreu com volume total de 50 pyL contendo
20-30 ng de DNA, 0,2 mM de dNTPs mix (Invitrogen, Eugene, OR, Estados Unidos),
0,4 mM de cada oligonucleotideo, tamp&o de reacédo (50 mM de KCl,, 10 mM de
Tris-HCI), 1,5 mM de MgCl, e 1 U de Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen,
Eugene, OR, Estados Unidos). A amplificagdo foi realizada nas seguintes condigdes:
94°C por 1 min, 35 x de 67°C por 1 min, 72°C por 1 min e 72°C por 5 min.
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O produto da amplificagdo (10 mL) foi separado em gel de agarose 0,8%,
corado com solugdo 0,5 mM/mL de brometo de etidio e observado sob luz
ultravioleta (UV). Posteriormente, o produto da PCR foi purificado usando o kit
lllustra® GFX® PCR DNA and Gel Band (GE Healthcare). O sequenciamento dos
isolados foi realizado com 1 pyL do produto de PCR (60-100 ng), DYEnamic® ET
Terminator Cycle Sequencing (GE Healthcare lllustra® GFX® PCR DNA and Gel
Band Purification Kit), JDP1 e JDP2, no sequenciador automatico 1000 MegaBACE
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, Estados Unidos) no Laboratério de
Biologia Molecular da UnB e na Genomic Engenharia Molecular (Sdo Paulo, SP,

Brasil).

A regido 18S do rDNA dos isolados foi comparada com sequéncias de
diferentes espécies de Acanthamoeba publicadas (GenBank). As sequéncias de
nucleotideos dos isolados determinadas neste estudo estdo disponiveis no GenBank
sob 0s numeros de acesso JF960525 e JQ268232 a JQ268248 e JQ791107.

4.7 TESTES DE PATOGENICIDADE IN VITRO

4.7.1 Teste de osmotolerancia

Para avaliar o efeito da osmolaridade sobre o crescimento de trofozoitos de
Acanthamoeba de cada isolado, placas com agar nao nutriente 1,5% (controle) e
com agar nao nutriente 1,5% contendo manitol (Vetec Quimica Fina Ltda., Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) nas concentracées de 0,5 M, 1,0 M e 1,5 M foram previamente
cobertas com suspensdo de E. coli viva e incubadas a 37°C durante 24 h para a

formacao de colbnias (16).

A partir de cada isolado e da cepa de referéncia ATCC 30461, 1000

trofozoitos cultivados nos meios de cultura liquidos foram inoculados nas placas
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acima descritas, as quais foram incubadas a 30°C durante 120 h. O experimento foi

realizado em triplicata.

O didmetro do inéculo foi medido no momento da inoculagéo e o tamanho das
zonas claras, que indicam consumo bacteriano na superficie do agar, foi medido
apoés 120 h. A presenca e a auséncia de zonas claras em cada placa foram

pontuadas como positivo (+) e negativo (-), respectivamente (61).

4.7.2 Teste de termotolerancia

O crescimento dos isolados do género Acanthamoeba em condigdes de alta
temperatura, como parametro de patogenicidade, foi avaliado em placas preparadas
com agar nao nutriente 1,5% cobertas com suspensédo de E. coli viva previamente

incubadas a 37°C por 24 h para o crescimento das bactérias (16).

A partir de cada isolado e da cepa de referéncia ATCC 30461, 1000
trofozoitos cultivados nos meios liquidos foram inoculados nas placas acima
descritas, as quais foram incubadas a 25°C, 30°C e 37°C durante 120 h. O

experimento foi realizado em triplicata.

O didmetro do inéculo foi medido no momento da inoculacido e o tamanho das
zonas claras, que indicam consumo bacteriano na superficie do agar, foi medido
apo6s 120 h. A presenca e a auséncia de zonas claras em cada placa foram

pontuadas como positivo (+) e negativo (-), respectivamente (61).
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4.7.3 Andlise estatistica

As variagbes de crescimento entre os isolados em osmolaridades e
temperaturas diferentes foram analisadas utilizando-se o teste H de Kruskal-Wallis
(alfa = 0,01), com o software Statistica 6.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, Estados
Unidos).

4.8 TESTES DE PATOGENICIDADE IN VIVO

Este experimento foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal
(CEUA), do Instituto de Ciéncias Biologicas da UnB, sob o numero UnBDOC n°
43036/2010 (ANEXO 1).

O teste de patogenicidade in vivo foi realizado com a observagcdo do
desenvolvimento do quadro de EAG e recuperagao das formas de desenvolvimento
no tecido cerebral e nos 6rgaos de camundongos infectados pela IC e pela IP (48,
70).

4.8.1 Animais

Camundongos isogénicos saudaveis, de ambos o0s sexos, da raga Swiss (n =
48), com 15 dias de idade, provenientes do Biotério da UnB, uniformes quanto ao
peso, foram utilizados para a realizagdo deste estudo. Para cada isolado, foram

inoculados 12 animais (6 IC e 6 IP). Os animais foram numerados de 1 a 6, de
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acordo com a via de inoculagao, e identificados com marcagdes na coxa, cabeca,

rabo, costas, barriga e orelha, respectivamente.

O estudo foi conduzido no Laboratorio de Parasitologia Médica e Biologia de
Vetores da UnB. Os animais foram colocados em gaiolas e submetidos as condi¢des
do laboratério pelo menos cinco dias antes do inicio dos experimentos. O ciclo
claro/escuro foi de 12 h/12 h e agua e alimento para roedores (Labina, Purina do

Brasil Ltda., Paulinia, SP, Brasil) foram disponibilizados ad libitum.

4.8.2 Amebas

Trofozoitos de trés isolados (UnB11 — solo, IP1S1 — piscina e CorSP -
ceratite) e da cepa de referéncia ATCC 30461 com 72 h de crescimento em meio

liquido e quantificados em hemocitdmetro foram inoculados nos camundongos.

4.8.3 Procedimento

Os animais foram levados para camara de fluxo laminar e anestesiados pela
IP com ketamina (80 mg/kg) + xilazina (10 mg/kg). Apds a anestesia, aliquotas de
cada cultura contendo 10 trofozoitos foram inoculadas pela IC na sutura sagital e
pela IP. A recuperagédo da anestesia foi observada no laboratério e, posteriormente,
os animais foram levados ao alojamento de animais da Faculdade de Medicina da

UnB. Para cada isolado, seis animais foram inoculados pela IC e seis pela IP.

Os camundongos foram observados durante 21 dias, diariamente, quanto a
mudangas fisiolégicas, como ataxia, perda de peso e morte. Ao final desse periodo,
os camundongos foram anestesiados e sacrificados com inje¢gdo de 1 mmol/kg de

cloreto de potassio. O cérebro dos animais submetidos a IC foi retirado e dividido.
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Dos animais submetidos a IP, os seguintes 6rgados foram retirados e divididos:
cérebro, figado, rins, bago e pulmdo. Uma parte de cada 6rgao foi imersa em
solugdo tamponada de formol a 10% e encaminhada ao Laboratorio de Cirurgia
Experimental e ao Laboratério de Patologia da Faculdade de Medicina da UnB para
a realizacdo dos exames histopatologicos e outra parte foi encaminhada para a

cultura.

4.8.4 Histopatologia

Os tecidos fixados foram incluidos em parafina, seccionados a 5 ym de
espessura e corados com hematoxilina-eosina. As |aminas positivas foram
documentadas por meio de fotografias (camera Sony Cyber-shot®, Sony Corp.,
China), com a camera acoplada ao microscépio optico (DMLS, Leica Microsystems
Wetzlar GmbH, Wetzlar, Alemanha), no aumento de 1000 x, no Laboratério de

Patologia Geral da Universidade Federal de Goias (UFG).

4.8.5 Cultura

Os orgaos foram macerados e semeados em agar n&o nutriente 1,5% coberto
com suspensdo de E. coli inativada pelo calor em autoclave para a posterior
deteccao de formas de Acanthamoeba. As placas foram vedadas com Parafim®
(Brand GMBH + CO KG, Wertheim, Alemanha) e observadas diariamente quanto a

presenca de cistos e/ou trofozoitos, durante 14 dias (70, 83, 84).
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4.8.6 Critérios de avaliacdo da patogenicidade

Em cada via de inoculagao, os isolados foram classificados de acordo com
sua patogenicidade e invasividade em: a) patogénicos: isolados que provocaram
mudangas fisiolégicas e/ou o ébito de pelo menos um dos seis camundongos com
histopatologia e/ou cultura dos 6rgaos positiva; b) invasivos: isolados que nao
provocaram mudangas fisiolégicas e/ou 6bito dos animais no periodo estudado (21
dias), mas apresentaram histopatologia e/ou cultura positiva; ¢) ndo patogénicos:
isolados que n&do causaram mudangas fisiolégicas e/ou ébito de nenhum animal com

histopatologia e/ou cultura negativa (70).

4.8.7 Andlise estatistica

Nos testes de patogenicidade in vivo, diferengas nas propor¢des de animais
positivos apds a inoculagdo dos isolados (recuperagdo dos isolados) foram
analisadas considerando os métodos de detecg¢ao (histopatologia e cultura) e as vias
de inoculacgéo (IC e IP), utilizando-se o teste do qui-quadrado (y2), com o software
Statistica 6.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, Estados Unidos).

4.9 TENTATIVA DE PURIFICACAO IN VIVO DE ISOLADOS CONTAMINADOS

Este experimento foi avaliado e aprovado pelo CEUA, do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da UnB, sob o numero UnBDOC n° 43036/2010.

Na tentativa de eliminar a contaminagéo por fungos e bactérias de uma placa

de cultura da cepa de referéncia ATCC 30461 e a contaminacdo por bactérias de
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uma placa do isolado de solo UnB13, foi realizada inoculagdo pela IP em

camundongos e recuperacao a diferentes intervalos de tempo.

