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RESUMO

O género Acanthamoeba compreende protozodrios anfizoicos que estdo presentes nos
mais diversos ambientes, podendo causar no homem doencas graves, como a ceratite
amebiana e a encefalite amebiana granulomatosa. Os fatores envolvidos na
patogenicidade de Acanthamoeba ndo sdo inteiramente conhecidos, por isso, alguns
marcadores vém sendo investigados na tentativa de identificar linhagens capazes de
causar infeccdo. O objetivo deste trabalho foi investigar a ocorréncia de Acanthamoeba
em amostras clinicas e ambientais, bem como caracterizar os isolados obtidos por
parametros morfoldgicos, genotipagem e avaliagdo do potencial patogénico. Foram
coletadas amostras de raspado de cornea de pacientes com suspeita de ceratite amebiana
e amostras ambientais provenientes de poeira, solo, piscina, agua potavel, dgua de
inundacdo e agua do mar da regido metropolitana de Vitéria-ES. Todas as amostras
foram cultivadas em meio agar soja. Além da cultura, as amostras de raspado de cornea
também foram coletadas em salina de Page e submetidas a uma rea¢do de semi-nested
PCR. Culturas positivas para Acanthamoeba, identificadas com base na morfologia dos
cistos e trofozoitos, foram selecionadas, clonadas e classificadas nos grupos
morfolégicos I, II ou IIl. A genotipagem dos isolados foi realizada a partir do
sequenciamento parcial do gene 18S rDNA e o potencial patogénico das culturas
clonadas foi avaliado por meio de ensaios de termotolerancia e osmotolerancia. Foram
cultivadas em dgar 90 amostras ambientais, 16 de raspado de cornea e nove de lentes de
contato (LC). Dessas, 38 (33 ambientais, quatro clinicas e uma de LC) foram positivas
para Acanthamoeba, sendo obtidos 28 clones (24 ambientais, trés clinicos ¢ um de LC).
Dentre eles, 26 apresentaram caracteristicas morfoldgicas do grupo II, um do grupo I
(solo) e um clone (4gua potavel) ndo foi classificado de acordo com os parametros
morfologicos de classificacdo. Quatro casos de ceratite amebiana foram confirmados
somente por diagnostico molecular. Todos os isolados clinicos, o de LC e a maioria dos
isolados ambientais sequenciados foram classificados como pertencentes ao gendtipo
T4. Dentre os isolados ambientais, dois foram agrupados no genoétipo T11 (piscina) e
um no T1 (poeira). Todos os isolados clonados submetidos aos ensaios de
termotolerancia apresentaram crescimento a 28°C e a 37°C. Em contrapartida, nenhum
isolado cresceu a 42°C. Nos testes de osmotolerancia, todos os isolados se
desenvolveram a 0,1M ¢ a 0,5M de manitol ¢ a maioria deles cresceu a concentracdo de
1,OM. Os resultados deste estudo pioneiro no Espirito Santo confirmam a
predominancia do grupo morfologico II e do gendtipo T4 em isolados clinicos e
ambientais de Acanthamoeba e relata pela primeira vez no Brasil o isolamento de
Acanthamoeba pertencente ao gendtipo T1. Este trabalho demonstra também a presenca
de isolados potencialmente patogénicos no ambiente, inclusive em amostras de agua de
inundacdo e de agua do mar, o que pode representar um fator de risco para o
desenvolvimento de infec¢des causadas por Acanthamoeba. Além disso, a metodologia
desenvolvida neste estudo podera ser utilizada para um diagnoéstico mais rapido,
sensivel e especifico de ceratite por Acanthamoeba.

Palavras-chave:  Acanthamoeba,  isolamento,  genotipagem, termotolerancia,
osmotolerancia.



ABSTRACT

The genus Acanthamoeba comprises amphizoic protozoa with a wide environment
distribution. They can cause serious diseases in humans, such as amoebic keratitis and
granulomatous amoebic encephalitis. Thus, the factors involved in the pathogenicity of
Acanthamoeba are being investigated as major interests to identify strains able to cause
infection. The aim of this study was to investigate the occurrence of Acanthamoeba both
in clinical and environmental samples, characterize the isolates by morphological
parameters, genotyping and also evaluate the pathogenic potential. Clinical samples
were collected from patients with a suspicious diagnosis of amoebic keratitis throughout
corneal scrapings. Environmental samples were collected from dust, soil, swimming
pool, tap, sea, and flood waters in Vitoria metropolitan regions, Espirito Santo State,
Brazil. All samples were cultured on soy agar. Samples from corneal scrapings were
also collected in Page saline and subjected to a reaction of semi-nested PCR. Positive
cultures for Acanthamoeba, previously identified based on the cysts and trophozoites
morphology, were selected, cloned and classified into morphological groups I, II or III.
Genotyping of isolates was performed by partially sequencing the 18S rDNA gene
while the pathogenic potential of cloned cultures was assessed by thermo and
osmotolerance assays. From all samples cultured on agar, 90 were from environmental
sources, 16 from corneal scrapings and nine from contact lenses (CL). Of these, 38 (33
from environmental samples, four from clinical samples and one from CL sample) were
positive for Acanthamoeba. Among the 38 positive isolates, 28 were successfully
cloned (24 from environmental isolates, three from clinical isolates and one from CL
isolate). Twenty six cloned samples showed morphological characteristics of group II,
one of group I (soil) and one (tap water) could not be classified according to
morphological parameters. Four cases of amoebic keratitis could only be confirmed by
molecular diagnosis. All clinical, CL and most of the environmental isolates sequenced
were classified as T4 genotype. Among the environmental isolates, two were grouped in
genotype T11 (pool) and one in Tl (dust). All cloned isolates subjected to the
thermotolerance assay grew at 28 °C and 37 °C. The same result was observed in
osmotolerance tests at 0.1M and 0.5M mannitol. Neverthless, while most of the cloned
isolates were able to grow at 1.0M mannitol, none of the isolates were able to grow at
42 °C. The present study confirms the predominance of morphological group II and
genotype T4 in clinical and environmental isolates of Acanthamoeba in Espirito Santo
State and first time reports the T1 genotype isolation of Acanthamoeba in Brazil. This
work also demonstrates the presence of potentially pathogenic isolates at the
environment, including samples of flood and sea waters, which may represent a risk
factor for the development of infections caused by Acanthamoeba. Furthermore, the
methodology used in this study could be used for a fast, sensitive and specific diagnosis
of Acanthamoeba keratitis.

