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RESUMO

Espécies de Acanthamoeba estdo entre as amebas de vida livre mais
prevalentes no ambiente. Seu estudo tem importancia médica e ambiental,
pois além de Acanthamoeba spp. apresentarem a capacidade de causar
infeccbes graves, elas também tém a habilidade de abrigar
microrganismos em seu interior. Essa caracteristica é relevante, visto que
microrganismos potencialmente patogénicos podem estar presentes no
interior amebiano, recebendo protecdo da acdo de agentes externos. Neste
contexto, o presente estudo teve como objetivo caracterizar
Acanthamoeba spp. isoladas de amostras de poeira de aparelhos de ar-
condicionado de um hospital publico de Floriandpolis, Santa Catarina,
Brasil, bem como investigar microrganismos resistentes as amebas
(MRASs) nos isolados de Acanthamoeba spp. Foram incluidos neste
estudo, 39 isolados de diferentes ambientes hospitalares. A extracdo do
DNA total dos isolados de Acanthamoeba spp. foi realizada a partir das
culturas axénicas. O DNA amebiano foi submetido a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando iniciadores género-especifico e o fragmento
obtido foi sequenciado para determinacdo dos genotipos. A determinacédo
do potencial patogénico dos isolados foi feita através de ensaios de
osmotolerdncia e termotolerdncia. Iniciadores especificos foram
utilizados para PCR, visando avaliar a presenca de Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas spp., Staphylococcus aureus e Legionella
spp. como MRAs. Todos os isolados caracterizados previamente por
morfologia como pertencentes ao género Acanthamoeba foram
confirmados através da técnica de PCR, com a amplificacdo de um
fragmento de aproximadamente 500 pb. A analise das sequéncias obtidas
permitiu classificar os isolados em trés genotipos: T4, T5 e T11. Além
disso, 7 (18%) dos isolados foram classificados como patogénicos em
testes fenotipicos, 27 (69,2%) com patogenicidade intermediaria e 5
(12,8%) como nao-patogénicos. O estudo de MRAs revelou a presenca
de Kilebsiella pneumoniae em 5 (12,8%) isolados amebianos,
Pseudomonas spp. em todos os isolados amebianos, Legionella spp. em
26 (66,7%) isolados amebianos e Staphylococcus aureus em 7 (18%) dos
39 isolados amebianos. Considerando que todos os isolados amebianos
apresentaram MRAs de importancia em infeccdes relacionadas a
assisténcia a satde, os dados corroboram para o estudo de Acanthamoeba
como um importante biomarcador da qualidade do ar em ambientes
hospitalares. Os resultados obtidos no presente estudo merecem atencéo,



pois as amebas presentes nos aparelhos de ar condicionado podem estar
servindo como possiveis fontes de infecgdes em ambiente hospitalar.

Palavras-chave: Acanthamoeba spp.; Microrganismos resistentes as
amebas; ambientes hospitalares.



ABSTRACT

Acanthamoeba species are among the most prevalent free-living amoebae
in the environment. Its study has medical and environmental importance,
because besides Acanthamoeba spp. present the ability to cause serious
infections, they also have the ability to harbor microorganisms within
them. This feature is relevant, since potentially pathogenic
microorganisms may be present in the amoebic interior, receiving
protection from the action of external agents. In this context, the present
study aimed to characterize Acanthamoeba spp. isolated from dust
samples of air conditioners from a public hospital in Florianopolis, Santa
Catarina, Brazil, as well as to investigate amoeba-resistant
microorganisms (ARMS) in the isolates of Acanthamoeba spp. This study
included 39 isolates from different hospital environments. The extraction
of total DNA from the isolates of Acanthamoeba spp. was carried out
from the axenic cultures. Amoebic DNA was subjected to polymerase
chain reaction (PCR) using genus-specific primers and the obtained
fragment was sequenced for genotype determination. The determination
of the pathogenic potential of the isolates was done through
osmotolerance and thermotolerance tests. Specific primers were used for
PCR to evaluate the presence of Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
spp., Staphylococcus aureus and Legionella spp. as ARMs. All isolates
previously characterized by morphology as belonging to the genus
Acanthamoeba were confirmed by the PCR technique with the
amplification of a fragment of approximately 500 bp. The analysis of the
sequences obtained allowed to classify the isolates into three genotypes:
T4, T5 and T11. In addition, 7 (18%) of the isolates were classified as
pathogenic in phenotypic tests, 27 (69.2%) with intermediate
pathogenicity and 5 (12.8%) as non-pathogenic. The study of ARMs
revealed the presence of Klebsiella pneumoniae in 5 (12.8%) amoebic
isolates, Pseudomonas spp. in all amoebic isolates, Legionella spp. in 26
(66.7%) amoebic isolates and Staphylococcus aureus in 7 (18%) of 39
amoebic isolates. Considering that all amebic isolates presented important
microorganisms in infections related to health care, the data corroborate
for the study of Acanthamoeba as an important biomarker of air quality
in hospital environments. The results obtained in the present study
deserve attention, since the amoebas present in the air conditioners may
be serving as possible sources of infections in a hospital environment.



Keywords: Acanthamoeba spp.; amoeba-resistant microorganisms;
hospital environments.
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1. INTRODUCAO

Amebas de vida livre (AVL) sdo protozoarios amplamente
dispersos na natureza, isoladas de uma variedade de ambientes naturais e
antropogénicos, como agua, solo, estojos de lentes de contato, aparelhos
de ar condicionado, entre outros (THOMAS et al., 2010). Dentre as AVL,
0 género Acanthamoeba vem ganhando destaque nos ultimos anos,
devido ao aumento do nimero de casos de infecgdes relacionadas a este
protozoario, principalmente ceratite amebiana e encefalite amebiana
granulomatosa (SIDDIQUI; KHAN, 2012), bem como por sua
importancia ambiental relacionada a sua interagdo com outros
microrganismos (CATEAU et al., 2014). Espécies de Acanthamoeba
apresentam dois estagios em seu ciclo de vida, o de trofozoito, forma
metabolicamente ativa e infectiva. E a forma de cisto, estagio de
dorméncia, o qual é altamente resistente a condi¢cBes adversas como
deplecdo de nutrientes, mudangas de temperatura, pH e osmolaridade
(DA ROCHA-AZEVEDO; TANOWITZ; MARCIANO-CABRAL,
2009).

Na natureza, trofozoitos de Acanthamoeba spp. alimentam-se
principalmente de bactérias, fungos e algas por fagocitose (TRABELSI et
al., 2012). Normalmente durante esse processo, microrganismos como
bactérias e fungos sofrem digestdo no interior de fagolisossomas
amebianos (KEBBI-BEGHDADI; GREUB, 2014). Entretanto, alguns
microrganismos evoluiram e se tornaram resistentes a esses protozoarios,
sendo internalizados pelas amebas, tornando-se capazes de sobreviver e
em muitos casos, a se multiplicar no interior amebiano até serem
novamente liberados para o exterior, por lise desse protozoario ou por
meio de vesiculas (GREUB; RAOULT, 2004). Esses microrganismos sao
chamados  microrganismos  resistentes as amebas (MRAS)
(GUIMARAES et al., 2016). Varias bactérias, fungos, protozoarios e
virus patogénicos ja foram descritos como MRAs (BALCZUN; SCHEID,
2017).

Para os MRAs, o interior amebiano é um ambiente favoravel, pois
esses microrganismos sdo protegidos mais facilmente da acdo de
antimicrobianos e de substancias biocidas, em especial quando as amebas
estdo encistadas. Dessa forma, as amebas funcionam como reservatorio e
veiculo destes MRAS, permitindo a persisténcia e distribui¢do desses no
ambiente. Por esse motivo, Acanthamoeba é também conhecida como o
“Cavalo de Tro6ia” do mundo microbiano (SCHEID, 2014; GUIMARAES
etal., 2016).
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Surtos de infecgdes em ambientes hospitalares tém sido associados
a sistemas de condicionamento de ar contaminados por bactérias.
Algumas dessas bactérias ja foram descritas como MRAs (HAUPT et al.,
2012; DECKER; PALMORE, 2013). Além disso, isolados de
Acanthamoeba contendo bactérias em seu interior ja foram obtidos de
aparelhos de ar condicionado (MASCHIO; CORCAOQ; ROTT, 2015).
Sabe-se que o controle da qualidade do ar interno desempenha um papel
importante na prevencdo de infecgbes em ambientes hospitalares
(LEUNG; CHAN, 2006). Entretanto, a troca do ar nesses ambientes nem
sempre ocorre de forma satisfatoria, favorecendo o desenvolvimento de
microrganismos (GRAUDENZ; DANTAS et al.,, 2007). Devido a
natureza oportunista de Acanthamoeba spp. e seu possivel papel como
reservatério de patdgenos, sugere-se que estas podem servir como
biomarcador de qualidade do ar interno (CHAN et al., 2011; OOl et al.,
2017).

Neste contexto, questiona-se se isolados de Acanthamoeba obtidos
de poeira de aparelhos ar condicionados de diferentes ambientes de um
hospital poderiam estar carreando bactérias potencialmente patogénicas
como Klebsiella pneumoniae, Legionella spp. Pseudomonas spp. e
Staphylococcus aureus em seu interior. Sabendo que a caracterizacao
genotipica e do potencial patogénico dos isolados amebianos tem rela¢do
com uma maior capacidade de adaptacdo a vida parasitéria e nesse sentido
com a capacidade de causar doenca em humanos, questiona-se a qual
genotipo esses isolados acantamebianos pertencem e qual seria a
patogenicidade dos mesmos.

Sabendo que Acanthamoeba spp. podem hospedar uma
diversidade de microrganismos patogénicos em seu interior e que
aparelhos de ar condicionado servem como um habitat favoravel para o
desenvolvimentos de amebas e  MRAs, considera-se
epidemiologicamente importante o estudo da presenca de Acanthamoeba
spp. e da diversidade microbiana carreada por estas em ambientes
hospitalares, uma vez que sdo possiveis focos de infeccOes relacionadas
a assisténcia a salde e de transmissdo de patdgenos oportunistas, pois
nestes locais as pessoas estdo mais debilitadas e suscetiveis as infecgdes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AMEBAS DE VIDA LIVRE

As amebas de vida livre (AVL) sdo protozoarios amplamente
dispersos na natureza, encontrados em ambientes naturais e
antropogénicos (SCHUSTER; VISVESVARA, 2004). Estas amebas ja
foram isoladas de diversas fontes, tais como: rios (NIYYATI etal., 2012),
lagos (ONICHANDRAN et al., 2013), oceanos (LI1U et al., 2006), esgotos
(LASS et al., 2017), piscinas (CAUMO; ROTT, 2011), 4gua de torneira
(MARCIANO-CABRAL; JAMERSON; KANESHIRO, 2010), agua
engarrafada (MASCHIO et al., 2014), estojos e soluges de limpeza de
lentes de contato (GOMES et al., 2016), solos (REYES-BATLLE et al.,
2016), poeira (NIYYATI et al., 2009), sistemas de ar condicionado
(CHAN et al., 2011), unidades dentais e de didlise (HASSAN et al.,
2012), dentre outros. Possuem caréater anfizéico, pois sdo capazes de viver
livremente no ambiente, como também acometer o homem e outros
animais causando infecgdes (CASTRILLON; OROZCO, 2013).

As espécies de AVL consideradas patogénicas sao: Acanthamoeba
spp., Balamuthia mandrillaris, Naegleria fowleri e Sappinia pedata
(VISVESVARA, 2013). O género Acanthamoeba inclui espécies que
estdo associadas principalmente a infecgdes de cornea e encefalites, mas
também podem causar ulceragdes na pele, sinusites e acometer outros
6rgdos, como pulmdes e rins (MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003).
B. mandrillaris esté associada a casos de infec¢Bes cutaneas e encefalites,
sendo esta Gltima muito semelhante a encefalite causada por
Acanthamoeba spp. (TRABELSI et al., 2012). N. fowleri é o agente
etiolégico da meningoencefalite amebiana primaria, uma infeccdo
extremamente letal, caracterizada como doenca aguda e fulminante
(SIDDIQUI et al., 2016). S. pedata foi descrita como 0 agente de um caso
de encefalite, relatado em um individuo imunocompetente no estado do
Texas, Estados Unidos (GELMAN et al., 2001).

As infec¢des causadas por Acanthamoeba spp. e B. mandrillaris
atingem individuos imunocomprometidos e imunocompetentes,
dependendo do sitio de infeccdo. Em contrapartida, N. fowleri atinge
individuos imunocompetentes, principalmente criangas e jovens adultos,
levando frequentemente a morte (VISVESVARA; MOURA,;
SCHUSTER, 2007).

Nos dltimos anos, o estudo do género Acanthamoeba ganhou
destaque na comunidade cientifica, devido ao aumento do ndmero de
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casos de infec¢des ocasionadas por este protozoario (SIDDIQUI; KHAN,
2012), bem como pela importancia deste género no ambiente por sua
interagcdo com outros microrganismos (CATEAU et al., 2014; FIESELER
et al., 2014; SALAMEH et al., 2015; BRELAND; BECKMANN, 2016;
NUNES et al., 2016; OMANA-MOLINA et al., 2016).

2.2 O GENERO Acanthamoeba

A primeira descricdo de Acanthamoeba spp. foi feita por Castellani
em 1930, quando isolou este protozoario a partir de uma cultura de
leveduras (SIDDIQUI; KHAN, 2012). Entretanto, as primeiras
evidéncias deste género como possivel agente de infecgdes no homem foi
em 1958, durante a producdo de uma vacina contra a poliomielite
(MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003). A vacina apresentava-se
contaminada por Acanthamoeba spp. e pds-inoculagdo em macacos e
camundongos, acarretou na morte desses animais por encefalite amebiana
(VISVESVARA; MOURA; SCHUSTER, 2007; VISVESVARA, 2013).

Os primeiros relatos de infec¢bes acantamebianas no homem
foram nos anos de 1960 e 1970 e incluem casos de ceratites (LUND;
STEFANI; DECHANT, 1978), encefalites (FOWLER; CARTER, 1965;
JAGER; STAMM, 1972) e ulceracdes de pele (GULLETT et al., 1979).
A partir de entdo, houve um aumento importante no nimero de casos de
infeccOes causadas por estas amebas, principalmente em individuos
imunocomprometidos e usuarios de lentes de contato (SIDDIQUI,
KHAN, 2012).

Segundo a classificacdo tradicional de Levine et al. (1980) as
espécies que compdem o género Acanthamoeba pertencem ao Reino
Protista, Subreino Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Classe Lobosea e
Ordem Amoebida. Apesar desta classificacdo continuar em vigor
atualmente, uma nova classificacdo utilizando ferramentas de
ultraestutura e filogenia molecular foi proposta por membros da
Sociedade Internacional de Protozoologia em 2005 e revisada em 2012.
Conforme esta Gltima classificacdo, o género Acanthamoeba encontra-se
no Supergrupo Amoebozoa (ADL et al., 2005, 2012). Em seu ciclo de
vida, esse protozodrio pode ser encontrado sob duas formas: a forma de
trofozoito metabolicamente ativa, capaz de se multiplicar por divisdo
binaria longitudinal, e a de cisto, forma de resisténcia, capaz de sobreviver
a condiges adversas (Figura 1) (TRABELSI et al., 2012).
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Figura 1. Formas evolutivas de Acanthamoeba spp.