4.9.1 Animais

Camundongos isogénicos saudaveis, do sexo feminino, da raca Swiss (n =
48), com 3 a 4 meses de idade, provenientes do Biotério da UnB, pesando 25-30 g,

foram utilizados para a realizagcao deste estudo.

O estudo foi conduzido nos Laboratérios de Parasitologia e de Imunologia da
Faculdade de Medicina da UnB. Os animais foram colocados em gaiolas e
submetidos as condi¢des do laboratério pelo menos cinco dias antes do inicio dos
experimentos. O ciclo claro/escuro foi de 12 h/12 h e agua e alimento para roedores

foram disponibilizados ad libitum.

4.9.2 Amebas

Cistos, trofozoitos, bactérias e fungos da placa de cultura da cepa de
referéncia ATCC 30461, bem como cistos, trofozoitos e bactérias do isolado UnB13

colhidos por lavagem com 2 mL de solugao salina estéril foram utilizados.
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4.9.3 Procedimento

Os animais foram levados para camara de fluxo laminar e anestesiados pela
IP com ketamina (80 mg/kg) + xilazina (10 mg/kg). Apds a anestesia, 200 pL da
suspensao do lavado quantificado da placa de cultura da cepa de referéncia ATCC
30461 contendo 11 x 10* amebas/mL, 28 x 10° fungos/mL e 12,8 x 10° bactérias/mL
foram inoculados pela IP. Aliquota de 200 uL do lavado quantificado da placa
UnB13, contendo 16 x 10* amebas/mL e 24 x 10° bactérias/mL, também foi
inoculada pela IP. Para cada isolado, foram inoculados 24 animais (seis animais
para cada intervalo de tempo). A recuperacdo da anestesia foi observada no
laboratdrio e, posteriormente, os animais foram levados ao alojamento de animais da
Faculdade de Medicina da UnB.

Apos intervalos de 1 h, 6 h, 12 h e 24 h, o inéculo foi recuperado com a
exposicao do peritbnio por meio de incisdo de 2 cm na pele dos animais
devidamente anestesiados. Foram injetados na cavidade abdominal 12 mL de
solugdo tampéao fosfato de sodio gelada a pH 7,2. Apds a injecdo, foi feita
massagem na regido e o exsudato peritoneal foi imediatamente recuperado com
seringa de 10 mL (85). Os animais, ainda anestesiados, foram sacrificados com
injecao de 1 mmol/kg de cloreto de potassio. O exsudato recuperado foi centrifugado
a 447x g por 15 min. O sobrenadante foi desprezado e ressuspendido em 1 mL de
solugdo salina e os cistos, os trofozoitos, os fungos e as bactérias foram

quantificados em hemocitometro.

4.9.4 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando o teste de Bartlett para igualdade
de varidncias e o teste de Kolmogorov-Smirnov para a normalidade de sua

distribuicao antes da analise comparativa. As analises foram realizadas por meio do
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teste ANOVA, seguido pelo método de Student-Newman-Keuls para comparar
amostras normais multiplas independentes. O teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo
meétodo de Dunn, foi utilizado para comparar amostras multiplas independentes nao
normais. Diferengas com valor bicaudal de p < 0,05 foram consideradas
estatisticamente significativas. O software Prisma 5® (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, Estados Unidos) foi utilizado para os testes estatisticos e para a

elaboracdo de um desenho grafico dos dados.



52

5 RESULTADOS

5.1 ISOLADOS

Um total de 19 isolados e a cepa de referéncia ATCC 30461 foram utilizados
no estudo. As amostras foram divididas em: duas de solo, sete de piscina, nove de

espelhos d’agua e uma de cérnea (Tabela 1).

5.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Os dados acerca da morfometria e das caracterizagbes genotipica e
fisiologica de 18 isolados ambientais de Brasilia, DF, de um isolado de cérnea e da
cepa de referéncia ATCC 30461 sao apresentados na Tabela 1. Foi possivel
observar estruturas dos cistos de Acanthamoeba como nucleo, ectocisto (parede
externa do cisto), endocisto (parede interna do cisto), ostiolo e bragos do endocisto
(Figura 3). O diametro médio dos cistos variou entre 10,6 ym e 16,4 um (Tabela 1).
Nos trofozoitos, foi possivel visualizar acantopddios, movimento multidirecional lento

e formacéao de vacuolo (Figura 3).

Houve diferengca estatisticamente significativa entre o tamanho dos 19
isolados (Kruskal-Wallis H 151900 = 563,9; p < 0,01). Os isolados P6 e A10
apresentaram o maior tamanho. Em 10 isolados, foram observados endocistos
enrugados (UnB11, UnB13 - solo; UnB3, IP1S1, P4 — piscina; A3, A6, A13, A16 —
espelho d’agua; CorSP — cornea), os quais foram classificados no grupo Il (12). Os
outros nove isolados (P3, P6, P7, P9 — piscina; A1, A4, A8, A9, A10 — espelho
d’agua) apresentaram endocistos arredondados e foram classificados no grupo Il
(12).
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Tabela 1 — Morfometria e caracterizagées genotipica e fisiolégica de 18 isolados ambientais de Brasilia, DF, de um isolado de

cérnea e da cepa de referéncia ATCC 30461.

Isolado Fonte! GenBank  Genétipo Sequéncia de Cisto (um, Teste de tolerancia®
referéncia’ médiaxDP)?

GenBank Iden((t)joo)lade O(s'\;n(_)tnc;I:r:ﬁrcl)(lz)ia Termozggréncia

0,5 1,0 1,5 25 30 37

UNB11 S JF960525 T4 DQ087298 99 11,0+1,6 - — - + + +
UNB13 S JQ268234 ND® ND ND 11,9+1,4 + + + — + -
UNB 3 P JQ268232 T4 EU934064 100 10,6+1,1 - + + + + +
IP1S1 P JQ268233 T4 U07408 99 13,0%£1,6 + + + + + +
P3 P JQ268235 T5 AB525818 99 13,0+3,0 - + + - - —
P4 P JQ268236 T4 EF554328 99 13,912,4 — + - - + -
P6 P JQ268237 T5 AB525818 99 14,612,3 - — + - — +
P7 P JQ268238 T5 AB525832 100 12,7+2,1 - - + - - +
P9 P JQ268239 T5 AB525818 95 11,3+2,0 + — - - - +
A1 EP JQ268240 T5 AB525832 97 11,2+2,2 - - - - - —
A3 EP JQ268241 T2/T6  AY026244 97 11,0£2,0 — — - + - —
A4 EP JQ268242 T5 AB525818 99 12,7+2,4 + + + — + -
A6 EP JQ268243 T4 HQ450394 99 11,0£1,7 - - - - - —
A8 EP JQ268244 T5 AB525818 99 11,3+1,7 - - - + - +
A9 EP JQ268245 ND ND ND 11,1£2,0 — - - - + -

Continua
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Concluséo
Tabela 1 — Morfometria e caracterizagées genotipica e fisiolégica de 18 isolados ambientais de Brasilia, DF, de um isolado de

cérnea e da cepa de referéncia ATCC 30461.

Isolado Fonte! GenBank  Gendétipo Sequéncia de Cisto (um, Teste de tolerancia®
referéncia’ médiaxDP)?

GenBank Iden((t)joo)lade O(s'\;n(_)tnc;I:r:ﬁrcl)(lz)ia Termozggréncia

05 10 15 25 30 37

A10 EP JQ268246 T5 AB525832 97 16,4+3,5 - — — + + +
A13 EP JQ268247 ND ND ND 11,2+2,0 + — — - + +
A16 EP JQ268248 ND ND ND 13,8%£2,5 + - — - - +
CorSP C ID 1517397 T4 AY026243 100 12,0£2,6 + + + + + +
ATCC® C AY026243 T4 AY 026243 100 15,7+3,0 + + - + — +

' S: solo; P: piscina; EP: espelho d'agua; C: ceratite.

2Numero de acesso comparando a sequéncia dos isolados deste estudo ao GenBank e porcentagem de identidade.
® Diametro de 100 cistos mensurados.

* +: presenca de zona clara; — auséncia de zona clara. (ver Material e métodos).

°>ND: género Acanthamoeba cujo genétipo néo foi determinado.

® ATCC: cepa de referéncia Acanthamoeba polyphaga ATCC 30461.



55

Figura 3 — Formas de desenvolvimento de um isolado de Acanthamoeba
proveniente de espelho dagua. A. Cistos de Acanthamoeba agrupados,
ressuspensos em solugao de encistamento (80). B. Cisto de Acanthamoeba; (ec):
ectocisto; (en): endocisto; (br): bragos do endocisto; (0s): ostiolo. C e D. Trofozoitos
em cultivo axénico com vacuolo (seta em C) e acantopodios (seta em D).

Microscoépio 6ptico; aumento: 1000x; escala = 10 pym.

5.3 IDENTIFICACAO MOLECULAR

As analises de PCR para a amplificagédo do gene ASA.S1 (aproximadamente
400 pb) dos isolados foram realizadas em diferentes tempos e as bandas foram

agrupadas em uma unica imagem para permitir a avaliagdo comparativa (Figura 4).

As analises de sequéncias mostraram que os isolados utilizados no estudo
sao similares aos genotipos T4, TS5 e T2/T6. Entre os 19 isolados analisados, oito
possuem correspondéncia com sequéncias disponiveis do gendtipo T5, com

identidade variando de 95% a 100%, enquanto seis isolados foram relacionados com
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as sequéncias de referéncia do gendtipo T4, com 99% a 100% de identidade, e um
isolado apresentou 97% de identidade com o gendtipo T2/T6; os quatro isolados
restantes exibiram apenas um padrdo de sequéncia correspondente ao género

Acanthamoeba (Tabela 1).