Keywords: Acanthamoeba, isolation, genotyping, thermotolerance, osmotolerance.
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1 INTRODUCAO

Amebas de vida livre do género Acanthamoeba (Amoebozoa) sdo protozoarios
ubiquos no ambiente que sobrevivem na natureza principalmente como predadores de
bactérias. Sob determinadas condig¢des, no entanto, essas amebas podem assumir o papel
ecoldgico de parasitas, causando no homem doengas graves e algumas vezes fatais (KHAN,
2006). Em individuos imunocomprometidos causam uma série de infecgdes sistémicas,
incluindo a encefalite amebiana granulomatosa, doenca usualmente fatal (STEINBERG et al,
2002; BLOCH e SCHUSTER, 2005). Por outro lado, a ceratite causada por Acanthamoeba,
infeccdo progressiva, de dificil tratamento e que pode levar a cegueira, acomete individuos
imunologicamente competentes, tendo como principal fator de risco o uso de lentes de contato
(CHEW et al, 2011). Além disso, Acanthamoeba pode servir de reservatorio para varios
microorganismos patogénicos para o homem, como virus, leveduras, bactérias e protozodrios,

contribuindo para a sobrevivéncia e dispersdao dos mesmos no ambiente (KHAN, 2009).

Todas as espécies de Acanthamoeba sao definidas segundo pardmetros morfoldgicos e
classificadas de acordo com as caracteristicas de seus cistos em trés grupos, numerados de I a
III, como descrito por Pussard ¢ Pons (1977) (VISVESVARA et al, 2007). No entanto,
estudos moleculares recentes baseados na sequéncia do gene 18S rDNA demonstram que o
género Acanthamoeba compreende 17 gendtipos diferentes, o que tem permitido uma
classificagdo mais precisa e coerente dos isolados (STOTHARD et al, 1998; CORSARO ¢
VENDITTI, 2010; NUPRASERT et al, 2010).

Como os mecanismos associados a patogenia das doencas causadas por Acanthamoeba
ndo sdo completamente conhecidos, laboratorios de pesquisa no mundo todo buscam por
possiveis relagdes existentes entre os diferentes genotipos e a capacidade de Acanthamoeba
causar infec¢do. Além disso, varios outros parametros relacionados a biologia dessas amebas
tém sido investigados e testados com o objetivo de determinar marcadores adequados para a
identificacdo de isolados potencialmente patogénicos (KILIC et al, 2004; DA ROCHA-
AZEVEDO e COSTA e SILVA-FILHO, 2007).

Levando em consideragdo a crescente populacdo de usuarios de lentes de contato, o
aumento do numero de individuos imunocomprometidos ¢ o fato de que Acanthamoeba esta
presente em uma grande variedade de habitats, a discriminagdo entre cepas patogé€nicas ¢ nao

patogénicas ¢ fundamental para se avaliar o risco de infec¢do humana, bem como realizar o
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diagnodstico das infecgdes causadas por esses protozoarios (WALOCHNIK et al, 2000b;
SPANAKOS et al, 2006; VISVESVARA e SCHUSTER, 2008).

Embora Acanthamoeba ja tenha sido isolada de alguns ambientes no Brasil, ainda sdo
poucos os dados que se tem a respeito do potencial patogénico desses isolados, assim como os
estudos que determinam a classificacdo genotipica dos mesmos, sendo que quase ndo ha
informacdo sobre o isolamento e a caracterizagdo de cepas clinicas obtidas no Brasil. Neste
contexto, este trabalho se propde a determinar a presenga de Acanthamoeba em amostras
clinicas e ambientais em Vitoria e regido metropolitana (ES) e realizar a genotipagem dos
isolados obtidos, além de utilizar determinantes fisioldgicos, como o crescimento em
temperaturas ¢ osmolaridades aumentadas, para inferir sobre o potencial patogénico dos
isolados. Além disso, este trabalho pretende contribuir com informagdes que possam
aperfeicoar o diagnéstico de ceratite amebiana no Estado, de modo a suprir a demanda que

existe atualmente.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Amebas de vida livre potencialmente patogénicas

Amebas de Vida Livre (AVL) potencialmente patogénicas sdo protozoarios que,
embora sejam organismos que existam naturalmente sob a forma de vida livre, também
possuem a capacidade de sobreviver como parasitas, causando infec¢des no homem e em
outros animais, sendo, por isso, chamadas de amebas anfizoicas (MARTINEZ e

JANITSCHKE, 1985; VISVESVARA e SCHUSTER, 2008).

Sabe-se atualmente que AVL potencialmente patogénicas sdo aquelas pertencentes aos
géneros Naegleria, Acanthamoeba, Balamuthia e Sappinia. Dentre as espécies descritas de
Naegleria, somente Naegleria fowleri ¢ responsavel por casos de meningoencefalite amebiana
priméaria, uma infeccao aguda e fulminante que acomete individuos jovens e saudaveis; varias
espécies de Acanthamoeba causam encefalite, infecgdo da cornea, do pulmao, da pele ¢ de
varios outros 0rgaos; Balamuthia mandrillaris também ¢é reconhecida por causar encefalite e
infeccoes da pele e do pulmao, além de infecgdes sist€micas. Tanto Acanthamoeba como
Balamuthia causam doengas em individuos imunocomprometidos ¢ imunocompetentes; e
recentemente, o género Sappinia foi identificado como agente etiolégioco de encefalite em
um paciente sem qualquer comprometimento imunoldgico (SCHUSTER e VISVESVARA,
2004; VISVESVARA, 2010).