Condigoes favoraveis

Condicdes desfavoraveis

a) Trofozoito, forma infectiva, metabolicamente ativa: Nucleo (N), Vactolo
contratil (VC) e Acantopédio (A); b) Cisto, forma de resisténcia do parasito:
Endocisto (EN) e Ectocisto (EC). Barra= 10 um. Fonte: A autora.

A forma de trofozoito caracteriza-se pela presenca de pseuddpodes
delgados, denominados acantopddios, responsaveis por funges
relacionadas & movimentacdo, adesdo e alimentacdo celular
(SANDSTROM,; SAEED, ABD, 2011; LORENZO-MORALES et al.,
2013). Além disso, apresentam em seu citoplasma diversos vacuolos,
como o vacuolo contrétil, responséavel pelo controle osmético da célula e
vactolos digestivos (SIDDIQUI; KHAN, 2012). Os trofozoitos se
alimentam de bactérias e se reproduzem de forma assexuada por divisdo
binaria. Dispdem de um Unico ndcleo, com nucléolo central evidente. O
tamanho do trofozoito pode variar entre 14 e 40 um, dependendo do
gendtipo e da espécie (VISVESVARA, 2013; MAYCOCK;
JAYASWAL, 2016;).

O estégio de cisto é caracterizado por apresentar tamanho que varia
de 10 a 25 um e uma dupla parede. A parede interna é denominada
endocisto e a parede externa ectocisto (Figura 1) (VISVESVARA, 2013).
Também apresentam ostiolos que sé&o pequenos orificios (poros)
utilizados para monitorar condi¢des ambientais, e além disso, possui um
local denominado opérculo, pelo qual o trofozoito presente no interior do
cisto emerge durante o desencistamento (SCHUSTER, 2002;
LORENZO-MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015). O encistamento
ocorre na existéncia de condi¢des adversas como deplegdo de nutrientes,
mudancas de temperatura, pH e osmolaridade. Este processo possibilita
gue a célula amebiana resista a condicfes extremas, tornando-a resistente
a cloracdo, a agentes biocidas, a acdo de antibidticos, dentre outros
(MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003).

Recentemente foi descrita uma espécie de Acanthamoeba
(Acanthamoeba pyriformis) com estagios adicionais em seu ciclo de vida.
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Além dos estagios de trofozoito e cisto conhecidos até 0 momento, essa
espécie possui facultativamente esporos oriundos de corpos frutiferos
(esporocarpos). Essa descoberta abre um questionamento sobre a
presenca de uma possivel fase de frutificacdo no género, o que até entdo
era desconhecida (TICE et al., 2016; CORSARO et al., 2017).

2.3 CLASSIFICACAO Acanthamoeba spp.

2.3.1 Classificacdo morfolégica e molecular

Em 1977, Pussard e Pons sugeriram uma classificacdo para
Acanthamoeba spp. baseada na morfologia dos cistos, dividindo as
espécies descritas até aquele momento em trés grupos (Quadro 1).

Dentre os grupos, o grupo Il se destaca por ser o maior, incluindo
espécies de Acanthamoeba com ampla distribuicdo e comumente
isoladas, bem como a maioria das espécies patogénicas (SCHUSTER,;
VISVESVARA, 2004; KHAN, 2006; CASTRILLON; OROZCO, 2013).

A classificacdo morfoldgica baseada na morfometria dos cistos foi
aceita por outros autores da época. Em 1988, Page, ao elaborar a chave
dicotdmica para identificacdo de amebas de vida livre, incluiu os critérios
propostos por Pussard e Pons (1977) e adicionou caracteristicas de
trofozoitos, como o comportamento destas formas frente a diferentes
temperaturas e tipo de locomog¢do (KHAN, 2006).



Quadro 1. Classificagdo morfolégica de Acanthamoeba spp. segundo critérios de Pussard e Pons (1977)

Grupo

llustracao

Formato Endocisto

Formato Ectocisto

Tamanho do cisto

Espécies incluidas no grupo

D

Estrelado

Liso ou rugoso

>18 pm

Acanthamoeba astronyxis

Acanthamoeba comandoni

Acanthamoeba echinulata
Acanthamoeba pearcei
Acanthamoeba tubiashi

Poligonal,
triangular,
levemente estrelado,
oval ou redondo

Irregular ou rugoso

<18 pm

Acanthamoeba castellanii
Acanthamoeba divionensis
Acanthamoeba griffini
Acanthamoeba hatchetti
Acanthamoeba lugdunensis
Acanthamoeba mauritaniensis
Acanthamoeba paradivionensis
Acanthamoeba polyphaga
Acanthamoeba quina
Acanthamoeba stevensoni
Acanthamoeba rhysodes
Acanthamoeba triangularis

O

Arredondado, nunca
estrelado

Fino, liso ou
ondulado

<18 pm

Acanthamoeba culbertsoni
Acanthamoeba healyi
Acanthamoeba jacobsi
Acanthamoeba lenticulata
Acanthamoeba palestinensis
Acanthamoeba pustulosa
Acanthamoeba royreba

Fonte: A autora. Baseado critérios Pussard e Pons (1977).

1€
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Por muitos anos, o critério morfolégico foi o Gnico utilizado para
classificacdo de Acanthamoeba spp., porém devido a observacao de que
dependendo das condigfes de cultura pode ocorrer variagdo da
morfologia dos cistos, a classificacdo morfoldgica foi considerada
inconsistente (VISVESVARA; MOURA; SCHUSTER, 2007; CHAN et
al., 2011). Com intuito de diminuir esse tipo de interferéncia, atualmente
utiliza-se métodos moleculares associados a classificacdo morfoldgica. A
metodologia mais aceita para classificar Acanthamoeba spp. é baseada
nas sequéncias da subunidade menor do gene 18S rDNA, de modo que 0
género pode ser dividido em gen6tipos. Cada gen6tipo exibe 5% ou mais
de sequéncias divergentes entre os diferentes gendtipos. Algumas
espécies, como por exemplo A. castellanii e A. polyphaga séao
consideradas polifiléticas, pois pertencem a varios genotipos distintos,
enquanto outras como A. lenticulata, sdo caracterizados exclusivamente
como pertencentes ao gen6tipo T5 (STORHARD et al., 1998; KHAN,
2006; CORSARO et al., 2017).

Neste contexto, o estudo do fragmento ASA.S1 (Acanthamoeba
Specific Amplimer S1) do gene 18S rDNA vem sendo amplamente
utilizado nas analises taxondmicas de Acanthamoeba, servindo de
referéncia para identificacdo genotipica de isolados/amostras clinicas e
ambientais deste protozoario (SCHROEDER et al., 2001; TRABELSI et
al., 2012).

Até o presente, 0 género Acanthamoeba é composto por 21
gendtipos (T1 a T21), sendo que o gendtipo T2 é dividido em T2a e T2b,
devido a dissimilaridade existente intragen6tipo de 4,9%, ou seja, muito
préximo do ponto de corte de 5% para estabelecer os diferentes gen6tipos
(MAGHSOOD et al., 2005; TICE et al., 2016; CORSARO et al., 2015,
2017). Os gendtipos relacionados a infecgdes em humanos séo: T1, T2a,
T3,T4,T5,T6,T9, T10, T11, T12, T15e T18 (SIDDIQUI; KHAN, 2012;
QVARNSTROM; NERAD; VISVESVARA, 2013; HAJIALILO et al.,
2016).

A maior parte das infeccOes acantamebianas é causada pelo
genotipo T4, o que pode estar associado a maior viruléncia e menor
suscetibilidade aos antimicrobianos (MAGHSOOD et al., 2005). Além
disso, esse é 0 gendtipo com maior prevaléncia ambiental, sugerindo que
existe uma maior exposicao destas amebas aos hospedeiros suscetiveis, 0
gue poderia justificar a correlacdo do gendtipo T4 a maioria dos casos de
infeccBes acantamebianas (BOOTON et al., 2005; SIDDIQUI; KHAN,
2012).
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2.3.2 Marcadores de patogenicidade

Vaérios fatores estdo envolvidos na patogénese de Acanthamoeba,
entretanto os trés principais sdo: o hospedeiro, a ameba e as condicoes
ambientais onde acontece a interacdo  parasito-hospedeiro.
Resumidamente o processo de patogénese inicia-se com a adesdo
amebiana a célula hospedeira, seguido da secrecéo de proteases celulares
pela ameba resultando na fagocitose e/ou morte da célula hospedeira
(LORENZO-MORALES et al., 2013). Isolados patogénicos de
Acanthamoeba geralmente apresentam maior termotolerancia, taxa de
crescimento, capacidade de adesdo a células hospedeiras e evasdo da
resposta imunolégica (VISVESVARA, MOURA; SCHUSTER, 2007,
LORENZO-MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015).

Estudos relacionados ao potencial patogénico de Acanthamoeba
sdo frequentemente realizados a fim de verificar quais sdo as
caracteristicas bioldgicas intrinsecas de isolados patogénicos que possam
servir como marcadores de patogenicidade. Neste contexto ensaios in vivo
e in vitro sdo utilizados (DA ROCHA-AZEVEDO; SILVA-FILHO et al.,
2007).

Dentre os modelos in vivo para avaliacdo da patogenicidade de
Acanthamoeba é descrito predominantemente o uso de ratos e coelhos
(REN; WU, 2010). No entanto, modelos in vitro tém sido utilizados a fim
de reduzir o uso de animais em pesquisa. Dentre eles podemos citar: a
avaliagdo do efeito citopatico (WALOCHNICK; OBWALLER;
ASPOCK, 2000), da atividade proteolitica (DA ROCHA-AZEVEDO;
SILVA-FILHO et al., 2007) e de parametros fisiologicos (KHAN,
JARROLL, PAGET, 2001).

A avaliagdo da patogenicidade de Acanthamoeba por pardmetros
fisiolégicos é amplamente utilizada pois apresenta menor custo, além de
ser uma metodologia de facil execucdo (KHAN, JARROLL, PAGET,
2001). Pesquisas prévias verificaram que o crescimento de isolados
acantamebianos em temperaturas elevadas (termotolerdncia) e em
condicdes de hiperosmolaridade (osmotolerancia), podem ser utilizados
para diferenciar isolados de Acanthamoeba patogénicos de ndo
patogénicos (KHAN, 2006). Esses ensaios consistem basicamente no uso
de agar ndo nutriente cobertos com uma camada bacteriana (geralmente
Escherichia coli ou Klebsiella aerogenes — que servem de alimento para
as amebas) no qual é inoculado trofozoitos de Acanthamoeba. Posterior
ao tempo de incubacdo é verificado se o isolado foi capaz de se
desenvolver nas condi¢Bes submetidas. No ensaio de osmotolerancia o
agar ndo nutriente é acrescido de manitol e na termotolerancia a



34

temperatura de incubacgdo avaliada é aumentada em comparagdo com o
que é frequentemente utilizado para o crescimento de Acanthamoeba.
Isolados patogénicos sdo capazes de se desenvolver em meio
hiperosmolar e em temperaturas elevadas (KHAN, JARROLL, PAGET,
2001; CAUMO et al., 2009).

Os mecanismos exatos pelos quais um isolado patogénico de
Acanthamoeba se adapta a temperaturas elevadas e a alta osmolaridade
mantendo suas atividades habituais ainda permanecem desconhecidos
(LORENZO-MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015).

2.4 INFECCOES CAUSADAS POR Acanthamoeba spp.

As espécies de Acanthamoeba possuem ampla distribuicdo na
natureza, o que promove o constante contato do homem com este
protozodrio. InfeccBes acantamebianas podem acometer individuos
saudaveis e individuos imunocomprometidos, com maior frequéncia de
casos de ceratite amebiana e encefalite amebiana granulomatosa
(ABDUL MAJID et al., 2017; LASS et al., 2017). Entretanto, infec¢des
acantamebianas podem acometer a pele, pulmdes, rins, figado, pancreas
e outros 6rgaos ( TRABELSI et al., 2012; CHOMICZ et al., 2015).

2.4.1 Ceratite amebiana

A ceratite amebiana € a infeccdo mais comum causada por
Acanthamoeba spp., caracterizada por um intenso processo inflamatorio
da cornea, resultante da infeccdo causada por este protozoario, a qual é
extremamente dolorosa e se ndo tratada precocemente pode levar a
cegueira (TRABELSI et al., 2012; HAJIALILO et al., 2016). A maioria
dos casos de ceratite amebiana acometem usudarios de lentes de contato,
porém ha relatos de casos de individuos com trauma corneano expostos a
agua ou solo contaminados (SIDDIQUI; KHAN, 2012; LORENZO-
MORALES et al., 2013).

Nos ultimos anos, houve um aumento no nimero de casos de
ceratite amebiana nos paises em desenvolvimento, o que se correlaciona
com o aumento do ndmero de usuérios de lentes de contato (TRABELSI
et al., 2012). Estima-se que cerca de 85% dos casos de ceratite amebiana
ocorra em usuérios de lentes de contato e em torno de 10 a 15% em néo
usuérios (LORENZO-MORALES et al., 2013; CHOMICZ et al., 2015).
Nos Estados Unidos € estimado que ocorra 1,36 casos de ceratite
amebiana por um milh&o de habitantes e na Inglaterra cerca de 17 a 21
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casos por milhdo de habitantes (TRABELSI et al., 2012). No Brasil, um
estudo retrospectivo de 20 anos realizado em um centro de oftalmologia
de Séo Paulo, relata que das 581 solicitagdes de exames para investigacdo
de casos de ceratite amebiana, 185 (32%) foram confirmados como tal
(CARVALHO et al., 2009).

O ato de retirar e colocar as lentes pode ocasionar
microtraumatismos corneanos, que servem de porta de entrada para
Acanthamoeba spp., sendo crucial a presenca destas lesdes para o inicio
da infeccdo. Além disso, existem efeitos traumaticos indiretos decorrentes
do uso de lentes de contato por longo periodo de tempo. O uso excessivo
pode resultar em hipoxia e hipercapnia local, que pode alterar a fisiologia
da cornea de modo a torna-la mais susceptivel a infecgdes microbianas,
incluindo Acanthamoeba spp. (KHAN, 2006; IBRAHIM; BOASE;
CREE, 2009).

Mudiltiplos fatores estdo envolvidos no risco de usuarios de lentes
de contato desenvolverem a ceratite amebiana, entre eles, uso de lentes de
contato por longo periodo, limpeza inadequada dos estojos e das lentes de
contato, formacao de biofilme nos estojos e exposicao a dgua que mesmo
tratada pode estar contaminada (SIDDIQUI; KHAN, 2012).

A ceratite por Acanthamoeba geralmente é unilateral, porém casos
de infeccdo bilateral ja foram relatados (CARNT; STAPLETON, 2016).
Clinicamente os sintomas estdo ligados & invasdo e a degradacdo dos
componentes da cérnea. No estagio inicial da infeccdo, os principais
sintomas sdo de dor intensa, a qual geralmente é desproporcional a leséo,
vermelhiddo, lacrimejamento, fotofobia e reducdo da acuidade visual
(Figura 2) (LORENZO-MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015;
MAY COCK; JAYASWAL, 2016). Nos estagios posteriores da infec¢do
pode ocorrer a formag&o de um infiltrado estromal em forma de anel, e se
ndo tratada, pode evoluir para ulceracdo do epitélio da cornea, perfuracao,
perda da acuidade visual, cegueira e enucleacdo ocular (TRABELSI etal.,
2012; LORENZO-MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015).
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Figura 2. Caso de ceratite amebiana

Caracteristicas clinicas de caso de ceratite amebiana em estagio inicial:
apresentando desepitelizacdo da cornea (corado por fluoresceina, em verde) e
vermelhiddo decorrente do intenso processo inflamatorio. Fonte: Laboratorio de
Estudos de Protozoarios Emergentes e Oportunistas (LAPEO) - UFSC.