Mie IS 2 a3 e d Su b= n G ety 88 O O TS 12581 31 415 N 1617 18193 2052

Figura 4 — Analise de PCR de isolados de Acanthamoeba provenientes de amostras
ambientais de Brasilia, DF e de ceratite. M: marcador molecular (1 kb ladder plus); 1:
controle negativo; 2: cepa de referéncia Acanthamoeba polyphaga (ATCC 30461); 3:
UnB11 (solo); 4: UnB13 (solo); 5: UnB3 (piscina); 6: IP1S1 (piscina); 7: P3 (piscina);
8: P4 (piscina); 9: P6 (piscina); 10: P7 (piscina); 11: P9 (piscina); 12: A1 (espelho
d’agua); 13: A3 (espelho d’agua); 14: A4 (espelho d’agua); 15: A6 (espelho d’agua);
16: A8 (espelho d’agua); 17: A9 (espelho d’agua); 18: A10 (espelho d’agua); 19: A13
(espelho d’agua); 20: A16 (espelho d’agua); 21: CorSP (ceratite).

5.4 OSMOTOLERANCIA

Entre os 19 isolados submetidos ao experimento de osmotolerancia, sete
(37%) apresentaram crescimento em presenga de manitol 0,5 M, sete (37%) em
presenca de manitol 1,0 M e oito (42%) em alta osmolaridade (manitol 1,5 M). Os
isolados UnB13 (solo), IP1S1 (piscina), A4 (espelho d’agua) e CorSP (ceratite)
cresceram em todas as osmolaridades. Os isolados P3 e UnB3, ambos de piscina, e
a cepa de referéncia ATCC 30461 cresceram em presen¢a de manitol 1,0 M e 1,5 M.

Entre os isolados que cresceram somente em uma osmolaridade, estdo: P9



57

(piscina), A13 e A16 (espelho d’agua) a 0,5 M; P4 (piscina)a 1,0 M; P6e P7a 1,5M
(Tabela 1).

Houve diferenga significativa no tamanho do halo de inibicdo do crescimento
das bactérias entre os 19 isolados cultivados em presenga de manitol 1,5 M (teste de
Kruskal-Wallis H 15 57 = 48,9; p < 0,01). Nessa osmolaridade, os isolados UnB13

(solo) e IP1S1 (piscina) apresentaram o maior crescimento.

5.5 TERMOTOLERANCIA

No experimento de termotolerancia, sete (37%) isolados apresentaram
crescimento a 25°C, 10 (53%) a 30°C e 11 (58%) em alta temperatura (37°C). Os
isolados UnB11 (solo), UnB3 (piscina), IP1S1 (piscina), A10 (espelho d’agua) e
CorSP (ceratite) cresceram em todas as temperaturas. O isolado A8 (espelho
d’agua) e a cepa de referéncia ATCC 30461 cresceram nas temperaturas de 25°C e
37°C e o isolado A13 (espelho d’agua) cresceu a 30°C e a 37°C. Entre os isolados
que apresentaram crescimento em somente uma temperatura, estdo: A3 (espelho
d’agua) a 25°C; UnB13 e P4 (piscina) e A4 e A9 (espelho d’agua) a 30°C; P6, P7, P9
(piscina) e A16 (espelho d’agua) a 37°C (Tabela 1).

Houve diferenga significativa no tamanho do halo de inibigdo entre os 19
isolados incubados a 37°C (teste de Kruskal-Wallis H 15 57 = 47,3; p < 0,01). Nessa
temperatura, os isolados A10 (espelhos d’agua), IP1S1 e UnB3 (piscina)

apresentaram o maior crescimento.
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5.6 TESTES DE PATOGENICIDADE IN VIVO

A infeccao experimental, pela IC e pela IP, revelou que todos os isolados
inoculados e a cepa de referéncia ATCC 30461 podem ser considerados invasivos,
pois foram observados nos exames histopatolégicos do cérebro dos animais
inoculados pela IP (Tabela 2). Nao houve diferenga significativa na recuperagédo dos
isolados comparando-se o0 numero total de animais positivos entre as vias de

inoculagao (y2 = 0,08; p = 0,77).

Tabela 2 — Classificagado dos isolados inoculados (70).

Isolado Via intracerebral® Via intraperitoneal Classificacao
Recuperagéo Recuperacgéo
Al M H C Al M H C

UnB11 6 N + — 6 N + + Invasivo

IP1S1 6 N + — 6 N + — Invasivo

CorSP 6 S + + 6 S + + Patogénico e
invasivo

ATCC* 6 N + —~ 6 N + + Invasivo

' Al: animais inoculados; M: morte; H: histopatologia; C: cultura; N: ndo houve morte;
S: houve morte; +: presencga de cistos e/ou trofozoitos; —: auséncia de cistos e/ou

trofozoitos.

2 ATCC: cepa de referéncia Acanthamoeba polyphaga ATCC 30461.
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5.6.1 Infeccdo experimental por inoculacdo intracerebral de trofozoitos de
Acanthamoeba spp. em camundongos isogénicos

Na IC, a recuperagdo dos isolados por histopatologia e por cultura foi
estatisticamente diferente (y2 = 6,45; p < 0,01), tendo sido maior por histopatologia.
Todos os isolados apresentaram histopatologia do cérebro positiva para pelo menos
um animal (Tabela 3, Figura 5). Os isolados UnB11 e IP1S1 apresentaram
histopatologia positiva em dois (30%) dos seis animais e a ATCC 30461, em um
animal (17%). O isolado CorSP foi o unico que causou Obito (todos os animais
inoculados morreram apdés 24 h da inoculagdo), suas formas de vida foram
observadas na histopatologia de todos os animais inoculados e este foi o Unico

isolado a ser recuperado na cultura (Tabela 3).

Tabela 3 - Isolados inoculados pela via intracerebral e recuperados por

histopatologia e cultura nos animais inoculados.

Animal Isolado*!
UunB1l1l IP1S1 CorSP ATCC 30461
H C H C H C H C
1 - - - - + + + -
2 + — + — + - - -
3 — — + — + — — —
4 _ - _ - " - - -
5 + — - - + + - -
6 — — - — + + - -
Total 2 0 2 0 6 3 1 0

' H: histopatologia do tecido cerebral; C: cultura; +: presenca de cistos e/ou

trofozoitos; —: auséncia de cistos e/ou trofozoitos.
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Figura 5 — Cortes histologicos do cérebro dos animais inoculados pela via
intracerebral. A. Trofozoito (seta) do isolado de solo UnB11. B. Cistos (setas) do
isolado de piscina IP1S1. C e D. Trofozoitos (seta) do isolado de ceratite CorSP,

com vacuolo (*) evidente. Microscopio 6ptico; aumento: 1000x; escala = 10 uym.

5.6.2 Infeccdo experimental por inoculagdo intraperitoneal de trofozoitos de
Acanthamoeba spp. em camundongos isogénicos

Na IP, ndo houve diferenca estatistica entre a recuperacédo dos isolados por
histopatologia e cultura considerando o numero total de animais positivos por cada
método (x2 = 0,36; p = 0,55). Adicionalmente, o numero total de 6rgaos positivos por
histopatologia e cultura foi igual (n = 12, Tabela 4). Todos os animais apresentaram
histopatologia positiva para o cérebro de pelo menos um animal inoculado,
demonstrando a presenca de amebas no SNC, o que comprova sua invasividade. O
isolado UnB11 e a cepa de referéncia ATCC 30461 apresentaram histopatologia e
cultura positivas no rim de um dos animais inoculados. Trés dos seis animais
inoculados com o isolado patogénico CorSP morreram ap6s 48 h da inoculagdo. Um
desses animais apresentou histopatologia e cultura do bago e do figado positivas e

histopatologias de pulmao, rins e cérebro também positivas (Tabela 4, Figuras 6 e
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7). A cepa de referéncia ATCC 30461, além de ter sido observada na histopatologia

do cérebro e do bago, foi a unica com cultura positiva para o cérebro (Figura 7C).

Tabela 4 — Isolados inoculados pela via intraperitoneal e animais com histopatologia

e cultura positivas nos 6rgaos recuperados.

An' Isolado
UnB11 IP1S1 CorSP ATCC 30461
Ctr P FBR Ctr P F B R Ccc P F B R Cr P F B R
1 - — - - C - - - - - HHHACHCC - - - H -
2 H---C - — - - - - - C - - H=---c
3 H--H- - -—-——- - - C - - - € - - - -
4 - - - - - - - - _ - - - - C - H---cC
5 H - - C - H - — — - - - - - - - - _-__
6 - — — _ _ o _ _ _ _ - o oo

' An: animal; Cr: cérebro; P: pulmao; F: figado; B: baco; R: rim; H: histopatologia; C:

cultura; —: histopatologia e cultura negativas nos érgéaos.

" :’Am 1}.‘

Figura 6 — Trofozoitos (setas) com vacuolo (cabega de seta) do isolado de ceratite

(CorSP) observados em cortes histolégicos de érgaos dos animais inoculados pela
via intraperitoneal. A. Cérebro. B. Bago. C. Figado. D. Pulmao. Microscépio optico;

aumento: 1000x; escala = 10 pm.
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Figura 7 — Trofozoitos observados em cortes histolégicos de érgaos dos animais

inoculados pela via intraperitoneal. A. Trofozoitos (seta) do isolado CorSP,

no

pulmé&o. B. Cisto do isolado CorSP com parede enrugada (seta), no cérebro. C.

Trofozoito da cepa de referéncia Acanthamoeba polyphaga (ATCC 30461),

cérebro. Microscopio optico; aumento: 1000x; escala = 10 uym.

5.7 PURIFICAGAO IN VIVO DE CULTURAS CONTAMINADAS

no

5.7.1 Tentativa de purificacdo in vivo de uma placa de cultura de

Acanthamoeba polyphaga (ATCC 30461)

O estudo da utilizagéo do peritdbnio de camundongos n&o sensibilizados para

purificar a placa de cultura da cepa de referéncia ATCC 30461 contaminada com

fungos e bactérias mostrou que nao houve diferengcas nas médias do percentual de

amebas inoculadas em relagdo ao numero de amebas obtidas no lavado peritoneal
nos diferentes tempos: 1 h (72,7+56,6), 6 h (569,1£67,1), 12 h (53,0£65,9) e 24 h
(74,5+£26,8) (p > 0,05) (ANOVA seguida pelo método de Student-Newman-Keuls)

(Figura 8A).