Dentre essas AVL, Naegleria foi o primeiro género a ser isolado, sendo inicialmente
descrito como Amoeba por Shardinger (1899) e posteriormente como Naegleria por Alexeiff
(1912) (DE JONCKHEERE, 2002). No entanto, somente em 1958 foi relatado pela primeira
vez o potencial patogénico das AVL. Apos a contaminacdo de culturas de células utilizadas
para a producdo de uma vacina contra a poliomelite, Culbertson et al (1958), na tentativa de
identificar e testar o potencial patogénico dos agentes contaminantes, inocularam em
camundongos e macacos uma suspensdo dessas culturas. Dentro de poucos dias apos a
inoculagdo, foi observado o desenvolvimento de quadros fatais de encefalite nesses animais, €
a demonstragdo de cistos e trofozoitos em tecidos do cérebro ¢ da medula espinhal dos
mesmos revelaram que amebas eram os agentes causadores da infecgao e, portanto, eram os
organismos que haviam contaminado as culturas celulares. Essas amebas foram identificadas
posteriormente como pertencentes ao género Acanthamoeba, descrito até entdo como nao

patogénico (CULBERTSON et al, 1959; MARCIANO-CABRAL e CABRAL, 2003).
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O primeiro relato de doenca humana causada por AVL foi descrito em 1965 por
Fowler e Carter, quando um caso de meningoencefalite ocorreu na Australia. O agente
etiologico da infecg¢do, primeiramente identificado como Acanthamoeba, foi reconhecido
posteriormente como Naegleria fowleri. Logo em seguida, Butt (1966) relatou o primeiro
caso de infec¢do causada por N. fowleri nos Estados Unidos e o termo meningoencefalite
amebiana primaria passou a ser utilizado para descrever a doenca (SCHUSTER e
VISVESVARA, 2004). Desde entdo, varios casos de doengas causadas por AVL tém sido
descritos no mundo todo (LORENZO-MORALES et al, 2011).

Em 1972, Janger e Stamm descreveram pela primeira vez em humano um caso de
encefalite amebiana granulomatosa causada por Acanthamoeba (KHAN, 2006). Alguns anos
depois, foram relatados os primeiros casos de ceratite por Acanthamoeba, o primeiro no Reino
Unido, por Nagington et al em 1974, ¢ o segundo nos Estados Unidos, por Jones et al em
1975 (SCHUSTER e VISVESVARA, 2004). No Brasil, os primeiros casos de infecgdes da
cornea causadas por Acanthamoeba foram descritos por Nosé et al em 1988 (CARVALHO et
al, 2009).

O género Balamuthia e a espécie Balamuthia mandrillaris foram descritos pela
primeira vez em 1993 a partir de um isolado amebiano (inicialmente identificado como
Leptomyxa) obtido do cérebro de uma fémea de babuino gravida que havia morrido anos antes
devido a uma meningoencefalite. A partir dai e com o desenvolvimento de anticorpos anti-
Balamuthia, varios casos de encefalite causados por essa ameba foram diagnosticados
retrospectivamente por meio de testes de imunofluorescéncia indireta (VISVESVARA et al,
1990, 1993; VISVESVARA, 2010). Desde entdo, casos de encefalite no homem e em outros
animais, embora raros, t€tm sido descritos (DENNEY et al, 1997; KINDE et al, 1998;
TAVARES et al, 2006). At¢é o momento, B. mandrillaris ¢ a Unica espécie pertencente ao

género (LORENZO-MORALES et al, 2011).

Em 2001, o género Sappinia foi descrito como o agente causador de um quadro de
encefalite em um homem imunocompetente, tornando-se mais um género de AVL
reconhecidamente anfizéico. A ameba foi primeiramente descrita como S. diploidea, sendo
recentemente identificada como S. pedata por técnicas moleculares. Atualmente, somente
essas duas espécies de Sappinia sdo reconhecidas e nenhum outro caso de doenga causada por

essa ameba foi relatado (QVARNSTROM et al, 2009; DIAZ, 2010; VISVESVARA, 2010).
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2.2 O género Acanthamoeba

2.2.1 Morfologia e ciclo de vida

Espécies do género Acanthamoeba apresentam em seu ciclo de vida uma fase
trofozoitica (Figura 1a), que ¢ a forma vegetativa da ameba, e uma fase cistica (Figura 1b),
que representa a forma de resisténcia da mesma (CHAVEZ-MUNGUIA et al, 2005;
VISVESVARA et al, 2007; FOUQUE et al, 2012).

O tamanho dos trofozoitos varia de 15 a 50 um, dependendo da espécie analisada.
Caracterizam-se principalmente pela presenca de projecdes na membrana plasmatica que se
apresentam sob a forma de espinhos superficiais, denominados acantapddios (Figura 1a)
(VISVESVARA et al, 2007). Essas estruturas sdo importantes para locomocgao, captura de
alimento e adesdo a superficies. O citoplasma ¢ granuloso e apresenta um ou mais vacuolos
contrateis evidentes (Figura 1a) (PRESTON et al, 2001; KHAN 2006). Sao aerdbicos
(LLOYD et al, 1983) e se alimentam de bactérias, algas e leveduras por fagocitose e de
matéria organica liquida por pinocitose (KHAN 2006; GONZALEZ-ROBLES et al, 2009;
SMITH et al, 2010). A reproducao ¢ assexuada e ocorre por divisdo binaria (VISVESVARA
et al, 2007, VISVESVARA ¢ SCHUSTER, 2008). Geralmente, trofozoitos ¢ cistos de
Acanthamoeba apresentam somente um nucleo, com um grande e denso nucléolo central

(Figura 1a) (MARCIANO-CABRAL e CABRAL, 2003; FOUQUE et al, 2012).

Os cistos variam de 10 a 25 pm de didmetro e apresentam parede dupla, formada pelo
endocisto (parede interna) e pelo ectocisto (parede externa) (Figura 1b). De forma geral, o
endocisto ¢ mais espesso ¢ contém celulose, podendo se apresentar de diversas formas, que
variam de esférica a estrelada, enquanto que o ectocisto ¢ fino e enrugado, sendo composto
principalmente por proteinas (Figura 1b) (VISVESVARA et al, 2007). A parede dupla dos
cistos de Acanthamoeba se caracteriza pela presenca de juncdes esparsas entre o endocisto € o
ectocisto, que variam em nimero de acordo com a espécie e a cepa analisada. Essas juncdes
sdo denominadas poros ou ostiolos (Figura 1b) ¢ cada um deles ¢ obturado por um opérculo,
estrutura que possibilita a liberagdo do trofozoito durante o processo de desencistamento, que
ocorre quando as condi¢des do meio sdo favoraveis (PUSSARD e PONS, 1977; CHAVEZ-
MUNGUIA et al, 2005).
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Figura 1: Formas evolutivas de Acanthamoeba: (a) trofozoito com
acantapaddios (A), vacuolos contrateis (VC) e nicleo (N) com nucléolo central
(Nc); (b) cistos com parede dupla (En: endocisto; Ec: ectocisto; Os: ostiolo).
Barra: 20um1.