O diagnostico precoce é essencial para que 0 sucesso terapéutico
seja alcangado. O mais importante é que exista a suspeita clinica de
ceratite amebiana, pois o atraso no diagndstico esta diretamente
relacionado a um mal progndstico, com casos de infeccdo recidivante e
mesmo perda da visdo (ALKHARASHI et al., 2015). O padrédo ouro para
o0 diagndstico € a cultura de Acanthamoeba spp. a partir de amostras de
raspado ou bidpsia da cornea. A amostra é inoculada em placas de agar
ndo-nutriente com uma camada bacteriana de Escherichia coli ou
Enterobacter aerogenes (VISVESVARA, 2013), que servem de nutriente
para crescimento amebiano. A cultura pode demorar mais de uma semana
para o aparecimento de formas do protozoario, por este motivo
metodologias moleculares sdo utilizadas para obter resultados mais
rapidos e eficientes em termos de sensibilidade e especificidade (DA
ROCHA-AZEVEDO; TANOWITZ; MARCIANO-CABRAL, 2009;
LORENZO-MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015).

O tratamento da ceratite amebiana é dificultado pelas formas
cisticas resistentes a maioria dos medicamentos disponiveis, ocasionando
infeccOes prolongadas. As formas trofozoiticas geralmente respondem
bem aos antimicrobianos tdpicos. Os medicamentos mais utilizados para
ceratite amebiana sdo diamidinas e biguanidas, pois sdo os mais eficazes
frente aos cistos de Acanthamoeba spp. Entretanto esses medicamentos
sdo altamente citotoxicos para as células corneanas (LORENZO-
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MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015; MAYCOCK; JAYASWAL,
2016).

2.4.2 Infecgdes sistémicas causadas por Acanthamoeba spp.

As infeccdes sistémicas causadas por Acanthamoeba spp. séo
consideradas infeccBes oportunistas, pois acometem individuos
imunocomprometidos e imunodeprimidos (SIDDIQUI; KHAN, 2012;
ABDUL MAJID et al., 2017). Atingem principalmente pacientes
transplantados, portadores de doencas crénicas, individuos com
HIV/SIDA, tuberculose, llpus eritematoso sistémico e pacientes que
fazem tratamento quimio e radioterdpico (SCHUSTER; VISVESVARA,
2004; BEHERA; SATPATHY; TRIPATHI, 2016). Entretanto alguns
casos ja foram relatados em individuos imunocompetentes
(MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003).

O trato respiratorio e pequenas ulceracdes de pele podem servir de
porta de entrada para espécies de Acanthamoeba, que através da via
hematogénica podem atingir érgdos como cérebro, pulmdes, rins, figado,
pancreas, resultando na infec¢do do local acometido (VISVESVARA;
MOURA,; SCHUSTER, 2007; WALOCHNIK et al., 2008; GALARZA
et al., 2009). A encefalite amebiana granulomatosa é a principal infeccéo
sistémica causada por esse género de ameba, sendo uma infeccdo de inicio
lento e insidioso do sistema nervoso central (VISVESVARA, 2013).

Dentre os sintomas presentes na encefalite amebiana estdo: dores
de cabeca, rigidez de nuca, anormalidades mentais, nauseas, vomitos,
febre baixa, letargia, distrbios visuais, ataxia cerebelar, hemiparesia,
convulsbes e coma (KHAN, 2006; VISVESVARA; MOURA;
SCHUSTER, 2007). As lesfes granulomatosas sdo caracteristicas da
infeccdo e sdo resultantes da intensa inflamacgdo causada pela presenca de
formas do protozoario no tecido acometido (MARCIANO-CABRAL;
CABRAL, 2003; PARIJA; KP; VENUGOPAL, 2015).

Como os sinais clinicos da encefalite amebiana granulomatosa sao
inespecificos, muitas vezes a doenca pode ser diagnosticada
erroneamente como  meningite  bacteriana, encefalite  viral,
neurocisticercose, dentre  outras (DA ROCHA-AZEVEDO;
TANOWITZ; MARCIANO-CABRAL, 2009). Por esta razdo, a maioria
dos casos diagnosticados é feito post mortem, por meio do achado de
formas cisticas e trofozoiticas na bidpsia tecidual (SIDDIQUI; KHAN,
2012).
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O tratamento é baseado na combinacdo de antimicrobianos,
administrados por via intravenosa e raramente levam a um bom
progndstico. Sdo poucos os relatos de pacientes que conseguem
sobreviver a esta infec¢do, com indice de mortalidade maior que 90%,
devido a dificuldade e atraso no diagnostico da doenca e auséncia de
terapia efetiva (TRABELSI et al., 2012; PARIJA; KP;VENUGOPAL,
2015).

2.5 MICRORGANISMOS RESISTENTES A Acanthamoeba spp.

Na natureza, os trofozoitos de Acanthamoeba spp. alimentam-se
de bactérias, fungos, leveduras, algas ou pequenas particulas organicas
(TRABELSI et al., 2012). Contudo, alguns desses microrganismos como
bactérias e fungos, desenvolveram estratégias que possibilitam que eles
resistam a fagocitose e digestdo das amebas, de modo a tornarem-se
microrganismos resistentes as amebas (MRAs) (IOVIENO et al., 2010;
GUIMARAES et al., 2016).

Muitos MRAs tém capacidade de sobreviver ou de proliferar no
interior das amebas (SCHEID, 2014). O estilo de vida intracelular implica
na protecdo desses microrganismos a condigbes adversas, como
resisténcia a acdo de antimicrobianos e biocidas, 0 que esta relacionado
com a formacdo do estagio cistico amebiano altamente resistente. Essas
condicbes facilitam a sobrevivéncia e disseminagdo desses
microrganismos (IOVIENO et al., 2010; THOMAS et al., 2010).

Estudos relatam que MRAs internalizados por amebas podem
apresentar uma maior viruléncia ap6s essa exposicao (CIRILLO et al.,
1997, 1999). Ao passar pelo interior da ameba, esses microrganismos
podem expressar genes que proporcionam a adaptacdo no interior de
macréfagos humanos, ou seja, quando ocorrer contato com essas células
humanas, a infeccdo ocorre de forma facilitada (TOSETTI; CROXATTO;
GREUB, 2014; BALCZUN; SCHEID, 2017).

Devido ao fato de amebas do género Acanthamoeba servirem de
importante reservatdrio de bactérias, fungos, virus e protozoarios, essas
sdo também conhecidas como “Cavalo de Tréia” do mundo microbiano.
Vaérios trabalhos relatam as amebas como veiculos de microrganismos
patogénicos, portanto estudos neste sentido sdo de interesse ambiental e
clinico (SIDDIQUI; SAGHEER; KHAN, 2013; SCHEID, 2014).

Dentre as bactérias patogénicas que podem ser encontradas no
interior de Acanthamoeba spp. estdo: Acinetobacter baumannii
(CATEAU et al., 2011), Afipia felis (LA SCOLA; RAOULT, 1999),
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Burkholderia cepacia (LAMOTHE; THYSSEN; VALVANO, 2004)
Campylobacter jejuni (SNELLING, 2005), Coxiella burnetii (LA
SCOLA; RAOULT, 2001), E. coli 0157 (BARKER; HUMPHREY;
BROWN, 1999), Francisella tularensis (ABD et al., 2003), Helicobacter
pylori (WINIECKA-KRUSNELL et al., 2002), Klebsiella pneumoniae
(PAGNIER; RAOULT; LA SCOLA, 2008), Legionella pneumophila
(CIRILLO; FALKOW; TOMPKINS, 1994), Listeria monocytogenes
(HUWS et al, 2008), Mycobacterium spp. (DRANCOURT;
ADEKAMBI; RAOULT, 2007), Pseudomonas aeruginosa (MICHEL;
BURGHARDT; BERGMANN, 1995), Staphylococcus aureus (HUWS et
al., 2008), Staphylococcus aureus resistente a meticilina (DE SOUZA et
al., 2017), Shigella sonnei, Shigella dysenteriae (SAEED et al., 2009),
Vibrio cholerae (SHANAN et al., 2011), dentre outras.

Acanthamoeba spp. também tém sido relacionada como uma
possivel fonte de reserva de material genético, tal como plasmideos de
resisténcia, permitindo a transferéncia génica entre bactérias presentes no
interior amebiano, favorecendo o surgimento e selecdo de bactérias
resistentes a antimicrobianos (SAISONGKORH et al., 2010; BERTELLI;
GREUB, 2012).

Além de servir de reservatério para bactérias, espécies de
Acanthamoeba podem abrigar fungos, virus e protozoarios em seu interior
(THOMAS et al., 2010). Dentre os fungos e leveduras relatados como
hospedeiros amebianos estdo Aspergillus fumigatus
(WAEYENBERGHE et al, 2013), Blastomyces dermatitidis
(STEENBERGEN et al., 2004), Cryptococcus neoformans
(STEENBERGEN; SHUMAN; CASADEVALL, 2001), Exophiala
dermatitidis (CATEAU et al.,, 2009), Histoplasma capsulatum,
Sporothrix schenckii (STEENBERGEN et al., 2004) e Fusarium solani
(NUNES et al., 2016).

Dentre os virus descritos como intracelulares de Acanthamoeba
estdo: adenovirus, coxsackievirus, enchovirus, enterovirus, mimivirus,
poliovirus e virus da estomatite vesicular (SIDDIQUI; SAGHEER;
KHAN, 2013). Quanto aos protozoarios, Cryptosporidium parvum e
Toxoplasma gondii estdo entre os hdspedes destas amebas (WINIECKA.-
KRUSNELL et al., 2009; SCHEID; SCHWARZENBERGER, 2011).
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2.6 Acanthamoeba spp. E SUA RELACAO COM A QUALIDADE DO
AR EM AMBIENTES INTERNOS

Os aparelhos de ar condicionado sdo utilizados principalmente
com a finalidade de proporcionar conforto térmico as pessoas em
ambientes internos (DA SILVA et al., 2013). Entretanto, problemas de
salde relacionados a qualidade do ar tém sido descritos com frequéncia
nos Ultimos anos (QUADROS et al.,, 2009). A troca do ar nesses
ambientes nem sempre ocorre de forma satisfatdria o que pode favorecer
0 desenvolvimento de microganismos, que eventualmente podem
acometer seres humanos causando infecces (GRAUDENZ; DANTAS et
al., 2007). O controle da qualidade do ar interno desempenha um papel
importante na prevencdo de infecgBes nestes locais (LEUNG; CHAN,
2006).

Os sistemas de ar condicionado podem abrigar bactérias, fungos,
virus e protozoarios, como Acanthamoeba spp. (ETCHEBEHERE et al,
2005; OOl et al., 2017). Esses microrganismos podem permanecer nestes
locais por longo tempo e serem dispersos no ambiente através de
correntes de ar (DA SILVA et al., 2013). Neste contexto, o estudo de
microganismos em aparelhos de ar condicionado faz-se especialmente
importante em ambientes hospitalares, pois neste locais encontram-se
individuos imunocomprometidos, 0s quais sdo mais suscetiveis a
infeccdes (LEUNG; CHAN, 2006).

Alguns trabalhos relatam infecgdes associadas a falta de controle
da qualidade do ar em ambientes hospitalares. Surtos de endocardite
causados por Aspergillus sp. mostraram-se associados a contaminacao de
esporos deste fungo provenientes de filtros de sistemas de climatizacdo
(ETCHEBEHERE et al, 2005). Casos de pneumonia por Legionella
pneumophila tém sido atribuidos a sistemas de refrigeracdo hospitalares
gue se apresentavam contaminados com esta bactéria (OSAWA et al.,
2014; WEISS et al., 2017).

Em estudo realizado em um hospital universitario na Etiopia
verificou a presenca de bactérias resistentes a antimicrobianos em
amostras de ar, e destacou a possibilidade destas bactérias causarem
infeccBes hospitalares graves (SOLOMON et al., 2017). Na Arabia
Saudita, uma investigacdo realizada em um grande hospital local destacou
a presenca de alta quantidade de fungos dos géneros Cladosporium e
Penicillium, sendo superiores ao que é indicado nas diretrizes de
qualidade do ar (EL-SHARKAWY; NOWEIR, 2014). No Brasil, um
estudo feito no Piaui avaliou a presenca da microbiota flngica em
aparelhos de ar condicionado de unidades de terapia intensiva de hospitais
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publicos e privados. Os resultados revelaram elevada frequéncia de
isolamento de Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Trichoderma
koningii e Aspergillus flavus. Os autores enfatizam que todas as espécies
isoladas no estudo eram patogénicas, o que poderia agravar o estado de
salde dos pacientes hospitalizados. Salientando também que a limpeza
dos aparelhos de ar condicionado deve ser realizada quinzenalmente
(MOBIN; SALMITO, 2006).

Existem, no Brasil, normas reguladoras da qualidade do ar interno.
Dentre elas, a Resolucdo — RE n° 9, de 16 de janeiro de 2003 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a qual estabelece padrdes
referenciais de qualidade do ar interior em ambientes climatizados
artificialmente de uso publico e coletivo. A periodicidade de limpeza e
manutencédo de equipamentos compostos por unidades filtrantes definida
pela ANVISA é mensal ou quando o filtro for descartivel até sua
obliteracdo (mé&ximo 3 meses). Além disso, essa resolucdo lista as
possiveis fontes de poluentes bioldgicos, inclusive protozoarios e as
principais medidas para controle destes no ambiente interno (BRASIL,
2003). Existe também uma norma brasileira (NBR) da Associacdo
Brasileira de Normas Técnicas, NBR 7256, que aborda sobre o tratamento
de ar em estabelecimentos assistenciais de salde, no que diz respeito aos
requisitos para projeto e execucdo das instalagdes (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 2005).

Recentemente no Brasil, foi sancionada uma a Lei n°® 13.589, de
janeiro de 2018 que dispGe sobre a manutencdo de instalacBes e
equipamentos de sistemas de climatizagdo de ambientes, nesta consta que
todos os edificios de uso publico e coletivo que possuem ambientes
climatizados artificialmente devem dispor de um plano de manutencéo,
operacdo e controle desses sistemas, visando a eliminagdo ou
minimizac&o de riscos potenciais a salide dos ocupantes (BRASIL, 2018).

A Sociedade Americana de Engenheiros de Aguecimento,
Refrigeracdo e Ar Condicionado dos Estados Unidos estabelece padrées
para pesquisa de contaminantes quimicos do ar em ambientes internos,
entretanto padrdes para contaminantes biologicos ndo sdo bem definidos
nestas publicagdes (THE AMERICAN SOCIETY OF HEATING,
REFRIGERATING AND AIR- CONDITIONING ENGINEERS, 2016).

A Organizacdo Mundial da Satde tem mostrado preocupacdo com
qualidade do ar interior, reconhecem que embora as diretrizes apontam
objetivos para gerenciamento da qualidade do ar interno, estas nédo
fornecem instrugdes para que os objetivos sejam alcangados (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2009).
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Apesar da existéncia dessas normas, observa-se que nem sempre
estas sdo adotadas e se percebe uma grande dificuldade em manter a
qualidade do ar interno em ambientes hospitalares (MOTA et al., 2014).