63

=]

100+

ZEZTTTT

A. polyphaga (%)

1 6 12 24
Tempo (h)
— 5-
=
£
£ 3
5
ge]
e 24
o
w
S -
C
= .
L ol ' ' .
1 6 12 24
Tempo (h)
8_
6- T

Bactérias (%)
+

| [ —
0-—'—%—@—7—

1 6 12 24

Tempo (h)

Figura 8 — Percentual de Acanthamoeba polyphaga (10°mL), fungos leveduriformes
(2,8 x 10%/mL) e bactérias (12,8 x 10%/mL) recuperados no lavado peritoneal dos

camundongos (n = 6) a diferentes intervalos de tempo.
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A quantificagcdo dos fungos no lavado peritoneal mostrou que as medianas
para o percentual destes micro-organismos foram nulas em todos os tempos
avaliados, com excecdo dos dois pontos discrepantes observados para 1 h e 6 h,
equivalentes a 0,4% e 4,3%, respectivamente (Figura 8B). Para as bactérias, os
resultados, analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn,
mostraram que a mediana do percentual para 1 h (0,8%) foi menor do que para 24 h
(2,4%) (p < 0,05); para os demais tempos, as medianas foram semelhantes entre si
(p > 0,05) (Figura 8C).

5.7.2 Tentativa de purificagdo in vivo de uma placa de cultura do isolado de
solo UnB13

Com a utilizacido do lavado peritoneal para a purificacdo da placa do isolado
de solo UnB13, verificou-se que os percentuais de amebas recuperadas nos
intervalos de 6 h e 12 h foram maiores do que no intervalo de 24 h. Houve
diferengas nas médias do percentual de amebas inoculadas em relagdo ao numero
de amebas obtidas no lavado peritoneal nos diferentes tempos, alterando as médias
para 6 h (103,2+21,92), 12 h (106,3+33,3) e 24 h (51,1£16,48) (p < 0,05) (ANOVA

seguida pelo método de Student-Newman-Keuls) (Figura 9A).

No lavado, ndo houve presenca de fungos. Para as bactérias, os resultados,
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn, mostraram
que a mediana do percentual para 6 h (0,17%) foi maior do que as medianas para os
demais tempos, as quais foram nulas (p < 0,05), com exceg¢ao de dois pontos
discrepantes para 1 h e 24 h, equivalentes a 0,25% e 0,13%, respectivamente
(Figura 9B).
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Figura 9 — Percentual de amebas do isolado UnB13 (16 x 10* /mL) e bactérias (24 x

10°%/mL) recuperadas no lavado peritoneal dos camundongos (n = 6) a diferentes
intervalos de tempo.
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6 DISCUSSAO

O relato de isolados de Acanthamoeba similares aos gendtipos T4, T5 e
T2/T6 em amostras de solo e de agua de Brasilia, DF, apresentado em artigo aceito
para publicacdo no periddico Experimental Parasitology (ANEXO 2 e APENDICE 1),
€ inédito. A presencga de isolados ambientais com potencial patogénico pode ser
decorrente da elevada resisténcia dos cistos as condicdes ambientais e aos

sistemas de desinfeccao utilizados em piscinas.

Foram observados, neste estudo, endocistos enrugados e lisos e os isolados
foram caracterizados, com base na morfologia dos cistos, nos grupos Il e lll,
respectivamente (12). As espécies pertencentes a esses grupos sao
morfologicamente muito semelhantes e, frequentemente, associadas a infecgbes
humanas, especialmente encefalite e ceratite (43). O grupo Il também contém
espéecies de Acanthamoeba mais comumente relacionadas a isolados ambientais
(20, 86).

A variacao morfoldgica significativa de diametro e forma do cisto entre os 19
isolados estudados corrobora o fato de que a identificagdo de espécies de
Acanthamoeba com base apenas em caracteristicas morfolégicas € problematica,
como observado em outros estudos (16, 23, 39, 71). Além disso, como relatado na
literatura, os meios de cultura em procedimentos in vitro podem modificar a

morfologia de isolados de uma mesma espécie (20).

Neste estudo, todos os isolados apresentaram caracteristicas morfologicas do
género Acanthamoeba, o que foi confirmado por meio de PCR. Entre as amostras
estudadas, seis isolados foram caracterizados como similares ao gendétipo T4, por
sua estrita correspondéncia com as sequéncias de referéncia deste gendtipo, uma
vez que a identidade entre as sequéncias obtidas e as sequéncias de referéncia
variou entre 99% e 100%. Relatos da literatura revelam que a grande maioria dos
isolados de Acanthamoeba, provenientes de ceratite e de amostras ambientais,
pertence ao gendtipo T4 (3, 49, 87). Alguns autores sugerem que o gendtipo T4
compreende espécies do complexo A. castellanii (21, 86, 87). No presente caso,

entretanto, o gendtipo T5 foi o mais frequente em isolados de piscinas e espelhos
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d’agua, fato também observado em outro estudo (44), em que foi encontrada maior

prevaléncia do genotipo TS entre isolados provenientes de agua.

O gendtipo T5 ja foi isolado em amostra de mucosa humana sem infec¢ao
amebiana e relacionado com maior resisténcia a multiplas solugdes de limpeza de
lente de contato quando comparado ao gendtipo T4 (88). Além disso, também ja foi
descrito em casos de ceratite (89). A exposicao de usuarios de lentes de contato,
bem como de pessoas com microtraumas na cornea, a esses ambientes aquaticos

representa fator de risco para ceratite.

O isolado de piscina UnB3 mostrou identidade de 99% com a sequéncia de
referéncia disponivel do gendtipo T4 (EU934064), isolada de uma amostra de solo
iraniano. Esse isolado referéncia foi descrito como um fator importante na causa de
ceratite por Acanthamoeba em usuarios de lentes de contato, também tendo sido

observada alta frequéncia do gendétipo T4 em isolados do solo (90).

O isolado de solo UnB11 apresentou 99% de identidade com uma cepa
patogénica de Acanthamoeba sp. isolada de infecgdo ocular pertencente ao
gendtipo T4 (GenBank — DQ087298) (91). Na Austria, um menino da zona rural, com
25 meses de idade, apresentou hemiparesia como consequéncia de abcessos
cerebrais causados por Acanthamoeba, diagnosticada por intermédio de PCR. O
diagndstico revelou, ainda, Acanthamoeba pertencente ao grupo Il e ao gendtipo T4,
reconhecido como o tipo predominantemente relacionado a EAG em seres humanos
(92).

Embora n&o tenha apresentado crescimento no ensaio de osmotolerancia, na
infeccdo experimental o isolado de solo UnB11 foi termotolerante e foi observado no
cérebro dos animais inoculados pela IC e no baco e no cérebro dos animais
inoculados pela IP. Além disso, foi possivel recuperar formas de desenvolvimento
viaveis no bago e rins desses animais, demonstrando a capacidade de translocagao
desse isolado, embora ndo tenha sido capaz de causar a morte dos animais. Em
outro estudo, camundongos foram experimentalmente infectados com isolados de
agua pela IN, tendo-se observado 6,5% de patogenicidade, com a morte dos
animais e a recuperacao de cistos e/ou trofozoitos nos tecidos. Naquele caso, os
isolados, considerados apenas invasivos, podem n&o ter causado a morte dos
animais porque o intervalo de 21 dias utilizado pode ter sido insuficiente (70).

Portanto, alteragdes no protocolo do teste de patogenicidade in vivo, utilizado no
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presente estudo, como inoculacédo pela IN e aumento do periodo de observacgao,

podem ser validas para avaliar outros isolados.

O isolado A3 (espelho d’agua), similar ao genotipo T2/T6, revelou alta
porcentagem de identidade (97%) com a cepa de referéncia ATCC 30872,
proveniente do meio ambiente, do gendtipo T4 (93). Ademais, a classificagdo atual é
feita com base na sequéncia de nucleotideos da regiao 18S do rRNA, avaliando-se
as semelhangas entre as sequéncias e respeitando-se o critério de divergéncia de
5% (20). Recentemente, foram apresentados dados genéticos e filogenéticos da
cepa A. polyphaga ATCC 30872 que mostraram sua semelhanga com os gendétipos
T2 e T6, propondo-se a retirada do termo polyphaga de seu nome e a sua

reclassificacdo no gendtipo T2/T6 (21).

Além disso, varias cepas pertencentes ao gendtipo T2 foram associadas a
casos humanos de ceratite e encefalite (55, 94). O gendtipo T6 tem sido associado a
casos de ceratite e, em um isolado patogénico de ceratite, foi relatada expressao de
um gene de serina proteinase (71, 95). No entanto, outros ensaios de
patogenicidade sdo necessarios para avaliar o potencial patogénico do isolado A3
do presente estudo, uma vez que nao foi observado crescimento em alta

temperatura e alta osmolaridade.

A capacidade que espécies de Acanthamoeba apresentam de crescer sob
condicdes de alta osmolaridade e/ou alta temperatura pode estar relacionada a seu
potencial patogénico, pois 0 manitol e a temperatura elevada sao inibidores de
espécies nao patogénicas (16, 51, 60, 61). No presente estudo, cinco isolados
(UnB3, IP1S1, P6, P7 e CorSP) cresceram em presenca de manitol 1,5 M e a 37°C.
Entre esses, trés isolados exibiram identidade (de 99% a 100%) com o gendtipo T4
(UnB3, IP1S1 e CorSP) e os outros dois (P6 e P7), com o gendtipo TS (de 99% a
100%). Os isolados IP1S1 e CorSP foram utilizados na infecgdo experimental, sendo
considerados invasivos. O isolado IP1S1 foi um dos que apresentou o maior halo de
inibicdo em presenga de manitol 1,5 M e a 37°C. Além disso, apresentou
histopatologia positiva do cérebro na IC e IP. O isolado CorSP, osmotolerante e
termotolerante, foi considerado patogénico, pois, além de causar a morte dos

animais, foi recuperado na histopatologia e na cultura.