Fonte: modificado de Costa et al (2010).

Em contrapartida, o encistamento ocorre sob condigdes ambientais adversas, como
falta de nutrientes, desseca¢do ¢ mudangas de pH, temperatura ¢ osmolaridade (CHAGLA e
GRIFFITHS, 1974; MARCIANO-CABRAL e CABRAL, 2003; KHAN, 2006). A fase cistica
de Acanthamoeba é reconhecida por suportar uma variedade de condi¢des fisicas e quimicas
extremas, incluindo elevadas doses de radiagdo gama e ultravioleta, altas temperaturas,
congelamento em nitrogénio liquido e presenca de desinfetantes e antimicrobianos
(KILVINGTON, 1989; AKSOZEK et al, 2002; COULON et al, 2010). A grande resisténcia
dos cistos, além de conferir protecdo a ameba, ¢ importante também para a dispersdo e
persisténcia do género no ambiente (CHAVEZ-MUNGUiA et al, 2005; FOUQUE et al,
2012). Ja foi demonstrado, por exemplo, que cistos de Acanthamoeba podem permanecer
viaveis in vitro durante 24 meses a temperatura ambiente, 8 meses a -10 °C (BIDDICK et al,

1984) e ap6s 21 anos de dessecagdo (SRIRAM et al, 2008).

2.2.2 Distribuicio ambiental

Dentre as AVL, o género Acanthamoeba ¢ o mais encontrado no ambiente. A
distribui¢do cosmopolita e a ubiquidade do mesmo permitem que essas amebas sejam isoladas
dos mais diversos habitats, constituindo talvez o grupo de protozoarios de vida livre mais

abundante na natureza (PAGE, 1988).

"No artigo original foi colocado erroneamente que o tamanho da barra corresponde a 20 mm.
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Ja foi demonstrado o isolamento de Acanthamoeba de praticamente todos os
ambientes, como solo (NACAPUNCHALI et al, 2001; LORENZO-MORALES et al, 2005b;
REZAEIAN et al, 2008); agua doce de rios e lagos (JOHN e HOWARD, 1995;
NACAPUNCHALI et al, 2001; MAGNET et al, 2012); 4gua do mar, areia, sedimento do
oceano ¢ de areas salobras (SAWYER et al, 1977; LORENZO-MORALES et al, 2005a, b);
sistemas de tratamento de dgua e esgoto (MAGNET et al, 2012); de ambientes domésticos,
como poeira, agua potavel, pias e torneiras (SEAL et al, 1992; JEONG e YU, 2005; SHOFF
et al, 2008); de poeira hospitalar (SILVA e ROSA, 2003; CARLESSO et al, 2010; COSTA et
al, 2010); aparelhos de ar condicionado (CHAN et al, 2011); piscinas (GORNIK e KUZANA-
GRYGIEL, 2004; CAUMO et al, 2009; INIT et al, 2010) e at¢é mesmo de agua mineral
engarrafada (SALAZAR et al, 1982) e do ar (KINGSTON ¢ WARHURST, 1969). Ja foi
encontrada também em unidades de tratamento dentario (BARBEAU e BUHLER, 2001), em
unidades hospitalares de tratamento oftalmologico (REZAEIAN et al, 2008) e em lentes de
contato e nas solucdes de limpeza e estojos de armazenamento das mesmas (WALOCHNIK et

al, 2000b; JEONG e YU, 2005; YERA et al, 2008).

Também ¢ comum o isolamento de Acanthamoeba a partir de tecidos de vertebrados
assintomaticos, sem estar relacionada a processos infecciosos. Dessa forma, essas amebas ja
foram isoladas, por exemplo, de tecidos saudaveis de peixes (IM e SHIN, 2003) e de
mamiferos (LORENZO-MORALES et al, 2007). Cerva et al (1973) e Badenoch et al (1988)
isolaram Acanthamoeba da cavidade nasal de pessoas sem qualquer comprometimento
aparente das vias aéreas e ja foi demonstrado que anticorpos contra Acanthamoeba podem ser
detectados em mais de 80% da populagdo saudavel, o que sugere um frequente contato do
homem com esses organismos, provavelmente devido a ubiquidade dos mesmos na natureza

(CHAPPELL et al, 2001; VISVESVARA, 2010).

No entanto, além da distribuicdo natural como protozoarios de vida livre, muitas
espécies de Acanthamoeba sdo capazes de sobreviver como parasitas do homem e de outros
vertebrados (PAGE, 1988; VISVESVARA e SCHUSTER, 2008). Como patdgenos, essas
amebas ja foram detectadas em uma grande variedade de amostras clinicas do homem, como
lavado broncoalveolar (OLIVA et al, 1999), liquido cérebro-espinhal (PETRY et al, 2006),
tecidos do cérebro e do pulmdo (VISVESVARA et al, 1983), da pele (GALARZA et al,
2006), da cornea (WALOCHNIK et al, 2000a; LEDEE et al, 2009; MAGNET et al, 2012),
entre outros. Varios autores também ja relataram Acanthamoeba como agente etiologico de

diversos tipos de infeccoes em aves (VISVESVARA et al, 2010), mamiferos (BAUER et al,
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1993; WESTMORELAND at al, 2004; KINDE et al, 2007) e répteis (WALOCHNIK et al,
1999).