A qualidade do ar em ambientes hospitalares esta relacionada com
a adequada manutencdo e limpeza dos sistemas de condicionamento de
ar, pois podem servir de fontes para a formacao de biofilmes microbianos,
como também desencadear o processo de disseminacdo de patégenos
(LEUNG; CHAN, 2006). Devido & natureza oportunista de
Acanthamoeba spp. e seu possivel papel como reservatorio de patdgenos,
0 monitoramento deste protozoario em ambientes hospitalares torna-se
importante e poder ser utilizado como biomarcador de qualidade do ar
em hospitais (CHAN et al., 2011; OOl et al., 2017).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar Acanthamoeba spp. isoladas de amostras de poeira de
aparelhos de ar-condicionado de um hospital publico de Florianépolis,
Santa Catarina, Brasil, bem como investigar microrganismos resistentes
as amebas nos isolados de Acanthamoeba spp.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a identificacho molecular dos isolados de
Acanthamoeba spp.;

o Determinar o gendétipo dos isolados de Acanthamoeba spp.;

e Auvaliar o potencial patogénico dos isolados de Acanthamoeba
spp. por meio de  ensaios de osmotolerancia e termotolerancia;

o Detectar a presenca de Klebsiella pneumoniae, Legionella spp.,
Pseudomonas  spp., Staphylococcus  aureus  como
microrganismos resistentes as amebas nos isolados de
Acanthamoeba spp.
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4. METODOLOGIA

4.1 ISOLADOS DE Acanthamoeba spp.

Os isolados de Acanthamoeba spp. incluidos neste estudo foram
obtidos previamente de amostras de poeiras coletadas de distintos
equipamentos de condicionadores de ar de diversos ambientes de um
hospital publico de Floriandpolis, Santa Catarina e identificados
morfologicamente como descrito por Macedo (2016). As amostras de
poeira foram coletadas dos aparelhos de ar condicionado no periodo de
marc¢o de 2014 a marco de 2015 e fazem parte do banco de isolados do
Laboratério de Estudos de Protozoarios Emergentes e Oportunistas
(LAPEO). As amostras foram obtidas dos seguintes ambientes do
hospital: Centro ambulatorial cirdrgico, Centro cirdrgico, Centro
obstétrico, Clinica cirargica | e Il, Clinica Médica | e 1, Emergéncia,
Esterilizagdo, Ginecologia, Hemodialise, Oftalmologia, Pediatria,
Quimioterapia e Unidade de Terapia Intensiva. Para os aparelhos de ar
condicionado dos tipos Janela, Split e Split teto, as amostras de poeira
foram coletadas dos filtros e em alguns casos também das aletas, sendo
analisadas individualmente como amostras distintas, aleta e filtro. Para os
ambientes refrigerados por ar condicionado central do tipo expanséo
indireta, as coletas de poeira foram feitas do conjunto grelha/difusor de
saida do ar e/ou de filtros centrais. No estudo realizado por Macedo
(2016), 42 isolados amebianos foram obtidos, sendo que 3 (7,2%) néo
foram capazes de se desenvolver em meio axénico, desta forma obteve-
se 39 (92,9%) isolados axénicos de Acanthamoeba spp. que foram
incluidos no presente estudo (APENDICE A).

4.2 CEPAS CONTROLE

As cepas controle utilizadas foram: A. castellanii Neff (ATCC
30010), E. coli (ATCC 25922), L. pneumophila SG 1 (NCTC 11821), P.
aeruginosa (ATCC 27853), S. aureus (ATCC 25923) e um isolado de K.
pneumoniae sensivel a antimicrobianos, previamente identificado no
setor de microbiologia da divisdo de Andlises Clinicas do Hospital
Universitario Polydoro Ernani de S&o Thiago
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4.3 CULTIVO AXENICO DOS ISOLADOS

Os isolados de Acanthamoeba spp. foram mantidos axénicos,
cultivados em meio liquido proteose peptona, extrato de levedo e glicose
- PYG (NEFF, 1957) (ANEXO A), suplementado com penicilina G (100
Ul/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). Os frascos foram incubados a 30
°C em estufa bacterioldgica. Quando necessério, subcultivos para novos
tubos contendo PYG com antibidticos foram realizados. Para o estudo de
bactérias resistentes a amebas, subcultivos na 3% passagem foram
utilizados para extracdo de DNA total.

4.4 EXTRAQAO DE DNA TOTAL DOS ISOLADOS DE
Acanthamoeba spp.

Cultivos axénicos dos isolados contendo trofozoitos em fase
logaritmica foram centrifugados a 500 x g durante 5 minutos. O
sobrenadante obtido foi descartado e o sedimento foi lavado com 3 mL
de tampé@o fosfato salino (PBS). Posteriormente foi realizada contagem
em camara de Fuchs-Rosenthal e 1x10° trofozoitos de cada isolado foram
suspensos em 200 uL de PBS. A suspensdo obtida foi submetida ao
protocolo de extracdo de DNA (Protocolo para cultura de células) do kit
comercial QlAamp DNA Mini Kit® (QIAGEN, Hilden, Germany),
conforme instrugdes do fabricante.

A quantificacdo do DNA extraido foi realizada utilizando o
equipamento Espectrofotdbmetro NanoVue® PLUS (GE Heathcare,
EUA).

4.5 CONFIRMACAO DO GENERO Acanthamoeba POR REACAO EM
CADEIA DA POLIMERASE

Com a finalidade de confirmar se todos os isolados caracterizados
previamente por critérios morfologicos (MACEDO, 2016) pertenciam ao
género Acanthamoeba, realizou-se a técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) como descrito por Schroeder et al. (2001), com
algumas alteracdes. Os iniciadores género-especifico JDP1 (Senso) — 5°-
GGCCCAGATCGTTTACCGTGAA-3’ e JDP2 (Antissenso) — 5’-
TCTCACAAGCTGCTAGGGAGTCA-3* foram utilizados para
amplificacdo da regido ASA.S1 do 18S rDNA do género Acanthamoeba.
O produto de amplificacdo esperado varia de 423-551 pb dependendo do
genotipo amebiano.
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A reacdo foi realizada com volume final de 25 pL, contendo
aproximadamente 40 ng do DNA molde, tamp&o 1X (20 mM Tris-HCI
pH 8,4; 50 mM KCI), 4,0 mM MgCl,, 0,4 mM de cada iniciador o, 0,2
mM de cada desoxirribonucleotideo trifosfato (ANTP), 1U de Platinum®
Tag DNA polimerase (Invitrogen) e agua estéril para completar o volume
final da reacéo. Foi utilizado o termociclador 2720 (Applied Biosystems,
EUA), programado para desnaturacdo inicial de 94 °C por 5 minutos,
seguido de 40 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 59 °C por 1 minuto e 72 °C
por 1 minuto, com extensdo final de 72 °C por 5 minutos.

O controle negativo incluiu todos os reagentes e como substituto
do DNA molde foi adicionado &gua para completar o volume da reacéo.
Como controle positivo foi utilizado o DNA da cepa A. castellanii Neff
(ATCC 30010).

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel
de agarose 1,5% (80V/40’) e corados com brometo de etideo (1pg/mL).
O marcador de tamanho molecular de 100 pb (Ladder, Ludwig Biotec,
Brasil) foi utilizado para comparar o tamanho dos fragmentos obtidos. Os
géis foram visualizados e fotografados sob iluminagdo ultravioleta
utilizando o sistema de fotodocumentacdo ImageQuant LAS 500 (GE
Heathcare, EUA).

4.6 SEQUENCIAMENTO E ANALISE DOS FRAGMENTOS DO 18S
rDNA de Acanthamoeba spp.

Os produtos obtidos a partir da PCR do fragmento ASA.S1 do 18S
rDNA de Acanthamoeba spp. foram purificados utilizando o kit comercial
PureLink® PCR Purification Kit (Invitrogen, Carlsbad USA). A
guantidade de DNA (ng/mL) foi estimada através da intensidade de
banda, por comparacdo visual empregando o padrdo de tamanho
molecular e massa (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen).

O sequenciamento dos produtos purificados foi realizado no
sequenciador automatico ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems,
EUA) utilizando o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystems, EUA), no Laboratério de Imunologia Celular e
Molecular do Centro de Pesquisas René Rachou - Fundacdo Oswaldo
Cruz, Minas Gerais. Os dados obtidos a partir do sequenciamento foram
analisados, corrigidos e alinhados empregando o programa Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) versao 7.0.

Para determinacdo dos gendtipos, os dados obtidos a partir do
sequenciamento foram comparados com as sequéncias nucleotidicas de
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Acanthamoeba spp. disponiveis na base de dados GenBank do National
Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando o Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST). A maior porcentagem de similaridade
entre as sequencias obtidas e as depositadas no GenBank foram
consideradas para classificacdo dos gen6tipos.

4.7 ESTUDO DA PATOGENICIDADE DOS ISOLADOS DE
Acanthamoeba  spp. POR PARAMETROS  FISIOLOGICOS:
OSMOTOLERANCIA E TERMOTOLERANCIA

4.7.1 Osmotolerancia

Com o propdsito de avaliar a influéncia de um meio hiperosmolar
sobre o crescimento de trofozoitos dos isolados de Acanthamoeba spp.,
placas bacterioldgicas contendo &gar ndo-nutriente (ANN) 1,5%
(ANEXO B) acrescidas com 1 M de manitol cobertas com suspensdo de
E. coli (ATCC 25922) foram utilizadas. Placas sob as mesmas condigdes,
entretanto sem adicdo de manitol foram utilizadas como controle de
crescimento. O local de inocula¢do foi demarcado previamente, onde
foram realizados os indculos. Cerca de 1000 trofozoitos foram inoculados
nos locais demarcados (inéculo de 20 pL). As placas foram
posteriormente seladas com Parafilm® e incubadas a 30 °C por 10 dias.
O crescimento dos trofozoitos foi determinado por contagem de nimero
de cistos e trofozoitos, a uma distancia aproximada de 20 mm do ponto
de inoculagdo. Para cada in6culo, cinco campos microscépicos foram
guantificados (microscépio Optico, aumento de 100x). Todos 0s ensaios
foram realizados em triplicata. As quantificacbes foram realizadas no
décimo dia de incubacdo. Posterior a esta etapa, areas das placas dos
isolados submetidos ao meio hiperosmolar foram transferidas para placas
contendo ANN 1,5% recobertas com E. coli e incubadas a 30 °C para
avaliar a viabilidade dos isolados (Caumo et al., 2009).

4.7.2 Termotolerancia

Com a finalidade de avaliar se a temperatura elevada teria
influéncia sobre o crescimento de trofozoitos dos isolados de
Acanthamoeba spp., placas bacteriolégicas contendo ANN 1,5% cobertas
com suspensdo de E. coli (ATCC 25922) foram utilizadas. O local de
inoculagdo foi demarcado previamente, onde foram realizados os
indculos. Cerca de 1000 trofozoitos foram inoculados nos locais
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demarcados (inéculo de 20 uL). As placas foram posteriormente seladas
com Parafilm® e incubadas a 30 °C e 40 °C por 10 dias. As placas
submetidas a temperatura de 30 °C foram utilizadas como controle. O
crescimento dos trofozoitos foi determinado por contagem do nimero de
cistos e trofozoitos a uma distancia aproximada de 20 mm do ponto de
inoculagdo. Para cada indculo, cinco campos microscépicos foram
quantificados (microscdpio dptico, aumento de 100x). Todos 0s ensaios
foram realizados em triplicata. A quantificacdo foi realizada no décimo
dia de incubacdo. Posterior a esta etapa, areas das placas dos isolados
submetidos a temperatura de 40 °C foram transferidas para placas
contendo ANN 1,5% cobertas com E. coli e incubadas a 30 °C para
avaliar a viabilidade dos isolados (Caumo et al., 2009).

Os isolados foram classificados em trés grupos de acordo com o
crescimento nos testes de tolerdncia. Isolados foram considerados
patogénicos quando apresentaram crescimento concomitante em meio
hiperosmolar (1M de manitol) e a temperatura elevada de 40 °C. Isolados
gue se desenvolveram em apenas um dos testes (40 °C ou em meio
hiperosmolar) foram classificados com patogenicidade intermediaria e
isolados que ndo apresentaram crescimento a 1 M de manitol e a 40 °C
foram considerados isolados ndo-patogénicos.

48 PESQUISA DE MICRORGANISMOS RESISTENTES AS
AMEBAS

4.8.1 Investigacdo da presenca de microrganismos resistentes as
amebas por microscopia

Com o propoésito de verificar a presenca de microrganismos
resistentes as amebas (MRAS) no interior dos isolados estudados,
inicialmente foram preparadas laminas a fresco de trofozoitos e cistos dos
isolados amebianos. Para isso foram utilizados subcultivos dos isolados
em 32 passagem. A andlise foi feita em microscopia de contraste de fase
(aumento de 1000x).
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4.8.2 Extracdo de DNA por lise térmica de Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e de um isolado
de K. pneumoniae sensivel a antimicrobianos

As cepas e isolado de bactérias foram cultivados em placas
bacteriolgicas contendo meio 4gar MacConkey ou Agar sangue (de
acordo com a exigéncia nutricional do microrganismo cultivado) e
incubadas a 37 °C por 24 horas. Posteriormente, as colonias foram
sutilmente raspadas das placas com alca bacteriol6gica estéril e colocadas
em microtubos de 1,5 mL contendo cerca de 1 mL de PBS, até a obtencéo
de uma suspensao bacteriana bem turva. Apos, os microtubos contendo a
suspensdo bacteriana foram submetidos a lise térmica a 100 °C por 15
minutos e foram centrifugados a 20817 x g por 1 minuto. Por fim, parte
do sobrenadante (cerca de 350 pL) foi transferido para um novo
microtubo de 1,5 mL e o DNA obtido foi utilizado como controle positivo
nas PCRs.

A quantificaco do DNA extraido foi realizada utilizando o
equipamento Espectrofotdbmetro NanoVue® PLUS (GE Heathcare,
EUA).

4.8.3 Investigagdo da presenca de Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas spp. e Staphylococcus aureus nos isolados de
Acanthamoeba spp.

A presenca de K. pneumoniae, Pseudomonas spp. e S. aureus como
MRAs foi investigada nos isolados de Acanthamoeba spp. por PCR
convencional. Iniciadores especificos para género ou espécie foram
utilizados, conforme exposto no Quadro 2. A reacéo foi feita com volume
final de 25 L, contendo aproximadamente 100 ng do DNA total obtido
dos isolados amebianos, tampéo 1X (Green GoTag® Flexi Buffer pH
8,5), MgCl; (Quadro 2), 0,4 mM de cada iniciador, 0,2 mM de cada
desoxirribonucleotideo trifosfato (dNTP), 1U de GoTag® Hot Start
Polymerase (Promega, EUA) e gua estéril para completar o volume final
da reacdo. Foi utilizado o termociclador 2720 (Applied Biosystems,
EUA), programado com base nas referéncias utilizadas (Quadro 2), com
algumas alteracdes na temperatura de anelamento quando necessario e
aumento na quantidade de ciclos.