O fato de um isolado ser proveniente de ceratite ndo lhe confere a capacidade

de atravessar a BHE e estabelecer a EAG. No presente caso, o isolado CorSP
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apresentou 100% de identidade com a sequéncia da cepa de referéncia ATCC
30461, pertencente ao gendtipo T4, e exibiu maior adaptagdo ao crescimento em
condicdes desfavoraveis e no hospedeiro. Ja ficou demonstrada a capacidade da A.
polyphaga de causar apoptose em células do SNC (56). Embora o isolado CorSP
tenha se mostrado patogénico nos testes in vivo e mais adaptado a alta
osmolaridade do que a cepa de referéncia ATCC 30461, esta cresceu a 37°C e foi a
unica com cultura do cérebro positiva na IP, comprovando a capacidade que os
trofozoitos tém de sobreviver no tecido. O isolado CorSP foi proveniente de ceratite
e, no Brasil, mais especificamente no municipio de Sdo Paulo, um isolado de agua
de torneira também apresentou alta porcentagem de identidade com a cepa de
referéncia ATCC 30461 (49).

Em relacdo a cepa de referéncia ATCC 30461, escolhida neste estudo,
nenhum crescimento foi observado em presenca de manitol 1,5 M, o que poderia ser
esperado, pois ja foi mostrado o efeito negativo do sacarideo sobre o crescimento
dos trofozoitos de modo dependente de sua concentracéo (49). No entanto, sabe-se
que a cepa de referéncia ATCC 30461, comprovadamente patogénica, apresenta
crescimento em presenga de manitol 1,0 M, o que foi comprovado com o resultado
do teste de osmotolerancia do presente estudo (16, 24). Em adicdo a isso, os
isolados de A. polyphaga possuem caracteristicas morfologicas e fisioldgicas
distintas (crescimento em meio liquido PYG, efeito citopatico em células de cultura,
numero de acantopoédios, presencga de estruturas locomotoras, aderéncia a plastico

e invasao de matriz de colageno) (52).

Nos Estados Unidos, foi descrita a técnica de osmotolerancia e, entre 14
isolados ambientais inicialmente submetidos a ela, houve crescimento de sete (50%)
(16). No Brasil, observou-se crescimento e viabilidade em quatro (40%) dos 10
isolados cultivados em condigdes de alta osmolaridade (58). Na Espanha, registrou-
se crescimento em alta osmolaridade de 100% dos 21 isolados provenientes de
areia da praia (60). Na Turquia, entre 18 isolados provenientes de amostras

ambientais estudados, houve crescimento em alta osmolaridade de 12 (66,6%) (59).

Nos testes de patogenicidade in vitro, foi possivel observar no presente
estudo tanto a zona clara de expansdo do crescimento das amebas quanto
trofozoitos viaveis em quase todos os isolados. E importante ressaltar que as

ferramentas que permitem avaliar a patogenicidade de isolados ambientais devem



70

ser utilizadas em conjunto para a confirmagcdo dos dados. De acordo com a
literatura, os ensaios in vivo geralmente corroboram os achados obtidos in vitro (39,
48). Todos os isolados utilizados na infeccdo experimental neste estudo
apresentaram similaridade com o gendtipo T4 e foram considerados invasivos. No
México, em um ensaio de patogenicidade, 6,5% dos isolados inoculados foram
classificados como patogénicos, 29% como invasivos e 64,5% como néo
patogénicos (70). Na Coreia, isolados de Acanthamoeba mantidos em cultura desde
o isolamento primario demonstraram menor viruléncia quando comparados com
isolados de tecido cerebral de camundongos infectados pela IN. Os isolados que ja
tinham passado pelo menos duas vezes pelo tecido cerebral de animais infectados
causaram Obito precoce e induziram maior taxa de mortalidade em comparagdo com
a que foi determinada pelas cepas do isolamento primario mantidas em cultura
(65,5% contra 2,8%, respectivamente) (67). Na Bélgica, as caracteristicas de
crescimento, efeito citotdxico em culturas de células e viruléncia de 19 espécies do
género Acanthamoeba, de diversos isolados ambientais, foram avaliadas em
camundongos (48). Na Suiga, isolados de Acanthamoeba provenientes de resorts
foram incubados a 37°C, sendo considerados como termotolerantes aqueles que
apresentaram crescimento, o que foi confirmado por testes de patogenicidade in

vivo, utilizando inoculagao pela IN em camundongos (39).

No presente caso, foram utilizadas somente a histopatologia e a cultura para
a recuperacao dos isolados e o periodo de observacao foi de 21 dias. Os usos de
varias técnicas para a recuperagao e de prazos mais longos de observagao podem
potencializar o encontro de isolados patogénicos. Em trabalho utilizando PCR para
detectar a presenca de Acanthamoeba nos tecidos de animais infectados pela IN,
foram encontrados produtos de PCR nos pulmdes e no cérebro de todos os animais

imunossuprimidos infectados (39).

Embora tenha ocorrido o 6bito somente de animais inoculados com o isolado
CorSP neste estudo, a deteccao de cistos e trofozoitos dos outros isolados, ainda
que somente por histopatologia, demonstra a capacidade da ameba de atravessar a
BHE e de se estabelecer no 6rgéo-alvo, no caso dos animais inoculados pela IP.
Nos animais inoculados pela IC, a presengca de amebas no cérebro indica sua

capacidade de permanéncia no 6rgao onde foram inoculadas.
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Na década de 1980, demonstrou-se que o efeito citopatico nao foi seguido
pela patogenicidade em camundongos inoculados com isolados de Acanthamoeba,
evidenciando-se que modelos experimentais podem diferir em suscetibilidade e a via

de inoculagé&o também pode exercer influéncia sobre a patogenicidade (48).

Os achados do presente estudo mostraram o potencial do peritbnio de
camundongos para a purificagao de culturas contaminadas de ameba. Os resultados
demonstraram que, decorrida 1 h da injecdo IP do lavado da cultura da cepa de
referéncia ATCC 30461, foi possivel eliminar no minimo 95,7% dos fungos e 97,6%

das bactérias, além de ter havido a recuperacao de 72% das amebas.

Com excecao do tempo de 6 h, todos os outros intervalos de tempo foram
uteis na eliminagcdo das bactérias da cultura do isolado UnB13 e, apdés 12 h da
injecao IP do lavado, foi possivel recuperar 106,2% de amebas. Isso significa que as
amebas se multiplicaram na cavidade peritoneal dos camundongos, pois os cistos de
Acanthamoeba transformam-se em trofozoitos sob condigdes favoraveis de
suprimento, pH neutro e temperatura apropriada, perdendo a dupla camada e se
reproduzindo ativamente (3). O intervalo de 1 h também foi util na purificagdo da
cultura do isolado de solo UnB13, uma vez que foi possivel eliminar 100% das
bactérias e recuperar 61% das amebas. Os pontos discrepantes podem ter sido
observados em decorréncia de contaminagdo durante a realizagdo da técnica. No
que diz respeito a execucdo da técnica, o intervalo de 1 h seria o mais acessivel na

rotina do laboratdrio de pesquisa.

Como os macroéfagos séo encontrados em tecido intacto, como o periténio, e
fazem parte da imunidade inata, esta via de inoculagéo foi escolhida. Em ambas as
placas, os macrofagos peritoneais foram capazes de diminuir as bactérias
suscetiveis ja no intervalo de 1 h por intermédio de fagocitose, da produgao de 6xido
nitrico (NO), sob a acédo de TNF-q, IL-1 e IL-6, e do peréxido de hidrogénio. Na placa
de cultura da cepa de referéncia ATCC 30461, a diminuicdo dos fungos igualmente
ocorreu por meio da fagocitose dos macréfagos, ativada por IFN-y, além das outras

citocinas (97).

Nao obstante as cepas patogénicas de Acanthamoeba serem resistentes a
lise mediada pelo complemento, a via do complemento juntamente com os fagdécitos
sdo eficazes na destruicdo destas. Em estudo sobre a espécie patogénica A.

culbertsoni, verificou-se que esta foi mais resistente a lise pelo complemento do que
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A. polyphaga e A.castellanii; por outro lado, os macréfagos ativados tiveram maior
capacidade de lisar amebas (79). Os cistos possuem poucos antigenos de superficie
e, como os trofozoitos de espécies patogénicas de Acanthamoeba sdo capazes de
destruir macréfagos inativados e ativados pela ingestdo ou pela emissdo de
pseuddépodes seguida por lise, neste estudo, a recuperagcédo das amebas do peritbnio
nao foi alterada em relacdo ao indculo na cultura da cepa de referéncia ATCC
30461. Ja na purificagdo da cultura UnB13, no intervalo de 24 h, houve diminuigcéo
da porcentagem de amebas recuperadas, o que pode ser explicado por sua
suscetibilidade a lise pelo complemento e agdo dos macrofagos. Deve-se salientar
que o gendtipo do isolado UnB13 nao foi determinado durante a comparacao de sua

sequéncia com as sequéncias de referéncia do Genbank.

O presente estudo revelou a presenca de isolados provenientes do meio
ambiente e um de ceratite que demonstraram seu potencial patogénico por meio dos
testes de osmotolerancia e termotolerancia. Alguns deles também apresentaram
caracteristicas de invasividade ao ganhar a corrente sanguinea, tendo sido
observados nos exames histopatologicos tanto na IC como na IP e, no caso do

isolado CorSP, chegando a causar 6bito.