2.2.3 Classificacio taxondmica

O primeiro isolado de Acanthamoeba foi obtido de amostras de poeira por Puschkarew
em 1913, que o denominou de Amoeba polyphagus. Em 1931, Volkonsky criou a
denominacdo do género Acanthamoeba. Apos o reconhecimento do género pela comunidade
cientifica, a ameba Hartmannella castellanii, isolada por Castellani em 1930 a partir de uma
cultura de levedura contaminada, passou a ser descrita como Acanthamoeba castellanii. Anos
depois, o isolado de amebas obtido por Culbertson et al (1958) como contaminante de uma
cultura de células renais de macaco foi designado Acanthamoeba culbertsoni. Em 1967, Page
renomeou Amoeba polyphagus como Acanthamoeba polyphaga. Desde entdo, com base em
critérios morfologicos, varias espécies de Acanthamoeba ja foram descritas (KHAN, 2006;

VISVESVARA e SCHUSTER, 2008).

Em 2005, a Sociedade Internacional de Protozoologistas propds um sistema de
classificagdo para os eucariotos baseado em dados recentes de analises morfologicas,
bioquimicas e moleculares. Segundo esse novo sistema, alguns termos taxondmicos classicos
ndo sdo mais reconhecidos, dentre eles, os grupos hierarquicos que dividem os organismos em
reinos, filos, classes, ordens, entre outros. Dessa forma, foram criados seis Super Grupos, que
incluem: Amoebozoa, Opisthokonta, Excavata, Rhizaria, Archaeplastida e Chromalveolata. A
partir desses Super Grupos, os eucariotos foram entdo dividos em grupos menores, de acordo
com a maior proximidade filogenética entre eles. Sendo assim, os quatro géneros de AVL
potencialmente patogénicas estdo divididos entre 0 Amoebozoa (Acanthamoeba, Balamuthia
e Sappinia) e o Excavata (Naegleria), sendo que para espécies de Acanthamoeba ¢ utilizada a
seguinte nomenclatura: Acanthamoeba [Amoebozoa: Acanthamoebidae], demonstrando a

divisdao do género em dois grupos taxondmicos (ADL et al, 2005).

No entanto, o critério mais utilizado para a classificagdo de Acanthamoeba ainda se
baseia na taxonomia cléssica, que divide o Sub-reino Protozoa em quatro grupos: Sarcodina,
Mastigophora, Sporozoa e Infusoria (ADL et al, 2005; KHAN, 2006), como mostra a Figura
2.
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|
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Figura 2: Classificag@o taxondmica classica de Acanthamoeba.
Fonte: modificado de Khan (2006).

E importante ressaltar que até o momento a taxonomia de Acanthamoeba e das outras
AVL nio foi estabelecida de forma definitiva, estando sujeita a alteragdes, e esse fato se deve
ao volume cada vez maior de dados provenientes do sequenciamento do DNA desses

protozoarios (BOOTON et al, 2003; LIU et al, 2005; CORSARO ¢ VENDITTI, 2011).

2.2.3.1 Classificacdo morfologica

Reconhecendo a dificuldade de se estabelecer um Unico critério taxondmico para o
género Acanthamoeba ¢ com o objetivo de organizar o namero crescente de isolados
descritos, Pussard e Pons propuseram, em 1977, a divisdo do género de acordo com as
caracteristicas morfoldgicas dos cistos. Dessa forma, as espécies de Acanthamoeba descritas
até aquele momento foram agrupadas de acordo com o tamanho e a forma dos cistos. As

espécies foram assim organizadas:

* Grupo I: espécies que apresentam cistos relativamente grandes quando comparados
aos dos outros grupos (> 18 um de didmetro) e que podem ser facilmente reconhecidos devido

ao aspecto estrelado do endocisto, cujos bragos sdo bem visiveis. O ectocisto possui contorno



26

circular, podendo ser liso ou levemente ondulado (Figura 3-a, b) (PUSSARD e PONS,
1977).

=  Grupo II: espécies que possuem cistos com diametro médio menor que 18 pm,
podendo apresentar um endocisto levemente estrelado, triangular, oval ou poliédrico. O
ectocisto segue o contorno do endocisto e se apresenta ondulado e irregular (Figura 3-c, d).
Neste grupo se encontra a maioria das espécies de Acanthamoeba (PUSSARD e PONS,
1977).

= Grupo III: compreende espécies cujos cistos t€ém didmetro médio menor ou igual a 18
um, sendo o endocisto oval ou levemente angular. O ectocisto ¢ liso ou fracamente ondulado,
fino e justaposto ao endocisto, sendo dificil de ser visualizado (Figura 3-e, f) (PUSSARD e
PONS, 1977).

Figura 3: Cistos de Acanthamoeba demonstrando caracteristicas tipicas dos grupos
morfologicos de Pussard e Pons (1977). (a) (b) cistos caracteristicos do grupo I,
apresentando endocisto estrelado e ectocisto liso ou levemente ondulado. (b) (c)
cistos caracteristicos do grupo II, apresentando endocisto poliédrico e ectocisto
ondulado e irregular. (e) (f) cistos caracteristicos do grupo III, apresentando
endocisto oval ou levemente angular e ectocisto fino e liso ou fracamente ondulado.
Barra: (a) (c) (d) (e) (f) 10 um; (b) 20 uml.

Fonte: (a) Nuprasert et al (2010); (b) Costa et al (2010); (c) (d) Nagyova et al (2010); (e) Chan et al
(2011); (f) Nagyova et al (2010).

"No artigo original foi colocado erroneamente que o tamanho da barra corresponde a 20 mm.
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A classificagdo de Acanthamoeba em grupos morfoldgicos logo foi aceita por outros
autores. Na chave dicotomica de Page (1988), por exemplo, a identificacdo de Acanthamoeba
em nivel de espécie foi realizada com base nos critérios propostos por Pussard e Pons (1977).
Durante muitos anos, a morfologia dos cistos foi o Unico critério para a identificacdo e para a
taxonomia do género (KHAN, 2006). Atualmente, mais de 24 espécies de Acanthamoeba sdo
reconhecidas, todas elas descritas segundo suas caracteristicas morfologicas (VISVESVARA

et al, 2007).