O controle negativo incluiu todos os reagentes e como substituto
do DNA molde foi adicionado agua para completar o volume da reacéo.
Como controle positivo foi utilizado o DNA da cepa/isolado controle,
correspondente a bactéria pesquisada na reacao.
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Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel
de agarose 1,5% (80V/45”) e corados por brometo de etideo (1pg/mL). O
marcador de tamanho molecular de 100 pb (Ladder, Ludwig Biotec,
Brasil) foi utilizado para comparar o tamanho dos fragmentos obtidos. Os
géis foram visualizados e fotografados sob iluminagdo ultravioleta
utilizando o sistema de fotodocumentacdo ImageQuant LAS 500 (GE
Heathcare, EUA).



Quadro 2. InformagGes sobre os iniciadores utilizados para a investigagdo de microrganismos resistentes as amebas por reagéo
em cadeia da polimerase

~ - | Temperatura
Iniciadores Sequéncia 5™~ 3 VEIENIRY | ConEiifes: de Referéncia
do produto | de MgCl:
anelamento
_ Kp-Pf (Senso) Liu et al.
Kleb5|ell_la 5’-ATTTGAAGAGGTTGCAAACGAT-3 260 pb 2.0 mM 57 °C 2008
pneumoniae Kp-Pr2 (Antissenso) Adaptado
5’-CCGAAGATGTTTCACTTCTGATT-3’ P
PA-GS-F (Senso) Spilker et al
Pseudomonas 5’-GACGGGTGAGTAATGCCTA-3’ o P "
. 618 pb 2,0 mM 56 °C 2004
spp. PA-GS-R (Antissenso) Adantado
5’-CACTGGTGTTCCTTCCTATA-3’ P
au-F3 (Senso) Sasaki et al
Staphylococcus 5 -TCGCTTGCTATC}ATTGTGGG 359 pb 2.5 mM 52 °C 2010
aureus au-nucR (Antissenso) Adaptado
5’-GCCAATGTTCTACCATAGC-3’ P

Fonte: A autora.

¢S
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4.8.4 Investigacdo da presenca de Legionella spp. nos isolados de
Acanthamoeba spp.

A presenga de Legionella spp. como MRAs foi investigada nos
isolados de Acanthamoeba spp. por semi-nested PCR como descrito por
Magnet et al. (2015). Essa etapa do estudo foi realizada no Laboratério
de Diagndstico Imunolégico e Molecular de Doencas Infecciosas,
Departamento de Imunologia, Instituto de Microbiologia Professor Paulo
de Goes, Universidade Federal do Rio de Janeiro. Os seguintes
iniciadores género-especificos foram utilizados:

o LEG 2255 - AAGATTAGCCTGCGTCCGAT-3"
e LEG8585-GTCAACTTATCGCGTTTGCT-3
o LEG 4485 - GAGGGTTGATAGGTTAAGAGC-3

A primeira reagdo que compde a semi-nested PCR consistiu de
uma PCR convencional, feita com volume final de 50 pL contendo
aproximadamente 70 ng do DNA total obtido dos isolados amebianos, 25
puL de GoTag® Green Master Mix (Promega, EUA), 0,2 mM de cada
iniciador (LEG 225 e LEG 858) e agua estéril para completar o volume
final da reacéo. O termociclador foi programado para desnaturacao inicial
de 95 °C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de 95 °C por 30 segundos,
62 °C por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto, com extensdo final de 72 °C
por 10 minutos. O produto de amplificacdo esperado nesta primeira
reacdo € de 654 pb. A segunda reacdo da semi-nested PCR consistiu de
uma PCR em tempo real, a qual foi feita com volume final de 20 pL,
contendo 1 pL do produto da PCR anterior, 10 pL de Platinum® SYBR®
Green qPCR SuperMix-UDG with ROX (Invitrogen) 0,2 mM de cada
iniciador (LEG 448 e LEG 858) e agua estéril para completar o volume
final da reacéo. O termociclador foi programado para desnaturacao inicial
de 95 °C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 95 °C por 30 segundos,
62 °C por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto, com extensdo final de 72 °C
por 10 minutos.

O controle negativo incluiu todos os reagentes e como substituto
do DNA molde foi adicionado &gua para completar o volume da reacéo.
Como controle positivo foi utilizado o DNA da cepa L. pneumophila SG
1 (NCTC 11821).

Os produtos amplificados na primeira reagéo foram separados por
eletroforese em gel de agarose 2% (80V/45”) e corados por brometo de
etideo (1ug/mL). O marcador de tamanho molecular de 100 pb (Ladder,
Ludwig Biotec, Brasil) foi utilizado para comparar o tamanho dos
fragmentos obtidos. Os géis foram visualizados e fotografados sob
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iluminag&o ultravioleta. Na segunda reacdo, a positividade foi avaliada
verificando o Cycle threshold (Ct) e a curva de dissociagdo dos
iniciadores.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRACAO DE DNA E CONFIRMACAO DO GENERO
Acanthamoeba POR REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

O rendimento obtido a partir da extracdo de DNA total dos isolados
amebianos foi em média 60 ng/uL, variando de 25,5 a 178 ng/uL.

Os 39 isolados de Acanthamoeba spp. identificados previamente
por critérios morfolégicos (MACEDO, 2016) foram confirmados como
pertencentes ao género Acanthamoeba pela técnica de PCR convencional.
O produto de amplificagdo esperado de aproximadamente 500 pb foi
observado em todos os isolados amebianos (Figura 3).

Métodos moleculares para deteccdo de Acanthamoeba spp. sdo
cada vez mais utilizados pela alta sensibilidade e especificidade quando
comparados a cultura, justificando o emprego dessas metodologias como
suporte no diagndstico de infecgbes humanas e também na identificacdo
do género amebiano em amostras ambientais (VISVESVARA; MOURA,;
SCHUSTER, 2007; CARNT; STAPLETON, 2016; LASS et al., 2017).

A PCR empregando iniciadores que amplificam uma regido
conservada do gene 18S rDNA é a técnica mais empregada e aceita nos
trabalhos de isolamento e caracterizacdo de isolados de Acanthamoeba,
servindo de confirmagdo para a caracterizagdo morfoldgica
(SCHROEDER et al., 2001; LORENZO-MORALES; KHAN;
WALOCHNIK, 2015). O sequenciamento do fragmento obtido na PCR
permite a determinagao do genotipo por comparacao da similaridade com
sequéncias depositadas no GenBank (FUERST; BOOTON; CRARYB,
2015).



56

Figura 3. Produtos de amplificagdo obtidos por reacdo em cadeia da polimerase
do fragmento ASA.S1 do gene 18S rDNA de Acanthamoeba spp.

A B

CNCP1 2 345 6 78 9101112M CNCP13 14 15 16 171819 20 21 2223 M

- ————— — - - < - LW maY - <

C D

CNCP 24 25 26 27 28 29 30 3132 3334 35 M CNCP 36 37 38 39 M

« <500 pb

(A, B, C, D) — (CN) Controle negativo, (CP) Controle positivo — A. castellanii
(ATCC 30010), (1-39) Isolados de Acanthamoeba spp. de diferentes ambientes
hospitalares, (M) Marcador de tamanho molecular de 100 pb. Seta branca indica
o tamanho do produto de amplificacdo esperado de aproximadamente 500 pb.
Fonte: A autora.

Um estudo realizado por Mathers et al. (2000), ap6s sucessivas
diluigdes do DNA total purificado de Acanthamoeba, constatou que o
produto de PCR foi detectavel a uma concentracdo de 5x10* ng/mL.
Além disso, microrganismos do género Acanthamoeba inteiros foram
testados a fim de avaliar a quantidade necessaria destes em uma amostra
para que a reacdo fosse positiva. Os resultados demonstraram
sensibilidade de 90% em solugdes contendo cerca de 1 a 5
microrganismos em 10 pL, apontando uma sensibilidade préxima a
deteccdo de um Unico microrganismo.

Neste estudo os isolados axénicos se mostraram positivos na PCR,
indicando que todos apresentavam quantidades suficientes de DNA e uma
boa qualidade do mesmo.
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5.3 CLASSIFICACAO GENOTIPICA DE Acanthamoeba spp.

Os produtos de amplificacdo da PCR de Acanthamoeba spp. foram
purificados e submetidos ao sequenciamento. As sequéncias obtidas
foram comparadas com as depositadas no GenBank, sendo que todas
apresentaram similaridade igual ou superior a 97% quando comparadas
com as sequéncias de referéncia. Os resultados revelaram que 19 (48,7%)
isolados pertenciam ao genotipo T4, 16 (41,0%) ao gendtipo T5 e 4
(10,3%) ao gendtipo T11 (Tabela 1).

Os trés genotipos de Acanthamoeba spp. identificados neste estudo
(T4, T5, T11) possuem ampla distribuicdo ambiental, com relatos de
isolamento destes a partir de amostras de solo (ROGERSON et al., 2004;
TODD et al., 2014; REYES-BATLLE et al. 2016;), 4gua (ROGERSON
et al.,, 2004; CAUMO; ROTT, 2011; SENTE et al., 2016) e poeira
(NIYYATI et al., 2009).

A prevaléncia do genétipo T4 em amostras ambientais encontrada
neste trabalho também foi evidenciada em outros estudos. Rahdar et al.
(2012) verificaram o predominio deste gen6tipo em isolados obtidos de
solo e agua de uma provincia do Ird. Da mesma forma, Geisen et al.
(2014) relataram o predominio do gendtipo T4 em isolados de
Acanthamoeba oriundos de amostras de solo de trés locais distintos,
Holanda, Sardenha e Tibete. Este gen6tipo é 0 mais associado a casos de
ceratite e encefalite amebiana, bem como as demais infecgdes
oportunistas causadas por este protozoario (WALIA et al., 2007
AICHELBURG et al., 2008; SIDDIQUI; KHAN, 2012).

O gendétipo T5 foi 0 segundo mais encontrado, 0 que esta de acordo
com dados descritos na literatura. No estudo de Booton et al. (2005) que
incluiu 200 isolados de Acanthamoeba, este gendétipo foi identificado
como o segundo mais prevalente entre os isolados ambientais, da mesma
forma apresentou-se como segundo no estudo de Ledee et al. (2009) que
incluiu isolados de ceratite amebiana. O genotipo T5 estd associado a
casos de ceratite e encefalite amebiana (SIDDIQUI; KHAN, 2012).

O genotipo T11 verificado em menor proporcdo neste estudo
(10,3%) estad relacionado a casos de ceratite amebiana (LORENZO-
MORALES; KHAN; WALOCHNICK, 2015). Este foi um dos gen6tipos
descritos como causador desta infeccdo em uma grande pesquisa
realizada na Austria que incluiu casos de infecgBes por Acanthamoeba
nos Gltimos 20 anos (WALOCHNIK; SCHEIKL; HALLER-SCHOBER,
2014).
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Tabela 1. Caracterizagdo genotipica de isolados acantamebianos obtidos a partir da poeira de aparelhos de ar condicionado de um

hospital publico de Floriandpolis, SC (continua)
ACESSO ) SEQUENCIAS DE REFERENCIA
ISOLADOS GENBANK CGENOTIPO ACESSO % DE
GENBANK  SIMILARIDADE
CAC - Consultério 01 F MF076639 T4 KF733253 97%
CAC - Consultério 04 F MF076634 T4 KT735332 100%
CC - Sala 01 G/D MF076645 T4 U07409 98%
CC - Sala 02 G/D MF076650 T4 KF733253 98%
CC - Sala 04 G/D MF076662 T5 KF962049 100%
CO - Centro obstétrico FC MF076637 T4 u07409 97%
CCI - Leito 406 G/D MF076635 T5 KF962049 100%
CCI - Leito 410 G/D MF076640 T5 KF962049 100%
CCI - Sala de procedimentos G/D MF076656 T4 KT735332 100%
CCII - Sala de curativos G/D MF076658 T5 KF962049 100%
CMI - 309F MF076659 T4 U07409 99%
CMI - 310A MF076661 T5 KF962049 100%
CMI - 310F MF076643 T4 KF733263 100%
CMI - 311A MF076651 T4 uU07409 100%
CMI - 311F MF076632 T4 KF733263 100%
CMI - Clinica médica | FC MF076657 T11 KT892890 99%
CMII -314 A MF076644 TS5 KF962049 100%
CMII 324 A MF076631 T4 KF733263 100%
EMG - Aladireita F MF076633 T5 KF962049 100%
EMG - Ala esquerda F MF076649 T5 KF962049 100%

EMG - Sala de reanimacgéo F MF076653 T5 KF962049 99%




Tabela 1. Caracterizagdo genotipica de isolados acantamebianos obtidos a partir da poeira de aparelhos de ar condicionado de um

hospital publico de Floriandpolis, SC

(concluséo)

SEQUENCIAS DE REFERENCIA

ISOLADOS Gécl\:lgisl\(l)K GENOTIPO ACESSO 9% DE
GENBANK  SIMILARIDADE
EST - Arsenal F MF076663 T5 KF962049 100%
EST - Sala de preparo F MF076652 T4 KF733253 99%
GIN - Quarto 202 A MF076647 T4 U07409 98%
GIN - Quarto 202 F MF076664 T5 KF962049 100%
GIN - Consultdrio 02A MF076638 T4 u07409 98%
GIN - Consultério 02F MF076665 T5 KF962049 100%
HEM - Sala de procedimentos central 1 G/D MF076660 T11 KT892890 99%
HEM - Sala de procedimentos central 2 G/D MF076648 T11 KT892890 99%
HEM - Sala de repouso F MF076655 T5 KF962049 100%
OFT - Sala de espera F MF076630 T4 KF733253 99%
OFT - Consultério 02 F MF076628 T4 U07409 99%
PED - Sala de cuidados especiais A MF076642 T4 u07409 99%
PED - Sala de cuidados especiais F MF076654 T5 KF962049 100%
QT - Consultério 01G/D MF076629 T5 KF962049 100%
QT - Consultério 02 G/D MF076636 T4 U07409 98%
QT - Sala de procedimentos G/D MF076641 T5 KF962049 100%
QT - Quimioterapia FC MF076646 T4 KF733253 99%
UTI - Unidade de terapia intensiva FC MF076666 T11 KF962049 99%

(CAC) Centro Ambulatorial Cirurgico, (CC) Centro Cirargico, (CO) Centro Obstétrico, (CCI) Clinica Cirurgica I, (CCII)
Clinica Cirdrgica Il, (CMI) Clinica Médica I, (CMII) Clinica Médica Il, (EMG) Emergéncia, (EST) Esterilizacdo, (GIN)
Ginecologia, (HEM) Hemodiélise, (OFT) Oftalmologia, (PED) Pediatria, (QT) Quimioterapia, (UTI) Unidade de Terapia
Intensiva. (A) Aleta, (F) Filtro, (FC) Filtro Central e (G/D) Grelha/Difusor. Fonte: A autora.

a
©
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Trabalhos que avaliaram a presenca de Acanthamoeba em
amostras de poeira e solo evidenciaram resultados semelhantes ao
presente estudo, relatando a presenca dos genétipos T4, T5 e T11, com
predominio de isolamento do gend6tipo T4 (NIYYATI et al., 2009; TODD
et al., 2014). Estudos de isolamento de Acanthamoeba a partir de
aparelhos de ar condicionado tém sido realizados em alguns paises como
Chile (ASTORGA et al.,, 2011) e Malasia (CHAN et al., 2011),
evidenciando a presenca dos gendtipos T3, T4, T5 e T11.