Diante dos dados apresentados, pode-se afirmar que existem isolados
potencialmente patogénicos nos ambientes estudados de Brasilia, DF e que ha
risco, pelo menos em tese, de que usuarios de piscinas entrem em contato com
estes patdégenos. Em adigdo a isso, caso a relagao entre fatores diretos e indiretos
de viruléncia com o sistema imunitario do hospedeiro seja favoravel ao
desenvolvimento do potencial patogénico dessas amebas, € provavel que se passe
a observar o surgimento de casos de infecgbes causadas por Acanthamoeba em
seres humanos, principalmente em condigcdes de maior suscetibilidade, como ocorre
em individuos diabéticos, soropositivos para o virus da imunodeficiéncia humana,
desnutridos, imunossuprimidos, etilistas, entre outros. Vale ressaltar que as razdes
implicadas e os mecanismos envolvidos na mudanca do estado de vida livre para a

forma parasitaria e patogénica ainda permanecem desconhecidos (39).

Nas ultimas décadas, o género Acanthamoeba vem atraindo crescente
interesse no meio cientifico (39, 98, 99), principalmente pelos multiplos papéis que
desempenha no ecossistema, atuando, ao mesmo tempo, como predador e

vetor/reservatorio (pelo mecanismo de cavalo de Troia) de micro-organismos (98).
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Os isolados ambientais descritos no presente estudo merecem especial
atencao, uma vez que foram coletados em locais frequentados por pessoas de
diversas idades e com capacidade imunitaria variada. Nesses isolados, foram
observadas caracteristicas de patogenicidade e, por esta razdo, pode-se aventar a
possibilidade de risco eventual de se estabelecerem como agentes de doengas em
humanos. Entretanto, outros estudos sdao necessarios para que se possa melhor
entender se esses isolados possuem mecanismos para burlar o sistema imunitario,
romper barreiras fisiolégicas, aumentar o potencial patogénico, produzir enzimas
capazes de pertubar a integridade dos endotélios e da membrana celular, colonizar

varios 6rgaos e causar doengas em alguns deles.
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7 CONCLUSOES

e Este trabalho representa o primeiro relato da presenca de isolados de
Acanthamoeba similares aos gendétipos T4, T5 e T2/T6 em amostras de solo, piscina

e espelhos d’agua de Brasilia, DF.

¢ Houve avango no isolamento de Acanthamoeba em Brasilia, DF, uma vez
que, a partir do isolamento, o estudo evoluiu para a caracterizagdo genotipica e a

avaliagcao de parametros fisicos e biolégicos de patogenicidade.

e Confirmou-se o género dos isolados utilizando a técnica de PCR e os

iniciadores JDP1 e JDP2 especificos para o género Acanthamoeba.

¢ Isolados similares ao gendtipo T4, relacionado com espécies patogénicas

aos seres humanos, foram detectados neste estudo.

e A patogenicidade do isolado de ceratite (CorSP) foi comprovada por seu
crescimento em alta osmolaridade e alta temperatura, bem como pelos resultados

dos testes de patogenicidade in vivo.

e Foi possivel demonstrar a capacidade de disseminacdo hematogénica do
isolado de ceratite (CorSP), que resultou na morte dos animais, com posterior
recuperacao de formas de desenvolvimento deste isolado nos 6rgaos e tecidos dos

camundongos.

¢ A capacidade de invasividade dos isolados UnB11 (solo) e CorSP (ceratite)
também foi demonstrada, tendo sido observado o crescimento de formas de
desenvolvimento por meio de exames histopatologicos e concluida, com sucesso, a

recuperacao destas em placas de cultura.

¢ A cavidade peritoneal demonstrou utilidade para a recuperagao de cistos e
trofozoitos, além de promover a redugcdo da quantidade de fungos e bactérias em
uma placa de cultura da cepa de referéncia ATCC 30461 e de bactérias do isolado

UnB13 ja no intervalo de 1 h
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Todas as técnicas foram realizadas em parceria com laboratérios da prépria
UnB e de outras universidades. O trabalho com organismos tao resistentes abriu-nos

um leque de possibilidades e novas habilidades.

A técnica de purificagdo in vivo com recuperacdo apdés 1 hora podera ser

utilizada em outros isolados, sobretudo ambientais, que apresentem contaminacao.

A infeccado experimental, embora valida para a demonstragdo da patogenia
dos micro-organismos aqui estudados, é bastante onerosa. A dificuldade do trabalho
com modelos experimentais deve ser considerada, uma vez que envolve
manipulagdo de animais, dominio da técnica de disseccdo para a retirada dos
orgaos de modo intacto, habilidade com técnicas histolégicas, sacrificio de grande
quantidade de animais, longo periodo de observagdo quanto a mudangas
fisiologicas nos modelos estudados, manutengcédo da alimentagédo e despesas com o

alojamento dos animais, o que torna este tipo de estudo um grande desafio.

Mudancas no protocolo, como variagcbes no periodo de observacgao,
aprimoramento da inoculagdo pela via intracerebral com exposicdo da calota
craniana e utilizacdo de outras ferramentas para a recuperagao podem potencializar

0 encontro de isolados patogénicos.

Em relagdo a genotipagem, as andlises de sequéncias poderao ser uteis na

classificagao dos isolados que apresentaram genétipo nao definido.

Por fim, ficamos com a certeza da necessidade de avangar no presente
estudo para que, se ndo pudermos desvendar todos os mistérios envolvidos na
patogenia dessas amebas, possamos ao menos conhecé-los em maior

profundidade.
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ABSTRACT

Species of Acanthamoeba can cause keratitis and brain infections. The
characterization of environmental isolates is necessary to analyze the risk of human
infection. We aimed at identifying and genotyping Acanthamoeba isolates from soill,
swimming pools, and water features in Brasilia, Federal District, Brazil, as well as
determining their physiological characteristics and pathogenic potential. Among the
18 isolates studied, eight were similar to genotype T5, five to T4, and one to T2/T6,
classified by the sequence analysis of 18S rDNA. Genotypes of four isolates were not
determined. Ten isolates (55%) grew at 37°C and seven (39%) grew in media with
1.5 M mannitol, which are the physiological parameters associated with pathogenic
Acanthamoeba; also, four isolates from swimming pools presented high pathogenic
potential. Our results indicate a widespread distribution of potentially pathogenic
Acanthamoeba T4, T5, and T2/T6 in different environmental sources in Brasilia,

revealing the potential risk of human infection and the need of preventive measures.

Keywords: Acanthamoeba; soil; swimming pool; water feature; genotypes.
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1. Introduction

Free-living amoebae (FLA) are ubiquitous and sometimes opportunistic
protozoans found in humid soil, aquatic habitats, and atmosphere. Naegleria,
Acanthamoeba, Balamuthia, and Sappinia are the genera that include species of
greatest public health importance (Visvesvara et al., 2007). FLA are thermotolerant,
resistant to extreme temperature and pH conditions, as well as to chlorine and other
disinfection media. Most environmental studies on the subject have focused on
pathogenic FLA species, taxonomic and pathogenic markers, geographic distribution,
ecology and transmission dynamics. Some species of Acanthamoeba can cause
keratitis (generally associated with the use of contact lenses) or brain infections
(exclusively in immunocompromised people), conditions that have great impact on
human health (Khan, 2006; Marciano-Cabral and Cabral 2003; Pens et al., 2008).

Page (1976) classified many species of FLA from soil and water using keys
related to morphological aspects. Afterwards, Pussard and Pons (1977) created three
groups of species belonging to Acanthamoeba genus based on cyst morphology and
size. Nowadays, polymerase chain reaction (PCR) and sequence analysis are used
to identify Acanthamoeba species and their genotypes (Booton et al., 2005; Caumo
et al., 2009; Caumo and Rott, 2011; Gianinazzi et al., 2009; Khan, 2006; Khan et al.,
2001; Magliano et al., 2009; Rocha-Azevedo and Silva-Filho, 2007; Schroeder et al.,
2001; Visvesvara et al., 2010).The genus Acanthamoeba has been currently
classified into 17 different genotypes, T1 to T17, based on 18S r-RNA nucleotide
sequencing (Corsaro and Venditti, 2010; Nuprasert et al., 2010).

Brazilian studies on FLA have provided information on their isolation,
morphology, physiology, genetics, and pathogenicity. Moreover, the list of
environmental and clinical isolates of Acanthamoeba continues growing in Brazil
(Carlesso et al., 2010; Caumo and Rott, 2011; Costa et al., 2010; Magliano et al.,
2009; Magliano et al., 2012; Silva and Rosa, 2003; Teixeira et al., 2009; Winck et al.,
2011). Therefore, the identification and biological characterization of environmental
isolates are fundamental to properly assess the risk of human infection caused by
Acanthamoeba. Thus, in this study, we aimed at identifying and genotyping

Acanthamoeba isolates from soil, swimming pools, and water features in Brasilia,
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Federal District, Brazil, as well as determining their physiological characteristics and

pathogenic potential.

2. Material and methods

2.1. Samples

A total of 18 samples, collected between 2005 and 2011, from different
environmental sources (soil, swimming pools, and water features) and belonging to
the FLA collection of the Laboratory of Parasitology at the Universidade de Brasilia
(UnB) were chosen for this study. The reference strain Acanthamoeba polyphaga
(ATCC 30461), used as positive control, was maintained without shaking in YAS
medium [0.1 g yeast extract (Himedia, HiMedia Laboratories Pvt Ltd., Mumbai, India)
in 1000 mL Page’s amoeba saline] at 30°C and non-nutrient agar (MERSE, Sao
Paulo, SP, Brazil) covered with NA22 Escherichia coli inactivated by heat (Tsvetkova
et al., 2004).

2.2. Isolation and growth of Acanthamoeba

Soil samples (UnB11 and UnB13) were directly taken from one of the gardens of
the UnB, by scraping the soil with the edge of a dry sterilized microscope slide. The
samples were placed in the middle of a plate containing non-nutrient agar covered
with E. coli inactivated by heat, sealed with Parafilm (Pechiney Plastic Packaging,
Chicago, IL, USA), incubated at 25°C, and observed daily to evaluate Acanthamoeba

growth.