2.2.3.2 Classificagdo molecular

A necessidade de novos critérios para a classificacdo de Acanthamoeba ndo ¢ recente e
surgiu quando varios estudos comegaram a demonstrar as inconsisténcias e a subjetividade da
identificacdo especifica de Acanthamoeba baseada unicamente em parametros morfoldgicos.
Sabe-se, por exemplo, que a morfologia dos cistos ¢ influenciada pelas condicdes de cultivo
(PUSSARD e PONS, 1977; STRATFORD e GRIFFITHS, 1978; CHAN et al, 2011) e ja foi
demonstrado que culturas de amebas clonadas podem apresentar cistos com diferentes
aspectos morfologicos (PAGE, 1988; COSTA et al, 2010; CHAN et al, 2011). Observa-se,
ainda, que diferentes espécies apresentam caracteristicas muito similares entre si, muitas
vezes dificeis de serem distinguidas. Além disso, ja foi demonstrado também que uma mesma
espécie de Acanthamoeba pode ou ndo apresentar potencial patogénico (VISVESVARA,
1991; KHAN e TAREEN, 2003, LIU et al, 2005). Neste contexto, a classificagdo molecular
de Acanthamoeba tem se tornando cada vez mais importante como ferramenta complementar

a taxonomia classica de identifica¢do do género.

Nos tltimos anos, com o objetivo de definir a taxonomia de Acanthamoeba e elucidar
as relacdes filogenéticas entre as espécies, varios métodos bioquimicos e moleculares tém
sido utilizados, tais como: analise de isoenzimas (IM et al, 1999; IM e SHIN, 2003;
CARVALHO et al, 2011), RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) e RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) do DNA total e mitocondrial (YU et al, 1999; ALVES
et al, 2000; ORTEGA-RIVAS et al, 2003), RFLP e analise da sequéncia nucleotidica da
subunidade menor do DNA ribossdmico (ssu rDNA) (GAST et al, 1994; CHUNG et al, 1998;
KONG, 2009), entre outros. No entanto, o emprego de muitas dessas técnicas s6 confirmou a
diversidade inter ¢ intra-especifica que existe no género Acanthamoeba, nao sendo possivel o

estabelecimento de critérios definitivos para a classificagdo do mesmo até o momento.



28

Atualmente, as metodologias mais aplicadas na identificagdo e mnos estudos
taxondmicos de Acanthamoeba se baseiam no sequenciamento do gene 18S rDNA.
Analisando a sequéncia completa desse gene de 18 cepas de Acanthamoeba, Gast et al (1996)
dividiram o género pela primeira vez em quatro genotipos diferentes (T1 a T4). Baseando-se
neste estudo pioneiro, Stothard et al (1998) determinaram a classificacdo genotipica de 53
isolados de Acanthamoeba, com a identificacdo de oito novos tipos sequenciais, totalizando,
entdo, 12 gendtipos para Acanthamoeba (T1 a T12), separados quando uma dissimilaridade
maior do que 5% era detectada entre as sequéncias. Posteriormente, Schroeder et al (2001)
demonstraram que a utilizacdo de somente algumas regides altamente varidveis desse gene era

suficiente para diferenciar os genotipos.

Desde entdo, varios autores tém utilizado essas variagdes na sequéncia do gene 18S
rDNA para a classificagdo molecular de Acanthamoeba e, consequentemente, para tentar
determinar as relacdes filogenéticas entre os genétipos descritos, obtendo-se, dessa forma,
informagdes que permitam uma melhor compreensdo da epidemiologia das infeccdes
causadas por Acanthamoeba (BOOTON et al, 2002, 2005; MAGNET et al, 2012). Além
disso, desde que foi proposta a divisdo do género Acanthamoeba em 12 genotipos
(STOTHARD et al, 1998), outros cinco foram descritos, totalizando, até o momento, 17
genotipos (T1 a T17) para o género (HORN et al, 1999; GAST, 2001; HEWETT et al, 2003;
CORSARO e VENDITTI, 2010; NUPRASERT et al, 2010).

Devido ao dificil posicionamento taxondmico das espécies de Acanthamoeba, a
classificagdo mais aceita atualmente integra o agrupamento morfoldgico proposto Pussard e

Pons (1977) com a classificagdo molecular proposta por Stothard et al (1998).

2.2.4 Infeccdes causadas por Acanthamoeba

Embora varios tipos de infec¢des sistémicas e oportunistas ja tenham sido associadas a
Acanthamoeba, como infecgdes da pele (SLATER et al, 1994), dos pulmdes (AICHELBURG
et al, 2008), do figado (OLIVA et al, 1999), dos ossos (STEINBERG et al, 2002) e de varios
outros orgdos (BARETE et al, 2007), a encefalite amebiana granulomatosa e a ceratite

amebiana sdo consideradas as doengas mais importantes causadas por esses protozoarios

(KHAN, 2006).
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2.2.4.1 Encefalite amebiana granulomatosa

A Encefalite Amebiana Granulomatosa (EAG) ¢ uma infeccdo cronica e progressiva
do Sistema Nervoso Central (SNC) causada por varias espécies de Acanthamoeba
(VISVESVARA et al 2007). Quase todos os casos descritos de EAG se referem a individuos
imunologicamente comprometidos, como doentes cronicos, usuarios de drogas, pessoas
submetidas a terapia imunossupressora e pacientes com HIV/AIDS, tratando-se, portanto, de
uma doenca oportunista. Embora seja relativamente rara, ¢ na maioria das vezes fatal

(MARTINEZ et al, 2000; BLOCH e SCHUSTER, 2005; DUARTE et al, 2006).

Como o periodo de incubagdo da EAG pode variar de semanas a meses, a porta de
entrada utilizada pela Acanthamoeba para a invasdao do SNC ¢ dificil de ser estabelecida
(VISVESVARA et al 2007; VISVESVARA e SCHUSTER, 2008). Presume-se que essas
amebas se disseminem por via hematogénica apds o estabelecimento de infeccdes primarias
na pele e no trato respiratorio (VISVESVARA et al, 1983; MARTINEZ ¢ JANITSCHKE,
1985; LACKNER et al, 2010).