Existem poucos relatos de isolamento de Acanthamoeba em
ambientes hospitalares, apesar da importancia destes microrganismos
como causadores de infecgBes oportunistas, bem como veiculos e
dispersores de patdgenos (KOCAZEYBEK, 2015). Carlesso et al. (2010)
descreveram a presenca de Acanthamoeba do genétipo T4 em amostras de
poeira e do genotipo T5 em amostras de biofilme, ambas provenientes de

ambientes de um hospital de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil. Uma
investigacdo realizada na Austria quanto a presenca de AVL e bactérias
em sistemas de refrigeracdo, apds um surto de legionelose em um hospital
e seus arredores, relatou a presenca de 9 isolados de Acanthamoeba
pertencentes ao gendétipo T4, os quais apresentavam bactérias resistentes
as amebas em seu interior, enfatizando a importancia dessas amebas como
veiculos bacterianos (SCHEIKL et al., 2016).

Todos os gendtipos identificados no presente estudo (T4, T5 e

T11) estdo associados a casos de infecgdes humanas (SIDDIQUI; KHAN,
2012; WALOCHNIK; SCHEIL; HALLER-SCHOBERB, 2014). Estes
resultados merecem uma atencdo especial da comunidade hospitalar,
considerando o ambiente de isolamento e a caracteristica de muitos
pacientes em ambiente hospitalar, pois podem estar imunologicamente
suscetiveis a infecgdes, bem como o caréter oportunista de Acanthamoeba

SPp.

5.4 ESTUDO DA PATOGENICIDADE DOS ISOLADOS DE
Acanthamoeba POR PARAMETROS FISIOLOGICOS:
OSMOTOLERANCIA E TERMOTOLERANCIA

O potencial patogénico dos 39 isolados de Acanthamoeba spp. do
presente estudo, foi determinado por ensaios de osmotolerancia e
termotolerancia, previamente estabelecidos por Caumo et al. (2009)
(Tabela 2). A temperatura de 30 °C foi utilizada como controle de
crescimento, pois € considerada a temperatura Otima para o
desenvolvimento amebiano (NEFF, 1969).
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Dos 39 isolados submetidos aos ensaios de osmo e
termotolerancia, 7 (18%) isolados foram considerados patogénicos, pois
tiveram crescimento em meio hiperosmolar (1 M de manitol) e em
temperatura elevada de 40 °C. Isolados que se desenvolveram somente a
40 °C, 25 (64,1%) isolados, e somente em meio hiperosmolar, 2 (5,2%)
isolados, foram classificados com patogenicidade intermediaria. Dentre
0s isolados, 5 (12,8%) nédo apresentaram crescimento a 1 M de manitol e
a 40 °C e foram considerados isolados ndo-patogénicos. Na figura 4 é
possivel evidenciar como as amebas sdo visualizadas por microscopia
oOptica apos crescimento ANN, sob diferentes condi¢cdes no estudo do
potencial patogénico.

Figura 4. Crescimento do isolado amebiano do setor de oftalmologia (filtro da
sala de espera) no estudo do potencial patogénico
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(A) Crescimento do isolado em agar ndo nutriente (ANN) a 30 °C, (B)
Crescimento do isolado em ANN contendo 1 M de manitol e (C) Crescimento do
isolado a 40 °C. Barra= 40 um. Fonte: A autora



Tabela 2. Estudo da patogenicidade de isolados de Acanthamoeba por parametros fisiol6gicos — osmotolerancia e termotolerancia..

(continua)

ISOLADOS

OSMOTOLERANCIA

TERMOTOLERANCIA

CRESCIMENTO 1M

CRESCIMENTO 40 °C

PATOGENICIDADE

CAC - Consultério 01 F + +++ Patogénico
CAC - Consultério 04 F - - N&o-patogénico
CC - Sala 01 G/D - +++ Patogenicidade intermediaria
CC - Sala 02 G/D - ++ Patogenicidade intermediéria
CC - Sala04 G/D +++ ++ Patogénico
CO - Centro obstétrico FC - - N&o-patogénico
CCI - Leito 406 G/D ++ + Patogénico
CCI - Leito 410 G/D - ++ Patogenicidade intermediéria
CCI - Sala dé%ocedlmentos - ++ Patogenicidade intermediaria
CCII - Sala de curativos G/D +++ +++ Patogénico
CMI - 309F - ++ Patogenicidade intermediaria
CMI - 310A - +++ Patogenicidade intermediaria
CMI - 310F + - Patogenicidade intermediéria
CMI - 311A - - Néo-patogénico
CMI - 311F - +++ Patogenicidade intermediaria
CMI - Clinica médica | FC - - Né&o-patogénico
CMII-314 A - ++ Patogenicidade intermediaria
CMII -324 A + - Patogenicidade intermediaria
EMG - Ala direita F ++ +++ Patogénico
EMG - Ala esquerda F - ++ Patogenicidade intermediaria
EMG - Sala de reanimagéo F - +++ Patogenicidade intermediéria
EST - Arsenal F - ++ Patogenicidade intermediaria

29



Tabela 2. Estudo da patogenicidade de isolados de Acanthamoeba por parametros fisiol6gicos — osmotolerancia e termotolerancia..

(continuacéo)

OSMOTOLERANCIA

TERMOTOLERANCIA

ISOLADOS CRESCIMENTO 1M CRESCIMENTO 40 °C PATOGENICIDADE
EST - Sala de preparo F - +++ Patogenicidade intermediaria
GIN - Quarto 202 A - + Patogenicidade intermediéria
GIN - Quarto 202 F - - Néo-patogénico
GIN - Consultério 02A - +++ Patogenicidade intermediéria
GIN - Consultério 02F - ++ Patogenicidade intermediaria
HEM - Sala de - . o
procedimentos central 1 G/D - +++ Patogenicidade intermediéria
HEM - Sala de . . o
procedimentos central 2 G/D - ++ Patogenicidade intermediaria
HEM - Sala de repouso F - ++ Patogenicidade intermediéria
OFT - Sala de espera F +++ ++ Patogénico
OFT - Consultério 02 F +++ + Patogénico
PED - Sala Qe: cuidados - + Patogenicidade intermediéria
especiais A
PED - Sala de cuidados - +++ Patogenicidade intermediaria
especiais F
QT - Consultério 01G/D - +++ Patogenicidade intermediaria
QT - Consultério 02 G/D - +++ Patogenicidade intermediaria
QT - Sala d%%ocedlmentos - + Patogenicidade intermediaria
QT - Quimioterapia FC - ++ Patogenicidade intermediaria
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Tabela 2. Estudo da patogenicidade de isolados de Acanthamoeba por parametros fisioldgicos — osmotolerancia e termotolerancia..
(conclusao)

OSMOTOLERANCIA TERMOTOLERANCIA
ISOLADOS CRESCIMENTO 1M CRESCIMENTO 40 °C PATOGENICIDADE
UTI - Unidade de - + Patogenicidade intermediaria

terapia intensiva FC
(CAC) Centro Ambulatorial Cirargico, (CC) Centro Cirdrgico, (CO) Centro Obstétrico, (CCI) Clinica Cirurgica I, (CCII) Clinica
Cirurgica Il, (CMI) Clinica Médica I, (CMII) Clinica Médica I, (EMG) Emergéncia, (EST) Esterilizacdo, (GIN) Ginecologia,
(HEM) Hemodialise, (OFT) Oftalmologia, (PED) Pediatria, (QT) Quimioterapia, (UTI) Unidade de Terapia Intensiva. (A) Aleta,
(F) Filtro, (FC) Filtro Central e (G/D) Grelha/Difusor. (+) 1 a 15 cistos e/ou trofozoitos; (++) 16 a 30 cistos e/ou trofozoitos, e (+++)
> cistos e/ou trofozoitos. (-) auséncia de crescimento de Acanthamoeba. Avaliagdo feita em cinco campos microscopicos (100X).
Critérios adaptados de Caumo et al. (2009). Fonte: A autora.

¥9
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Esses ensaios sdo utilizados como marcadores de viruléncia
amebiano, pois isolados capazes de se adaptar fisiologicamente e resistir
a condigbes adversas, como crescimento em meio hiperosmolar e a
temperaturas elevadas, sdo mais adaptados, e desta forma, podem exibir
maior capacidade de causar infeccGes no homem e em outros animais
(KHAN; JARROLL; PAGET, 2001).

A resisténcia do isolado a temperatura de 40 °C pode refletir a
capacidade de desenvolvimento amebiano durante processos infecciosos,
pois a resisténcia permite a sobrevivéncia da ameba a episodios de febre,
0 que caracteriza isolados mais virulentos (GRIFIN, 1972; KILIC et al.,
2004; AL-HERRAWY et al., 2013). A avaliacdo do potencial patogénico
dos isolados provenientes de ambiente hospitalar torna-se importante,
pois é um fator de risco a ser considerado para pacientes
imunologicamente debilitados.

Os isolados considerados patogénicos poderiam mais facilmente se
adaptar aos tecidos do hospedeiro e causar infeccdo. Neste sentido, o
isolado CCII - Sala de curativos G/D, por se desenvolver melhor frente a
concentracdo de 1 M de manitol e a temperatura elevada (acima de 30
cistos e/ou trofozoitos por campo analisado), poder ser considerado o
isolado mais virulento deste estudo.

Varios ensaios in vitro descritos na literatura ja foram realizados
com a finalidade de avaliar a patogenicidade de isolados de
Acanthamoeba spp., entretanto ainda ndo existe um método padrdo
validado (WALOCHNIK; OBWALLER; ASPOCK, 2000). Testes in
vitro tem seu valor como testes preliminares para caracterizacdo de
patogenicidade, entretanto ensaios in vivo fazem-se necessarios para
confirmar essa caracterizacdo (HAJIALILO et al., 2016).

Apesar da maioria dos isolados ndo terem sido classificados como
patogénicos, ainda assim estes apresentam importancia epidemioldgica
significante, pois podem servir de veiculos e reservatorios de
microrganismos patogénicos (KEBBI-BEGHDADI; GREUB, 2014,
BALCZUN; SCHEID, 2017).
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55 PESQUISA DE MICRORGANISMOS RESISTENTES AS
AMEBAS

5.5.1 Investigacdo da presenca de microrganismos resistentes as
amebas por microscopia

Em todos os 39 isolados de Acanthamoeba spp. foi observado a
presenca de MRAs, por meio de microscopia de contraste de fase (Figura
5). Os mesmos isolados foram submetidos a investigacdo de MRAs por
técnicas moleculares.

Figura 5. Presenca de bactérias resistentes as amebas nos isolados amebianos
visualizadas por meio de microscopia de contraste de fase

Setas pretas indicam bactérias presentes no interior de (A) trofozoito do isolado
CAC - Consultorio 01 F e (B) cisto do isolado amebiano OFT - Sala de espera F.
(CAC) Centro Ambulatorial Cirdrgico, (OFT) Oftalmologia e (F) Filtro. Barra=
10 pm. Fonte: A autora.

Fritsche, Sobek e Gautom (1998) ao avaliar o efeito citopéatico de
Acanthamoeba contendo ou ndo bactérias em seu interior frente a
fibroblastos, verificaram que amebas contendo MRAs apresentavam
maior citopatogenicidade quando comparado aos controles (apenas
amebas ou bactérias em contato com fibroblastos). Esses dados fornecem
evidéncias de que bactérias presentes no interior amebiano sdo capazes
de aumentar o potencial patogénico desses protozoarios.

Alteracfes quanto a viruléncia também sdo observadas em MRAs,
gue podem exibir maior patogenicidade apds passagem pelas amebas.
Mycobacterium avium apoés internalizagdo por A. castellanii apresentou
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diminuigdo da suscetibilidade a antimicrobianos, tais como rifabutina,
azitromicina e claritromicina (MILTNER; BERMUDEZ, 2000).

Devido a capacidade de Acanthamoeba spp. abrigar patdgenos em
seu interior, protegendo-os da a¢do de agentes externos, considera-se que
estas amebas podem auxiliar na distribuicdo ambiental e na transmissdo
destes patdgenos a hospedeiros susceptiveis (KHAN; SIDDIQUI, 2014).
Do ponto de vista de saude publica a presenca de Acanthamoeba spp.
especialmente em ambiente hospitalar é uma preocupacdo que nao pode
ser desconsiderada (BALCZUN; SCHEID, 2017).

5.5.2 Investigacao da presenca de Klebsiella pneumoniae em isolados
de Acanthamoeba spp.

A investigacdo da presenca de K. pneumoniae por PCR
convencional, utilizando iniciadores espécie-especificos (LIU et al.,
2008), permitiu a amplificacdo de DNA dessa bactéria em 5 (12,8%) dos
39 isolados acantamebianos. Os isolados de Acanthamoeba que
apresentaram amplificacdo sdo provenientes dos seguintes ambientes do
hospital: (19) Quimioterapia (QT - Quimioterapia FC), (27) Pediatria
(PED - Sala de cuidados especiais F), (30) Clinica médica | (CMI -
Clinica médica | FC), (31) Clinica cirurgica Il (CCII - Sala de curativos
G/D) e (35) Centro cirdrgico (CC - Sala 04 G/D) (Figura 6).

Na literatura ndo foram encontrados relatos de investigacdo e
identificagdo de K. pneumoniae a partir de isolados ambientais ou clinicos
de Acanthamoeba. Entretanto, a capacidade de K. pneumoniae sobreviver
no interior deste protozoario foi descrita em estudos de cocultivo com A.
castellanii e A. polyphaga. Essa bactéria é capaz de permanecer no
interior de Acanthamoeba sem causar lise amebiana (KING et al., 1988;
PAGNIER; RAOULT; LA SCOLA, 2008).
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Figura 6. Produtos de amplificacéo obtidos por reagdo em cadeia da polimerase
utilizando iniciadores especificos para K. pneumoniae

CNCP1 2 34 56 78 91011 12M CNCP 13141516 17 18 19 20 21 22 23 24 M
B

C

CN CP 25 26 27 28 29 30 31 32 3334 3536 M CN,CP 37 3839 M

<260 pb

(A, B, C, D) — (CN) Controle negativo, (CP) Controle positivo — isolado de K.
pneumoniae sensivel a antimicrobianos, (1-39) Isolados de Acanthamoeba spp.
de diferentes ambientes hospitalares, (M) Marcador de tamanho molecular de 100
pb. Seta branca indica o tamanho do produto de amplificacéo esperado de 260 pb.
Fonte: A autora.

No estudo de King et al. (1988) foi avaliada a suscetibilidade ao
cloro (cloro residual) de K. pneumoniae e outras bactérias, antes e ap6s
serem internalizadas por Acanthamoeba. Os resultados demonstraram
que apo6s sofrerem internalizacdo amebiana, as bactérias apresentaram
uma maior resisténcia ao cloro residual. Antes da exposi¢do as amebas,
99% dos isolados bacterianos ndo sobreviveram a concentracdo de 1 mg
de cloro residual por litro e apds internalizagdo amebiana, estes
demonstraram sobreviver a concentracdes de 2 a 10 mg de cloro residual
por litro.

Correlacionando o estudo de King et al. (1988) com o presente
trabalho, deve ser considerada a possibilidade de K. pneumoniae resistir
a acao de agentes biocidas usualmente empregados na desinfeccédo de
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ambientes hospitalares, visto que esta espécie bacteriana foi encontrada
como microrganismo resistente a ameba (MRA) em 12,8% dos isolados
acantamebianos deste estudo. Trabalhos visando a investigacdo de
agentes biocidas mais eficazes contra esses microrganismos devem ser
conduzidos, a fim de determinar qual seria o biocida ideal para uso em
ambiente hospitalar.