The soil samples were maintained in the laboratory by periodically (48-h
intervals) cutting out a small piece of agar containing trophozoites and cysts and

transplanting it onto a fresh agar plate coated with bacteria (Visvesvara et al., 2007).

Water samples (500 mL) were collected from public swimming pools in the
Federal District (UnB3, IP1S1, P3, P4, P6, P7, P9) and from water features of
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governmental buildings in Brasilia (A1, A3, A4, A6, A8, A9, A10, A13, A16) directly in
flasks which were immediately sealed. We also collected samples of these sources
rubbing sterile cotton swaps on the walls of swimming pools and water features and
placing them individually into test tubes, containing 10 mL solution of sterile saline
and distilled water, which were immediately sealed. Under aseptic conditions, in a
laminar air flow hood, the samples were transferred to cups of sedimentation. After
24 h, 1 mL of each sample sediment was transferred to plates containing 1.5% non-
nutrient agar in duplicates, covered by an overlay of inactivated E. coli, sealed,
incubated at 25°C, and observed daily to evaluate Acanthamoeba growth. These

cultures were maintained as described for the soil samples.

Following isolation, Acanthamoeba isolates grew axenically as previously
described by Khan et al. (2001). Briefly, non-nutrient agar containing Acanthamoeba
cysts was inoculated on non-nutrient agar plates seeded with E. coli. Once the cysts
transformed into trophozoites, the plates were washed with sterile saline solution, the
cell pellet was centrifuged (252x g for 15 min), and the supernatant was discarded for
three consecutive times. The sediment was inoculated into YAS medium and
incubated at 30°C.

2.3. Morphological characterization

Cysts were harvested from culture plates by washing them with sterile saline
solution (2 mL) in a laminar air flow hood and prepared for observation between a
slide and a cover slip in a light optical microscope (DMLB, Leica Microsystems

Wetzlar GmbH, Wetzlar, Germany), at 1000x magnification.

The morphological characteristics of the trophozoites and cysts were analyzed
following the descriptions given by Page (1976). We measured 100 cysts using an
ocular micrometer scale under a light optical microscope. Acanthamoeba isolates
were classified according to the three known groups (I, Il, and Ill) based on cyst size
and shape (Khan, 2006; Pussard and Pons, 1977; Visvesvara et al., 2007).
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2.4. Tolerance assays

The tolerance assays were performed in triplicate for each isolate with A.
polyphaga (ATCC 30461), which was used as the reference for pathogenic behavior.
The diameter of the inoculum was measured at the time of inoculation and the size of
the clearing zones, which indicate bacterial consumption in the agar surface, was
measured after 120 h. The presence and absence of a clear zone in each plate were

scored as positive (+) and negative (-), respectively (Winck et al., 2011).

2.4.1. Osmotolerance

In order to investigate the effect of osmolarity on the growth of Acanthamoeba
trophozoites of each isolate, plates containing non-nutrient agar incorporated with 0.5
M, 1.0 M, and 1.5 M mannitol (Vetec Quimica Fina Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brazil)
or without the saccharide (negative control) were previously covered with living E. coli
and incubated at 37°C for 24 h to allow bacteria growth (Khan et al., 2001). Then, 10°
trophozoites cultured in YAS medium were inoculated in the plates described above,

incubated at 30°C for 120 h, and their growth was evaluated.

2.4.2. Thermotolerance

We prepared plates with non-nutrient agar covered with living E. coli previously
incubated at 37°C for 24 h to allow bacterial growth (Khan et al., 2001). After that, 10°
trophozoites taken from the isolates cultured in YAS medium were inoculated on the
plates and incubated at 30°C and 37°C for 120 h. The growth of isolates of the genus
Acanthamoeba at high temperature as a parameter of pathogenicity was assessed at

the end of these incubation periods as described for the osmotolerance assay.
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2.5. Molecular identification of Acanthamoeba isolates

Total DNA was extracted from each isolate (containing 10* trophozoites) using
DNeasy kit (Qiagen,Valencia, CA, USA), following the manufacturer’s protocol.

DNA was subjected to PCR aiming at the specific recognition of 18S rDNA from
amoeba of the genus Acanthamoeba using the primers JDP1 (5’-GGC CCA GAT
CGT TTA CCG TGA A-3’) and JDP2 (5-TCT CAC AAG CTG CTA GGG GAG TCA-
3’), described by Schroeder et al. (2001). Amplifications were carried out in a 50 uL
volume containing 20—-50 ng DNA, 0.2 mM dNTPs mix (GE Healthcare,
Buckinghamshire, England UK), 0.4 uM of each oligonucleotide, reaction buffer (50
mM KCl,, 10 mM Tris—HCI), 1.5 mM magnesium chloride, and 2 U Platinum Taq DNA
Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A DNA thermal cycler (My Cycler Bio-
Rad, Foster City, CA, USA) was used for 30 cycles as follows: 94°C for 1 min, 67°C
for 1 min, 72°C for 1 min, and 72°C for 5 min. In control experiments, each PCR was
conducted with a template DNA-free blank and DNA from a reference strain A.
polyphaga (ATCC 30461). An aliquot of 10 pL from each PCR reaction was
subjected to a 1% agarose gel electrophoresis, stained with 0.1 yM/mL ethidium
bromide, and observed under a UV-light transilluminator. A 1 kb ladder plus
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) was used as a DNA size marker. Subsequently, the
PCR product was purified using the GFX kit lllustra® DNA and PCR® Gel Band (GE
Healthcare Buckinghamshire, England, UK).

For DNA sequencing, 1 uL of PCR (60-100 ng) purified product was sequenced
using a BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems kit, Foster
City, CA, USA), employing the same PCR primers, at Genomic (Sao Paulo, SP,
Brazil).

The nuclear 18S rDNA sequences of environmental isolates were compared with
sequences of different Acanthamoeba species published (GenBank), using the Basic
Local Alignment Search Tool (BLASTn) program of the US National Center for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), to search for the
most similar sequences in order to classify our Acanthamoeba isolates into the
different genotypes. The 18S rRNA gene sequences of the 18 Acanthamoeba
isolates determined in this study were deposited in the GenBank database
(JF960525 and JQ268232 to JQ268248).
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2.6. Statistical analysis

Variations in the diameter of the cysts and growth at different osmolarities and
temperatures among isolates were analyzed using the Kruskal-Wallis H test (alpha =
0.01), performed with Statistica 6.0 software (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).

3. Results

3.1. Morphological characterization

Morphological characterization of isolates revealed Acanthamoeba cyst
structures such as nuclei, ectocyst (external cyst wall), endocyst, and arm extensions
(internal cyst wall). Also, trophozoites showed numerous acanthopodia, slow poly-
directional movement, and vacuole forming. The mean diameter of the cysts ranged
from 10.6 um to 16.4 um (Table 1) and we scored statistically significant differences
among the 18 isolates (Kruskal-Wallis H17, 1800 = 554.6; P < 0.01). We detected
wrinkled endocysts in nine isolates (UnB11, UnB13 — soil; UnB3, IP1S1, P4 —
swimming pools; A3, A6, A13, A16 — water features) that were therefore classified in
group Il. As the other nine isolates (P3, P6, P7, P9 — swimming pools; A1, A4, A8,

A9, A10 — water features) showed round endocysts, they were classified in group II.

3.2. Osmolarity and temperature tolerance assays

Among the 18 isolates analyzed, 55% grew at high temperature (37°C) and 39%
at high osmolarity (1.5 M mannitol); five isolates collected from swimming pools, four
from water features, and one from soil grew at the highest temperature; five isolates
collected from swimming pools, one from water feature, and one from soil grew at the
highest osmolarity; four isolates collected from swimming pools (UnB3, IP1S1, P6,

P7) presented osmo and thermotolerance.



Table 1

Genotypic, morphometric, and physiological characterization of Acanthamoeba isolates from different sources in Brasilia, Federal

District, Brazil.

99

Isolate  Source® GenBank Genotype Reference Cyst Tolerance assays®
accession sequence® diameter
no. GenBank Identity (Mm; Osmotolerance Thermotolerance
accession (%) mean+SD)° (M mannitol) (°C)

no. 0.5 1.0 1.5 30 37
UNB11 S JF960525 T4 DQO087298 99 11.0+1.6 - - - + +
UNB13 S JQ268234 ND ND ND 11.9+1.4 + + + + -
UNB 3 SP JQ268232 T4 EU934064 100 10.6+1.1 - + + + +
IP1S1 SP JQ268233 T4 u07408 99 13.0+1.6 + + + + +
P3 SP JQ268235 T5 AB525818 99 13.0+3.0 - + + - -
P4 SP JQ268236 T4 EF554328 99 13.912.4 - + - + -
P6 SP JQ268237 T5 AB525818 99 14.61£2.3 - - + - +
P7 SP JQ268238 T5 AB525832 100 12.712.1 - - + - +
P9 SP JQ268239 T5 AB525818 95 11.3£2.0 + - - - +
A1 WF JQ268240 T5 AB525832 97 11.2+2.2 - - - — —
A3 WF JQ268241 T2/T6  AY026244 97 11.0£2.0 - - - - -
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Table 1
Genotypic, morphometric, and physiological characterization of Acanthamoeba isolates from different sources in Brasilia, Federal

District, Brazil.

Isolate  Source® GenBank Genotype Reference Cyst Tolerance assays®
accession sequence® diameter
no. GenBank Identity (Mm; Osmotolerance Thermotolerance
accession (%) mean+SD)° (M mannitol) (°C)

no. 0.5 1.0 1.5 30 37
A4 WF JQ268242 T5 AB525818 99 12.712.4 + + + + -
A6 WF JQ268243 T4 HQ450394 99 11.01£1.7 - - - - -
A8 WF JQ268244 T5 AB525818 99 11.31£1.7 - — — - +
A9 WF JQ268245 ND ND ND 11.1+£2.0 - - — + -
A10 WF JQ268246 T5 AB525832 97 16.4+3.5 - - - + +
A13 WF JQ268247 T4 ND ND 11.2+2.0 + - - + +
A16 WF JQ268248 T5 ND ND 13.812.5 + - - - +
ATCC® K AY 026243 T4 AY026243 100 15.7+3.0 + + - - +

@ 'S: soil; SP: swimming pool; WF: water feature; K: keratitis.