Os sinais e sintomas mais comuns da infec¢ao incluem dor de cabeca, febre, alteracoes
do comportamento, ndusea, vomitos, convulsdes e hemiparesia. Em alguns casos, ocorre a
diminui¢do gradativa da consciéncia e a doenca evolui para o coma (MARTINEZ et al, 2000;
SHENG et al, 2009; LACKNER et al, 2010). Os mecanismos associados com a patologia da
infeccdo ¢ 0 modo como ocorre a resposta imune do paciente ainda nao estao totalmente
esclarecidos. Sabe-se que as principais complicagdes da doenga envolvem lesdes necroticas
hemorragicas, irritacdo das meninges e edema cerebral (MARTINEZ e JANITSCHKE, 1985;
MARTINEZ et al, 2000). Ja foi demonstrado também que a forma granulomatosa tipica da
infeccdo nem sempre ¢ observada, e isso acontece principalmente em pacientes com a
resposta imune muito comprometida (SCHUSTER e VISVESVARA, 2004; LACKNER et al,
2010).

Embora a EAG seja normalmente uma infec¢do secundaria, o envolvimento do SNC ¢
fulminante, resultando no 6bito do paciente dentro de poucos dias ou semanas (KHAN, 2006).
Estima-se que aproximadamente 200 casos de EAG ja tenham sido descritos, sendo que em
menos de dez deles o paciente sobreviveu (SCHUSTER ¢ VISVESVARA, 2004; SHENG et
al, 2009; DIAZ, 2010).
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O diagnostico definitivo para a EAG ¢ realizado pela demonstracdo de Acanthamoeba
nos tecidos por meio de exames histopatologicos ou pelo isolamento em cultura. Geralmente
sdo utilizadas amostras do liquido cérebro-espinhal e do tecido cerebral, mas em determinadas
situacdes a bidpsia da pele ou dos pulmodes também pode ser utilizada (VISVESVARA et al,
1983; MARTINEZ et al, 2000; LACKNER et al, 2010). Embora a ressonancia magnética ¢ a
tomografia computadorizada ndo fornegam um diagnoéstico definitivo, esses métodos podem
ajudar a localizar e reconhecer lesdes causadas por Acanthamoeba (DUARTE et al, 2006;
AICHELBURG et al, 2008; SHENG et al, 2009). Além disso, a sorologia também pode ser
empregada para confirmar a suspeita da infec¢do por meio da constatacdo de altos niveis de
anticorpos no sangue (KHAN, 2006; AICHELBURG et al, 2008; DA ROCHA-AZEVEDO et
al, 2009). Recentemente, técnicas moleculares baseadas na PCR (Polymerase Chain Reaction)
tém sido desenvolvidas e utilizadas para um diagndstico mais rapido, sensivel e especifico de

EAG (WALOCHNIK et al, 2008; DA ROCHA-AZEVEDO et al, 2009; SHENG et al, 2009).

A maioria das espécies causadoras de EAG est4 agrupada no genotipo T4, mas casos
ja foram descritos tendo como agente etiologico Acanthamoeba pertencente ao geno6tipo T1,
T2, TS5, T10 e T12 (BOOTON et al, 2005; WALOCHNIK et al, 2008 LACKNER et al, 2010;
NUPRASERT et al, 2010).

2.2.4.2 Ceratite amebiana

A ceratite por Acanthamoeba ¢ uma infeccdo progressiva e dolorosa da cérnea que
pode comprometer a visdo de forma irreversivel. Ao contrario do que acontece na EAG, a
ceratite amebiana acomete principalmente individuos imunocompetentes (VISVESVARA e

SCHUSTER, 2008).

O principal fator de risco para o desenvolvimento dessa infec¢do € o uso de lentes de
contato associado a inadequada higiene das mesmas (BACON et al, 1993; MATHERS et al,
2000; SEAL, 2003). Segundo alguns autores, a presenca de uma lesdo prévia da cornea seria o
primeiro fator predisponente para o estabelecimento da infeccdo. Estudos in vivo demonstram
que animais com o epitélio da cornea intacto ndo sdo capazes de desenvolver o processo
infeccioso (VAN KLINK et al, 1993). Dessa forma, além da lente de contato servir como
carreadora da ameba, ela pode provocar também um microtraumatismo epitelial, facilitando a

adesdo do patdgeno a cérnea (ALVARENGA et al, 2000).
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Nos ultimos anos, devido ao crescente numero de usuarios de lentes de contato, a
incidéncia de ceratite por Acanthamoeba tem aumentado significativamente (RADFORD et
al, 2002). Embora os primeiros casos descritos ndo estivessem relacionados ao uso de lentes
de contato, atualmente 85-90% do total de pacientes acometidos por essa infec¢do sdo
usuarios de lentes de contato (RADFORD et al, 2002; KILVINGTON et al, 2004). Apesar
disso, o trauma ocular devido a outros agentes externos, como particulas de solo, plantas ou
qualquer outro material que possa veicular Acanthamoeba, ja ¢ suficiente para desencadear o
processo infeccioso e constitui a causa mais comum de ceratite amebiana entre os individuos
que ndo fazem parte do grupo de risco. Sendo assim, a maioria dos casos de ceratite amebiana
¢ unilateral, sendo poucos os casos descritos em que ha o comprometimento dos dois olhos

(OBEID et al, 2003; DI CAVE et al, 2009; KIM e KIM, 2010).

As condi¢des inadequadas de uso, higiene e manutencdo das lentes de contato que
propiciam a contaminacdo por Acanthamoeba incluem: o uso prolongado das mesmas; nadar
em lagos, piscinas, rios € mares e lavar os olhos com agua de torneira usando lentes de
contato; manuseio com maos sujas; utilizagdo de solucdo salina caseira ou agua de torneira
para a limpeza das lentes e dos estojos de armazenamento; desinfec¢do por tempo menor que
o recomendado; reaproveitamento de lentes quebradas e arranhadas, entre outras. Essas
condicdes podem levar ainda a formacdo de biofilmes nas lentes e nos estojos, que servem de
alimento para as amebas. A falta de uma assepsia adequada associada a uma fonte abundante
de nutrientes favorece o estabelecimento de Acanthamoeba e propicia a permanéncia da
mesma na forma trofozoitica, que ¢ a forma infectante (DUDLEY et al, 2005; GARATE et al,
2006; KHAN, 20006).