K. pneumoniae é responsavel por mais de 70% das infeccGes
causadas pelo género Klebsiella, sendo a espécie com maior relevancia
clinica (PITOUT; NORDMANN; POIRELF, 2015). E considerada um
patégeno oportunista, visto que em ambiente hospitalar essa espécie esta
relacionada com doencas graves como pneumonia, septicemia, infecgdes
em tecidos moles e de trato urinario (HU et al., 2016; CALFEE, 2017).
Nos ultimos anos, a multirresisténcia de K. pneumoniae a agentes
antimicrobianos tornou-se uma preocupacdo de salde publica
(CRISTINA etal., 2016). Mecanismos de resisténcia como a produgdo da
enzima Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) confere
diminuicdo de sensibilidade ou resisténcia a praticamente todos os
betalactdmicos, restando desta forma poucas opgdes para tratamento de
infeccdes graves causadas por gram-negativos em hospitais (QUEENAN;
BUSH, 2007).

A coexisténcia de Acanthamoeba e K. pneumoniae no mesmo
ambiente favorece a interagdo entre esses microrganismos. Assim esta
bactéria pode adquirir a capacidade de resisténcia a digestdo amebiana, se
tornando um MRA (GREUB; RAOULT, 2004). Deve-se considerar que
ap6s a internalizacdo amebiana, a bactéria pode exibir menor
suscetibilidade aos antimicrobianos e outras substdncias como
apresentado pelos estudos de Miltner e Bermudez (2000) e King et al.
(1988).

Ressalta-se que neste estudo foi demonstrada pela primeira vez a
presenca de K. pneumoniae como MRA em ambiente hospitalar e além
disso em setores considerados criticos como quimioterapia, clinica
cirlrgica e centro cirdrgico. Esses resultados indicam que Acanthamoeba
pode servir de reservatorio de potenciais patdgenos em ambiente
hospitalar.

5.5.3 Investigacdo da presenca de Pseudomonas spp. em isolados de
Acanthamoeba spp.

O género Pseudomonas foi investigado por PCR convencional
utilizando iniciadores género-especificos (SPILKER et al., 2004). A
partir do DNA total dos 39 isolados de Acanthamoeba spp. em estudo,
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houve a amplificacdo do DNA de Pseudomonas spp. em todos os isolados
acantamebianos analisados (Figura 7).

Figura 7. Produtos de amplificagdo obtidos por reagdo em cadeia da polimerase
utilizando iniciadores especificos para Pseudomonas spp.

A B

CNCP1 2 3 4 56 7 8 9101112 M JCNCPI3 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 M

& D

CNCP 2526 27 28 29 30 31 3233 34 3536 M JCNCP37 3839 M
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(A, B, C, D) — (CN) Controle presengao, (CP) Controle positivo — P. aeruginosa
(ATCC 27853), (1-39) Isolados de Acanthamoeba spp. de diferentes ambientes
hospitalares, (M) Marcador de tamanho molecular de 100 pb. Seta branca indica
o0 tamanho do produto de amplificacdo esperado de 618 pb. Fonte: A autora.

A presenca de Pseudomonas spp. como MRA ja foi descrita em
alguns estudos. lovieno et al. (2010) relatou a presenca de MRAs em
isolados de Acanthamoeba obtidos de amostras de pacientes com ceratite
amebiana. Dos 37 isolados do estudo, 22 (59,4%) apresentavam MRAS,
sendo que destes, 13 pertenciam ao género Pseudomonas, mostrando-se
como o MRA predominante entre 0s microrganismos investigados. Em
um hospital da Alemanha também foi verificada a existéncia de
Pseudomonas spp. como MRA em amostras de agua potavel (MICHEL,;
BURGHARDT; BERGMANN, 1995).
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No Brasil, um estudo realizado no Rio Grande do Sul, utilizando a
técnica de PCR convencional, identificou a presenca do género
Pseudomonas em 12 isolados de Acanthamoeba spp. investigados no
estudo, os quais eram provenientes de aparelhos de ar-condicionado e
estojos de lentes de contato (MASCHIO; CORCAQ; ROTT, 2015).

Assim como espécies de Acanthamoeba, bactérias do género
Pseudomonas possuem ampla distribuicdo na natureza e a presenca
desses microrganismos no mesmo habitat propicia que interacGes entre
eles ocorram. Provavelmente Acanthamoeba spp. se alimentam de
bactérias e nesse processo Pseudomonas spp. se tornam resistentes as
amebas, permanecendo no interior amebiano (GREUB; RAOULT, 2004;
TASHIRO; USCHIYAMA; NOMURA, 2012).

Espécies de Pseudomonas estdo entre as bactérias gram-negativas
frequentemente associadas a infeccBes hospitalares, causando
principalmente infec¢bes respiratérias e de pele em pacientes
imunocomprometidos (PELEG; HOOPER, 2010). Isolados resistentes a
antimicrobianos sdo frequentemente relatados para este género bacteriano
(TASHIRO; USCHIYAMA; NOMURA, 2012).

Acanthamoeba spp. presentes em aparelhos de ar condicionado em
ambientes hospitalares podem servir de possiveis fontes de disseminacéo
de infecches relacionadas a assisténcia & salde. Tanto as amebas
presentes nos aparelhos de ar condicionado quanto as bactérias abrigadas
em seu interior podem acometer individuos suscetiveis causando
infeccBes graves.

5.5.4 Investigacao da presenca de Staphylococcus aureus em isolados
de Acanthamoeba spp.

A investigacdo de S. aureus como MRA foi realizada por PCR
convencional utilizando iniciadores espécie-especificos (SASAKI et al.,
2010). A partir do DNA total dos 39 isolados de Acanthamoeba spp. em
estudo, houve a amplificacdo do DNA de S. aureus em 7 (18%) dos
isolados amebianos. Os isolados de Acanthamoeba que apresentaram
amplificacdo s@o provenientes dos seguintes ambientes do hospital: (9)
Quimioterapia (QT - Consultério 02 G/D), (33, 21) Hemodiéalise (HEM -
Sala de procedimentos central 1 G/D e HEM - Sala de procedimentos
central 2 G/D), (26) Emergéncia (EMG - Sala de reanimagdo F), (30)
Clinica médica | (CMI - Clinica médica | FC), (31) Clinica cirurgica Il
(CCII - Sala de curativos G/D) e (39) Unidade de terapia intensiva (UTI
- Unidade de terapia intensiva FC) (Figura 8).
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Figura 8. Produtos de amplificacdo obtidos por reacdo em cadeia da polimerase
utilizando iniciadores especificos para S. aureus
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(A, B, C, D) — (CP) Controle positivo — S. aureus (ATCC 25923), (CN) Controle
negativo, (1-39) Isolados de Acanthamoeba spp. de diferentes ambientes
hospitalares, (M) Marcador de tamanho molecular de 100 pb. Seta branca indica
o0 tamanho do produto de amplificagdo esperado de 359 pb. Fonte: A autora.

S. aureus & um importante patégeno associado a infecgdes
relacionadas a assisténcia a salde, principalmente em ambiente
hospitalar. Pode causar varias complicagcbes graves como bacteremia,
endocardite, osteomielite e sindrome do choque téxico (RASMUSSEN et
al., 2011; REDDY; SRIRAMA,; DIRISALA, 2017). Possui varios fatores
de viruléncia importantes no processo de desenvolvimento de doengas.
Além disso, muitas cepas de S. aureus tém se mostrado resistentes a
antimicrobianos, como é o caso de S. aureus resistente a meticilina
(MRSA), que tem sido relacionado com pior desfecho clinico quando
comparado a isolados sensiveis a meticilina (POWERS;
WARDENBURG, 2014; HASSOUN; LINDEN; FRIEDMAN, 2017).

InteracOes entre Acanthamoeba spp. e S. aureus ja foram descritas
na literatura. S. aureus é capaz de sobreviver e se multiplicar no interior
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amebiano (MARCIANO-CABRAL, 2004). A caracterizacgdo de S. aureus
como MRA ja foi relatada em estudos de cocultivo, incluindo MRSA
(HUWS et al. 2006; DE SOUZA et al., 2017). Entretanto, a presenca de
S. aureus em isolados ambientais e clinicos de Acanthamoeba néo foi
encontrada na literatura.

Em ensaios de cocultivo de A. polyphaga e S. aureus resistente a
meticilina, foi verificado que MRSA foi capaz de permanecer viavel no
interior amebiano durante 216 horas (9 dias), em condicdes
experimentais. Além disso, o lisado da cultura amebiana foi capaz de
aumentar o crescimento de S. aureus resistente & meticilina, assim como
A. polyphaga obteve maior crescimento na presenca dessa bactéria,
mostrando que a interacdo entre esses dois microrganismos tem influéncia
importante na sobrevivéncia de ambos (DE SOUZA et al., 2017).

Devido a similaridade de Acanthamoeba a macrofagos,
particularmente em relag&o a estrutura celular forams avaliada interagdes
dessas células com S. aureus sensivel a meticilina (MSSA) e MRSA no
estudo de Cardas, Ahmed e Alsam (2012). Os achados revelaram que
MSSA e MRSA exibiram semelhangas na adesdo e invasdo das células de
A. castellanii e macrdfagos humanos; sugerindo que Acanthamoeba
apresenta caracteristicas semelhantes aos macréfagos no processo de
interacdo com MSSA e MRSA. Além disso, verificou-se a sobrevivéncia
dessas bactérias no interior de cistos maduros de Acanthamoeba.
Considerando que os cistos sdo as formas resistentes desse protozoario e
gue podem ser encontrados no ar, esses dados sugerem que
Acanthamoeba spp. pode atuar como “Cavalo de Troia” auxiliando no
processo de propagacdo de MRSA a hospedeiros suscetiveis (CARDAS;
AHMED; ALSAM, 2012).

As amebas podem servir como um “campo de treinamento” para
0s MRAs, pois como ja mencionado, ap6s internalizacdo amebiana os
MRAs adquirem maior facilidade de adaptacdo a células eucarioticas
fagociticas, o que pode facilitar no desenvolvimento de um processo
infeccioso (TOSETTI: CROXATTO; GREUB, 2014). Como sugerido
por Huws et al. (2008), Acanthamoeba spp. podem aumentar a
sobrevivéncia de muitas bactérias patogénicas no ambiente, o que
representa um alto risco para a satde publica, pois estas bactérias ndo séo
afetadas pelo tratamento convencional de biocidas (BALCZUN;
SCHEID, 2017). Este é o primeiro relato da presenca de S. aureus em
isolados de Acanthamoeba em ambientes hospitalares, sendo estes
provenientes de setores como hemodidlise, quimioterapia e UTI. Esses
resultados devem servir de alerta, visto que este protozoario pode estar
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propiciando protecdo dessas bactérias a intervencdes externas e também
dispersando-as em ambientes hospitalares.

5.5.5 Investigacdo da presenca de Legionella spp. em isolados de
Acanthamoeba spp.

Ao investigar a presenca de Legionella spp. por semi-nested PCR
utilizando iniciadores género-especificos (MAGNET et al., 2015), ndo foi
detecta amplificacdo de DNA desta bactéria em nenhum dos isolados
investigados na primeira reacdo da semi-nested PCR. Entretanto, na
segunda reacdo, 26 (66,7%) dos 39 isolados amebianos apresentaram
Legionella spp. como MRA (Tabela 3).

Legionella spp. sdo bactérias intracelulares facultativas,
fastidiosas, amplamente distribuidas em ambientes aquéaticos como
corregos, lagos e rios. Nestes habitats, frequentemente utilizam amebas
de vida livre como hospedeiros para sobrevivéncia intracelular e
multiplicagdo (MISCH, 2016; SPRINGSTON; YOCAVITCH, 2017). O
género Legionella compreende mais de 60 espécies, e destas
aproximadamente 30 sdo capazes de causar infeccbes em humanos
(LANTERNIER et al., 2017). Legionella esta associada principalmente a
duas doengas: Doenga do Legionério, uma forma grave e potencialmente
fatal de pneumonia e a Febre de Pontiac, a qual é uma manifestacdo mais
branda, autolimitada, que ndo evolui para pneumonia (SPRINGSTON;
YOCAVITCH, 2017).
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Tabela 3. Resultado das reacBes em cadeia em polimerase para detecgdo de

Legionella spp.

(continua)

ISOLADOS

Semi-nested PCR

12 reacdo

2% reacdo

CAC - Consultério 01 F

CAC - Consultério 04 F

CC - Sala 01 G/D

CC-Sala 02 G/D

CC -Sala 04 G/D

+ |+ [+

CO - Centro obstétrico FC

CCI - Leito 406 G/D

CCI - Leito 410 G/D

CCI - Sala de procedimentos G/D

CCII - Sala de curativos G/D

CMI - 309F

CMI - 310A

CMI - 310F

CMI - 311A

[+ [+

CMI - 311F

CMI - Clinica médica | FC

CMII -314 A

+ |+ |

CMII - 324 A

EMG - Ala direita F

EMG - Ala esquerda F

EMG - Sala de reanimacao F

+ 1

EST - Arsenal F

EST - Sala de preparo F

GIN - Quarto 202 A

GIN - Quarto 202 F

+ |+ |+

GIN - Consultorio 02A

GIN - Consultério 02F

HEM - Sala de procedimentos 1 G/D

HEM - Sala de procedimentos 2 G/D

HEM - Sala de repouso F

OFT - Sala de espera F

OFT - Consultério 02 F

PED - Sala de cuidados especiais A

PED - Sala de cuidados especiais F

QT - Consultoério 01G/D

F ||+ ]

QT - Consultério 02 G/D
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Tabela 3. Resultado das reacBes em cadeia em polimerase para detecgdo de

Legionella spp. (concluséo)
ISOLADOS Seimi-nested PCR i}
1% reacdo 2% reacdo
QT - Sala de procedimentos G/D - -
QT - Quimioterapia FC - +
UTI - Unidade de terapia intensiva FC - +

(CAC) Centro Ambulatorial Cirdrgico, (CC) Centro Cirlrgico, (CO) Centro
Obstétrico, (CCI) Clinica Cirurgica I, (CCII) Clinica Cirargica I, (CMI) Clinica
Médica I, (CMII) Clinica Médica Il, (EMG) Emergéncia, (EST) Esterilizagao,
(GIN) Ginecologia, (HEM) Hemodialise, (OFT) Oftalmologia, (PED) Pediatria,
(QT) Quimioterapia, (UTI) Unidade de Terapia Intensiva, (A) Aleta, (F) Filtro,
(FC) Filtro Central e (G/D) Grelha/Difusor, (-) Nao detectado, (+) Detectado.
Fonte: A autora.

Dentre 0s MRAS, 0 género Legionella é um dos mais relatados e
investigados devido a morbimortalidade significativa associada a esta
bactéria. Nos Estados Unidos e Austrélia, taxas de mortalidade de 14%
foram atribuidas a infec¢cdes hospitalares causadas por Legionella spp. e
entre 5 a 10% das infeccbes sdo adquiridas na comunidade
(PALUSINSKA-SZYSZ; CENDROWSKA-PINKOSZ, 2009). No
Brasil, sdo poucos os relatos de infec¢bes causadas por Legionella spp.,
ocorrendo provavelmente subnotificagdo dos casos. Alguns casos de
infeccOes ja foram descritos em Séo Paulo (GOMES et al., 1989; LEVIN
et al., 1993) e no Rio Grande do Sul (CHEDID et al., 2005). A alta
mortalidade esta relacionada ao diagndstico tardio e terapia inadequada.
Algumas espécies de Legionella sdo consideradas patdgenos
oportunistas, pois podem causar infeccGes em individuos
imunocomprometidos (CUNHA; BURILLO; BOUZA, 2016). Fatores de
risco incluem, ser homem com mais de 50 anos de idade, diabetes,
tabagismo, insuficiéncia renal que requer dialise, transplante de 6rgédos,
tratamento com corticosteroides, SIDA e outras doengas subjacentes
como céncer (BORELLA et al., 2016; SPRINGSTON; YOCAVITH,
2017).