® Percentage of identity and access number comparing the sequences of isolates of this study to GenBank; ND: genus Acanthamoeba, but genotype not
determined.

°100 cysts measured.

44 presence of a clear zone; —: absence of a clear zone (see Material and methods).

¢ ATCC: Acanthamoeba polyphaga ATCC 30461.
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A significant difference was observed regarding the size of the growth ring of the
isolates incubated at 1.5 M mannitol (Kruskal-Wallis Hq7 54 = 46.2, P < 0.01) and at
37°C (Kruskal-Wallis H47 55 = 45.5; P < 0.01). At 1.5 M mannitol, isolates UnB13
(soil) and IP1S1 (swimming pool) presented the highest growth, whereas at 37°C,
isolates A10 (water feature), IP1S1, and UnB3 (swimming pool) exhibited the highest
growth rate (Table 1).

3.3. Molecular identification

PCR analyses of the samples were performed at different times to amplify
ASA.S1 (approximately 400 bp) from environmental isolates and ATCC 30461. Only
the positive ones, with their respective bands, were selected and grouped into a

single picture to allow comparative assessment (Fig. 1).

Fig. 1. PCR analysis of different Acanthamoeba environmental isolates collected in

Brasilia, Federal District, Brazil. M: molecular size marker (1kb ladder plus); 1:
negative control; 2: reference strain Acanthamoeba polyphaga (ATCC 30461); 3:
UnB11 (soil); 4: UnB13 (soil); 5: UnB3 (swimming pool); 6: IP1S1 (swimming pool); 7:
P3 (swimming pool); 8: P4 (swimming pool); 9: P6 (swimming pool); 10: P7
(swimming pool); 11: P9 (swimming pool); 12: A1 (water feature); 13: A3 (water
feature); 14: A4 (water feature); 15: A6 (water feature); 16: A8 (water feature); 17: A9
(water feature); 18: A10 (water feature); 19: A13 (water feature); 20: A16 (water

feature).
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The sequence analyses characterized the new isolates as similar to genotypes
T4, T5, and T2/T6. Among the 18 isolates analyzed, eight had correspondence with
available sequences of genotype T5, presenting identity ranging from 95% to 100%;
five isolates were related to the reference sequences of T4 genotype, with 99% to
100% identity; and one isolate revealed close identity (97%) to T2/T6 lineage; the
remaining four isolates only exhibited a sequence pattern corresponding to the genus
Acanthamoeba (Table 1).

4. Discussion

To the best of our knowledge, this is the first study of occurrence of
Acanthamoeba similar to T4, T5, and T2/T6 genotypes in soil and water samples
from Brasilia, Federal District, Brazil. The presence of potential pathogenic
Acanthamoeba in soils, swimming pools, and water features can be explained by the
high resistance of cysts to the environmental conditions and disinfection systems
used in swimming pools. We encountered stellate and round endocysts and the
isolates were characterized, based on cyst features, in groups Il and lll, respectively,
according to the classification created by Pussard and Pons (1977). The species
belonging to these groups are morphologically very similar and frequently associated
with human infections, especially encephalitis and keratitis (Caumo et al., 2009).
Group Il also contains Acanthamoeba species most commonly isolated from the
environment (Kong, 2009; Stothard et al., 1998).

The significant morphological variation in cyst diameter and shape among the 18
isolates studied corroborates the fact that the identification of Acanthamoeba species
based only on morphological features is problematic, as observed in other studies
(Gianinazzi et al., 2009; Khan et al., 2001; Visvesvara et al., 2007). Moreover, as
described previously, culture media and in vitro procedures can modify the

morphology of isolates from the same species (Stothard et al., 1998).

Acanthamoeba ability to grow under high osmotic stress and/or high
temperatures can be related to virulence, as previously shown (Khan et al., 2001;
Khan and Tareen, 2003; Lorenzo-Morales et al., 2005; Winck et al., 2011). We
consider that the isolates that grew at 1.5 M mannitol and at 37°C (UnB3, IP1S1, P6,
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P7) have pathogenic potential, two similar to genotype T4 (UnB3 and IP1S1) and the
other two (P6 and P7) to genotype T5. All these isolates were collected from public
swimming pools, representing a risk factor to the population exposed. Regarding the
reference strain chosen in our study (the known pathogenic ATCC 30461), no growth
was observed at 1.5 M mannitol, what could be expected according to Magliano et al.
(2009), who showed the negative effect of this saccharide on trophozoite growth in a
concentration-dependent manner. However, ATCC 30461 grew at 1.0 M mannitol, an
exclusive behavior and a hallmark of pathogenic strains (Khan et al., 2001; Khan et
al., 2002).

All the isolates in this study exhibited morphological features of the genus
Acanthamoeba, confirmed by means of PCR. Five isolates were characterized as
similar to genotype T4 due to their strict correspondence to the reference sequences
of this genotype (the identity between the obtained sequences and the ones chosen
as reference ranged from 99% to 100%). Accumulating sequence data indicate that
the vast majority of environmental, keratitis, and nonkeratitis Acanthamoeba isolates
belong to genotype T4 (Booton et al., 2005; Khan, 2006; Magliano et al., 2009).
Some authors suggest that genotype T4 should be referred to as A. castellanii
species complex until future higher-resolution analyses enable a more accurate
differentiation amongst the morphologically described species within this genotype
(Booton et al., 2005; Corsaro and Venditti, 2010; Kong, 2009). In our case, however,
isolates similar to genotype TS was the most prevalent in swimming pools and water
features, a fact also observed by Caumo and Rott (2011), who encountered a higher

prevalence of TS5 among Acanthamoeba isolated from water.

Genotype T5 has been detected in human mucosa without amoebic infection and
related with better resistance to multipurpose contact lens cleaning solutions when
compared with T4. It has also been described in cases of keratitis (Ledee et al.,
2009). The exposure of contact lens wearers, as well as people with corneal micro

traumas, to swimming pools represents a risk factor for keratitis.

Swimming pool isolate UnB3 showed 99% identity with available T4 sequence
EU934064 from an Iranian soil sample, which was reported by Niyyati et al. (2009) as
an important factor in the causation of Acanthamoeba keratitis in contact lens
wearers. The authors also described a high prevalence of T4 genotype in soll

sources.



104

Soil isolate UnB11, which is similar to genotype T4, showed high homology
(99%) with a pathogenic Acanthamoeba sp. strain isolated from an ocular infection
(GenBank DQO087298) (Yera et al., 2007).

In Austria, a 25-month-old boy living in a rural area presented hemiparesis as a
consequence of brain abscesses caused by Acanthamoeba, diagnosed using PCR.
Further specification revealed Acanthamoeba group Il, which contains genotype T4,
recognized as the predominant type that causes granulomatous amebic encephalitis
(GAE) in humans (Maritschnegg et al., 2011).

Pathogenic species of Acanthamoeba are able to grow under high osmotic
pressure; therefore, mannitol is an inhibitor of non-pathogenic amoebae at high
temperatures, such as inside the human body (Khan et al., 2001). In Brazil, Carlesso
et al. (2010) observed growth in four out of 10 hospital dust isolates at high
osmolarity (1M mannitol) and all their samples grew at 37°C. In Turkey, Kilic et al.
(2004) detected growth in 12 out of 18 environmental isolates at high osmolarity and

high temperature.

Recently, Magliano et al. (2009) demonstrated high identity of an Acanthamoeba
isolate from tap water in Sdo Paulo, Brazil, and A. polyphaga ATCC 30461.
Moreover, isolates of A. polyphaga have different morphological and physiological
features (growth in PYG medium, cytopathic effect in cultured cells, number of
acanthopodia, presence of locomotory structures, plastic adherence, and collagen

invasion) as demonstrated by Rocha-Azevedo and Silva-Filho (2007).

A. polyphaga was isolated for the first time in Texas (USA) from a patient with
keratitis (Visvesvara et al., 2007). Although A. polyphaga belongs to the A. castellanii
complex, the trophozoites had a higher number of acanthopodia than A. castellanii in
tests of interaction with hamster corneal epithelial cells (Omana-Molina et al., 2004).
Some strains of A. polyphaga are also able to destroy corneal epithelial cells after 12
h in culture, as well as human osteoblasts (Khan and Tareen, 2003; Rocha-Azevedo
et al., 20006).

Our isolate A3 (water surface) revealed close identity (97%) to the reference
strain A. polyphaga ATCC 30872, an environmental isolate traditionally classified in
genotype T4 (Alves et al., 2000). Corsaro and Venditti (2010) have recently
presented genetic and phylogenetic data supporting that A. polyphaga ATCC 30872
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showed similarities with both T2 and T6 genotypes and proposed to remove the word
“polyphaga” from its name and reclassify it as a distinct clade within the T2/T6

lineage.

Additionally, strains belonging to T2 genotype have recently been associated with
human cases of keratitis and encephalitis (Maghsood et al., 2005; Walochnik et al.,
2008). Genotype T6 has been associated with cases of keratitis, including the
expression of a serine proteinase gene in a highly pathogenic keratitis isolate
(Blaschitz et al., 2006; Visvesvara et al., 2007). Nevertheless, other pathogenicity
assays are necessary to assess the pathogenic potential of our isolate A3, since no

growth at high temperature and osmolarity was observed.

In conclusion, we found potentially pathogenic Acanthamoeba in different
environments (soil, swimming pools, and water features) in Brasilia, Federal District,
Brazil. This result reveals the potential risk of human infection and the need of
preventive measures. Experimental infections of Acanthamoeba isolated in our study
in murine models are necessary to fully determine their pathogenicity in order to

evaluate the risks they pose in Brasilia, Brazil.
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