DescricOes de surtos de infecgbes por Legionella em ambientes
hospitalares foram associados a inalacdo bacteriana a partir de &gua
potavel, fontes decorativas e torres de resfriamento contaminadas por
Legionella spp. (HAUPT et al., 2012; DECKER; PALMORE, 2013).
Espécies de Acanthamoeba ja foram descritas albergando Legionella spp.
em seu interior em amostras de agua (torneiras, chuveiros e ventiladores
umidificadores) de um hospital Iraniano. As amostras eram
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representativas de ambientes como: unidade de terapia intensiva, centro
cirurgico, enfermaria, dentre outras (DOUST et al., 2008).

O padrdo ouro para o diagnéstico de doencas causadas por
Legionella é a cultura, apresentando boa especificidade, porém
sensibilidade relativamente baixa (DIEDEREN, 2008). Por esse motivo,
outros métodos, como PCR, tém sido empregados para diagndstico e
monitoramento dessa bactéria em amostras ambientais (CARRATALA;
GARCIA-VIDAL, 2010; WHILEY; TAYLOR, 2016).

A técnica de semi-nested PCR tem sido utilizada para detectar
Legionella spp. em amostras de agua de forma simultanea a cultura,
visando aumentar a sensibilidade de deteccdo de Legionella em amostras
de &gua e reduzir interferéncia de inibidores de PCR, 0s quais sdo muito
frequentes nesse tipo de amostra (MIYAMOTO et al., 1997; HUANG et
al., 2011). Acredita-se que devido a essa técnica ser composta por duas
reacdes de PCR, boa parte dos inibidores, se presentes, sdo reduzidos pela
diluicdo da amostra ao realizar a segunda reacdo, consequentemente
contribuindo para aumento da sensibilidade do método (MIYAMOTO et
al., 1997).

No estudo realizado por Miyamoto et al. (1997), as taxas de
deteccdo de Legionella spp. em amostras de agua provenientes de torres
de resfriamento foram 91,8% (45 de 49) pelo ensaio de semi-nested PCR
e 79,5% (39 de 49) pelo método de cultura. Huang et al. (2011) avaliaram
a presenca de Legionella spp. em amostras de agua em Taiwan.
Utilizando o mesmo ensaio de semi-nested PCR, verificaram que a
técnica permitiu detectar Legionella spp. em 23,5% (16 de 68) e 0 método
de cultura 11,8% (8 de 68) das amostras. Os autores destacam a
importancia do uso de uma metodologia mais sensivel simultanea a
realizacdo da cultura bacteriana.

Em uma investigacdo realizada por Magnet et al. (2015), a
presenca de Legionella spp. em isolados ambientais de Acanthamoeba foi
relatada em 43 (76,8%) dos 56 isolados acantamebianos obtidos no
estudo. A semi-nested PCR era composta primeiramente por uma reacao
de PCR convencional e a segunda uma rea¢do por PCR em tempo real,
assim como no presente estudo. Os isolados amebianos eram provenientes
de estacgdes de tratamento de &gua e de piscinas naturais da Espanha. Em
nosso estudo, obteve-se uma positividade semelhante de 66,7% para a
presenca de Legionella spp. como MRA nos isolados amebianos
avaliados.

Estudos realizados no Brasil, que investigaram Legionella spp.
como MRA ndo detectaram esta bactéria em isolados amebianos
(MASCHIO, 2013; SOARES, 2016). Ressaltamos que nesses trabalhos
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foi utilizada PCR convencional para deteccdo, a qual é menos sensivel
gue o uso de semi-nested PCR, principalmente se contém em sua segunda
reacio uma PCR em tempo real (WOJCIK-FATLA; STOJEK;
DUTKIEWICZ, 2012).

Os resultados obtidos neste estudo permitiram evidenciar a
importancia do uso de um método mais sensivel para deteccdo de
Legionella como MRA. Nos resultados (Tabela 3) da primeira reagéo da
semi-nested PCR, que é constituida de uma PCR convencional, ndo foi
detectada amplificacdo de Legionella nos isolados amebianos. Entretanto,
ao realizar a segunda etapa da reacdo, a qual é composta de uma PCR em
tempo real, obteve-se amplificacdo de Legionella em 26 (66,7%) dos 39
isolados de Acanthamoeba.

No meio ambiente, as espécies de Legionella podem estar
associadas a biofilmes, assim como Acanthamoeba spp. frequentemente
estdo associadas a essas comunidades microbianas, favorecendo desta
forma o contanto desses microrganismos (CARRATALA; GARCIA-
VIDAL, 2010). Todas as espécies de Legionella estudadas até 0 momento
ttm a capacidade de infectar e se replicar no interior de AVL
(SHEEHAN; HENSON; FERRIS, 2005; DECLERCK et al., 2007;
DECLERCK, 2010). A associacdo de Legionella spp. com amebas pode
acarretar em fendtipos bacterianos mais virulentos, auxiliar na dispersao
e proporcionar protecdo contra condigdes ambientais adversas ou acdo de
biocidas, como calor excessivo e cloro (MERCANTE; WINCHELL,
2015). Estudos indicam que Legionella hospedada por amebas
apresentam de 30 a 120 vezes mais prote¢do a agentes usualmente
empregados no tratamento de agua (SPRINGSTON; YOCAVITCH,
2017).

Considerando que a presenca de Legionella spp. em ambientes
hospitalares estd associada a surtos de doencas causadas por essa bactéria
(AGARWAL; ABELL; FILE, 2016) e que amebas infectadas poderiam
ser as particulas infecciosas que carreiam Legionella spp. aos pulmdes
(GREUB; RAOQULT, 2004), os resultados aqui apresentados merecem
uma atencdo especial, pois a associacdo desses microrganismos pode ser
considerada uma ameaca potencial a salide, para as pessoas que circulam
pelos ambientes do hospital, mas principalmente para os pacientes
hospitalizados, o0s quais estdo mais propensos ao desenvolvimento de
infeccBes. A presenca de Legionella spp. em isolados de Acanthamoeba
spp. de ambientes como centro cirdrgico, hemodialise, quimioterapia e
Unidade de Terapia Intensiva, indica a necessidade da adesdo de medidas
preventivas para o controle amebiano e bacteriano nesses locais.
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Um dos aspectos relevantes no estudo de MRAs se deve ao
potencial da interacdo ameba-bactéria de influenciar na patogenicidade,
viruléncia ou até mesmo na suscetibilidade de Acanthamoeba spp. aos
antimicrobianos (IOVIENO et al., 2010). Os resultados da investigacdo
de MRAs do isolado CCII - Sala de curativos G/D corroboram com esta
afirmacdo. Esse isolado foi classificado como patogénico e considerado
como possivelmente o mais virulento deste estudo, sendo que 0 mesmo
apresentou todos 0s MRAs investigados por métodos moleculares. Além
deste isolado, o CC - Sala 04 G/D considerado patogénico também
apresentou todos 0s MRAS, com excecdo de S. aureus.
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6. CONCLUSOES

Os isolados de ambientes hospitalares incluidos neste estudo foram
confirmados como pertencentes ao género Acanthamoeba, sendo
identificados os genotipos T4, T5 e T11. A prevaléncia do gendétipo T4
foi verificada, assim como em outros estudos. Este gendtipo encontra-se
mais disperso no ambiente e associado a maioria dos casos de infecgdes
em humanos.

Os ensaios de patogenicidade por parametros fisiol6gicos
demonstraram  majoritariamente a presenca de isolados com
patogenicidade intermediaria, seguido de isolados patogénicos, entretanto
ensaios in vivo fazem-se necessarios para confirmar essa caracterizacao.

Espécies de Acanthamoeba podem servir como possiveis fontes de
disseminacdo de infeccBes relacionadas a assisténcia & saude, pois
exercem a funcdo de reservatorios de microrganismos patogénicos como
K. pneumoniae, Legionella spp., Pseudomonas spp., e S. aureus em
ambientes hospitalares. Cabe ressaltar que as préprias amebas também
tém capacidade de causar infecgdes e 0s gendtipos identificados nesse
estudo ja foram relatados como causadores de infecgdes em humanos.
Além disso, alguns isolados apresentaram perfil patogénico quando
avaliados, destacando-se o isolado CCIl - Sala de curativos G/D,
classificado como patogénico, considerado como possivelmente o mais
virulento deste estudo e que apresentou todos os MRAS investigados.
Dessa forma, individuos hospitalizados expostos as amebas, 0s quais
frequentemente apresentam-se imunologicamente suscetiveis a infecgdes,
poderiam ser acometidos por infeccBes causadas por esses
microrganismos.

Este foi o primeiro relato de K. pneumoniae e S. aureus como
MRAs em isolados ambientais de Acanthamoeba. Além disso este foi o
primeiro estudo realizado no Brasil que detectou Legionella spp. como
MRA em isolados de Acanthamoeba.

Acanthamoeba spp. presentes em aparelhos de ar condicionado
podem ser utilizadas como marcador da qualidade microbioldgica do ar
em ambiente hospitalar, visto que neste estudo todos os isolados
amebianos apresentaram MRASs em seu interior. Além disso, observa-se
a necessidade de procedimentos de desinfeccdo mais eficientes para
controlar a presenca de amebas e outros microrganismos nos sistemas de
ar condicionado no hospital analisado.

Mais estudos avaliando a presenca dessas amebas e MRAs devem
ser conduzidos em ambientes hospitalares, a fim de obter dados
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epidemioldgicos e ter o conhecimento do real papel desses protozoarios
em ambientes hospitalares.
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APENDICE A - Amostras de poeira obtidas de aparelhos de ar
condicionado e isolamento de amebas de vida livre em hospital

publico de Floriandpolis, SC (continua)
SETOR DE C%ULhé$§§£§R AMBIENTES/
COLETA SETOR POSITIVIDADE
Centro Consultério 01 F/(+)
Ambulatorial 02 -
Cirdrgico (CAC) Consultério 04 F/(+)
S Sala 01 G/D/(+)
Ce”tm(gc")”rg'co 03 Sala 02 G/DI(+)
Sala 04 G/D/(+)
i Sala de cesaria A/(-)
Centro(g(l;;tetrlco 03 Sala de parto A/(-)
Centro obstétrico FC/(+)
Clinica Cirdrgia | Leito 406 G/D/(+)
<oy g 03 Leito 410 G/D/(+)
Sala de procedimentos G/D/(+)
Clinica Cirdrgica Il .
(cclny 01 Sala de curativos G/D/(+)
309A/(+/ 309F/(+)
Clinica Médica | NA)
'“"Eng) ca 07 310A/(+) 310F/(+)
311A/(+) 311F/(+)
Clinica médica | FC/(+)
314 Al(+)
Clinica Médica Il 04 316 A/(+/INA)
(CMII) 324 Al(+)
Clinica médica Il FC/(+/NA)
Ala direita F/(+)
Emergéncia (EMG) 03 Ala esquerda F/(+)
Sala de reanimagdo F/(+)
Arsenal A/(-) Arsenal F/(+)
Esterilizacdo (EST) 04 Sala de Sala de preparo
preparo A/(-) F/(+)
Quarto 202 Quarto 202
. . Al(+) F/(+)
Ginecologia (GIN) 04 Consultério Consultério
02A/(+) 02F/(+)
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APENDICE A - Amostras de poeira obtidas de aparelhos de ar
condicionado e isolamento de amebas de vida livre em hospital

publico de Florianopolis, SC

(concluséo)

NUMERO DE

SETOR DE AMBIENTES/
COLETAS POR
COLETA SETOR POSITIVIDADE
Sala de procedimentos central 1A
G/DI(+)
Hemodidlise 04 Sala de procedimentos central 2A
(HEM) G/DI(+)
Sala de Sala de repouso
repouso A/(-) F/(+)
Oftalmologia Salagj espera | Sala d/e espera
(OFT) 03 0 __L __FE)
Consultério 02 F / (+)

S?Ia de Sala de
cuidados -
especiais cu[dz_a\dos

Al(+) especiais F/(+)

Sala de Salade

Pediatria (PED) 08 procedimentos | procedimentos
especiais A/(-) | especiais F/(-)
Sala de Sala de
lactantes F/(-) lactantes F/(-)
Sala de Sala de lactarios
lactrios A/(-) F/(-)
Consultério 01G/D/(+)
Quimioterapia 04 Consultério 02 G/D/(+)
(QT) Sala de procedimentos G/D/(+)
Quimioterapia FC/(+)
Terligilz??gfeggiva 01 Unidade deth/rapia intensiva
(UTI) *)
Total 54 42 (+13NA)

Aleta (A); Filtro (F); Filtro Central (FC); Grelha/Difusor (G/D); Ndo Axénicos
(NA); Negativos para presenca de AVL (-) Positivos para presenca de AVL (+).
Fonte: Adaptado de Macedo (2016).
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ANEXO A — Meio Proteose Peptona Extrato de Levedo e Glicose
(PYG)pH 6,5%0,2

7,5 g de Proteose peptona

0,75 g de Extrato de levedo

0,98 g de Sulfato de Magnésio (MgS04.7H20)

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

1 g de Citrato de sodio (NasCsHs07.2H,0)

0,02 g de Sulfato ferroso amoniacal [Fe(NH4)2(S04)2.6H20]
0,034 g de Diidrogenofosfato de potassio (KH2POa)

0,355 g de Hidrogenofosfato dissddico anidro (Na;HPO.)
15 g de Glicose (Ce¢H120¢)

Agua destilada g.s.p 1000 mL

Preparo: Todos os componentes foram dissolvidos na ordem apresentada,
com excec¢do do CaCl; que foi dissolvido separadamente e adicionado
posterior ao resfriamento da solucéo. O pH foi ajustado em 6,5+ 0,2 e a
solucdo esterilizada por autoclavagem (121 °C por 15 minutos).
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ANEXO B — Agar N&o-Nutriente 1,5%

1,5 g de Agar-Agar
100 mL de Solugéo Salina de Page* (1X)

Preparo: O &gar foi dissolvido em 100 mL da solucdo salina, aquecido até
completa dissolucdo e esterilizado por autoclavagem (121 °C por 15
minutos).

*Solugdo Salina de Page (10X)

120 mg de Cloreto de sddio (NaCl)

4 mg de Sulfato de magnésio (MgS04.7H20)

142 mg de Hidrogenofosfato dissddico anidro (NazHPQO,)
136 mg de Diidrogenofosfato de potassio (KH2PO4)

4 mg de Cloreto de calcio (CaCl,. 2H20)

Agua destilada g.s.p 1000 mL

Preparo: Todos os componentes foram dissolvidos na ordem apresentada,
com excec¢do do CaCl; que foi dissolvido separadamente e adicionado
posterior ao resfriamento da solucéo. O pH foi ajustado em 6,5+ 0,2 e a
solucdo esterilizada por autoclavagem (121 °C por 15 minutos).