A aderéncia e a penetragao dos trofozoitos no epitélio da cdrnea envolvem uma série
de interagdes protéicas, sintese de fatores citopaticos e producdo de enzimas proteoliticas,
responsaveis pelas lesdes caracteristicas da infec¢@o. Inicialmente, as amebas ficam restritas
ao epitélio da cornea, causando pequenas lesdes epiteliais, vermelhiddo, lacrimejamento
excessivo, dor intensa (desproporcional ao tamanho das lesdes), fotofobia, ptose ¢ edema de
pélpebra e hiperemia conjuntival. A medida que a infecgdo progride, ocorrem ulceragdes na
comea, formacao de infiltrado perineural radial, perda da acuidade visual, invasdo do estroma
com formacao de um infiltrado em anel e opacidade de cornea (Figura 4) (ALVARENGA et
al, 2000; MARCIANO-CABRAL e CABRAL, 2003; SEAL, 2003).
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Figura 4: Pacientes com ceratite por Acanthamoeba exibindo opacidade de cornea (a) e

infiltragdo no estroma em forma de anel (b).
Fonte: (a) Syam et al (2005); (b) Abelson et al (2008).

A ceratite por Acanthamoeba pode apresentar um bom prognoéstico, desde que o
diagnoéstico seja realizado na fase inicial da infeccdo e o tratamento adequado seja
estabelecido precocemente (MARCIANO-CABRAL e CABRAL, 2003; SEAL, 2003). No
entanto, ¢ frequente o diagnostico tardio e isso acontece devido a semelhanga dos sinais e
sintomas da ceratite amebiana com outras ceratites infecciosas, como a ceratite fungica, a
ceratite por Pseudomonas aeruginosa e a ceratite viral por Herpes simplex (BACON et al,
1993; SEAL, 2003). Além disso, durante as infecgdes amebianas da cornea € comum a
ocorréncia de infec¢cdes secundarias por fungos e bactérias, o que complica ainda mais o
diagnostico e o tratamento (BACON et al, 1993; MARCIANO-CABRAL e CABRAL, 2003;
SHARMA et al, 2000). O uso de antibioticos, antivirais, antifungicos e corticoides, embora
possa inicialmente conter a infec¢do por Acanthamoeba, altera o quadro clinico e contribui
ainda mais para a progressao e o agravamento da infec¢do (ANDERSON et al, 1991; SHI et
al, 2009).

Sendo assim, o diagnoéstico clinico de ceratite amebiana por Acanthamoeba deve
incluir os achados clinicos e a demonstracdo da presenca da ameba nas lesdes oculares
(KHAN 2006). O padrdo ouro para o diagnostico laboratorial de ceratite amebiana é o
isolamento do parasita em cultura, realizado principalmente a partir do raspado de coérnea
(BACON et al, 1993; LEHMANN et al, 1998). No entanto, devido a demora do resultado ¢ a
baixa sensibilidade desse método, varias técnicas moleculares tém sido propostas para a
deteccdo de Acanthamoeba em amostras clinicas (VISVESVARA e SCHUSTER, 2008).
Neste contexto, muitos autores t€m utilizado a PCR do gene 18S rDNA para o diagnostico
molecular de ceratite amebiana (KHAN et al, 2001; DI CAVE et al, 2009; ABE ¢ KIMATA,
2010).
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Viérias espécies de Acanthamoeba ja foram relatadas como o agente causador de
ceratite amebiana e apesar de ja terem sido descritos 17 genotipos, somente T2, T3, T4, T5,
T6, T10, T11 e TI5 tém sido associados com ceratite (WALOCHNIK et al, 2000a;
MAGHSOOD et al, 2005; LEDEE et al, 2009; DI CAVE et al, 2009; NUPRASERT et al,
2010), sendo que o gendtipo T4 compreende a maioria dos casos (STOTHARD et al, 1998;
WALOCHNIK et al, 2000 corretations; LEDEE et al, 2009)

2.2.5 Acanthamoeba como reservatorio de patégenos

A possibilidade de associagdo entre Acanthamoeba e microorganismos patogénicos ¢é
outro aspecto relacionado a essas amebas de grande interesse em satide publica. Muitos
estudos tém sido realizados na tentativa de compreender como esses microorganismos
fagocitados sdo capazes de se manter viaveis dentro de cistos e trofozoitos de Acanthamoeba,
sendo transportados pelos mesmos para diferentes tipos de ambientes, aumentando a
exposicdo do homem a esses agentes infecciosos. No entanto, essas interacdes sdo altamente
complexas e dependem ndo s6 da viruléncia do organismo fagocitado, mas também da
viruléncia da ameba e das condi¢des ambientais (GREUB ¢ RAOULT, 2004; KHAN, 2006,
2009).

Ja foi demonstrado que varias bactérias patog€nicas, como Aeromonas Spp.
(RAHMAN et al, 2008), Legionella spp. (DECLERCK et al, 2007), Parachlamydia sp.
(SCHMITZ-ESSER et al, 2008), Mycobacterium spp. (ADEKAMBI et al, 2006), Listeria
monocytogenes, Vibrio cholerae, Helicobacter pylori, cepas patogénicas de Escherichia coli,
entre varias outras, podem sobreviver no interior de Acanthamoeba (GREUB e RAOULT,
2004; KHAN, 2009). Além disso, ja foi comprovado que algumas bactérias também sao
capazes de se multiplicar dentro da ameba, enquanto que a viruléncia de outras, como de
Legionella pneumophila e Mycobacterium avium, pode aumentar ap6s o ciclo intracelular
(BARKER ¢ BROWN, 1994; GREUB ¢ RAOULT, 2004; THOMAS et al, 2010). Sugere-se
que essa associacdo possa trazer também algum beneficio para Acanthamoeba, como o
aumento de sua viruléncia, ou resultar em uma relacdo de simbiose duradoura (KHAN, 20006;

SIDDIQUI e KHAN, 2012).

Algumas espécices patogé€nicas de levedura também sdo capazes de sobreviver apds
serem fagocitadas por Acanthamoeba, tais como: Cryptococcus neoformans, Blastomyces

dermatitidis, Sporothrix schenckii, entre outras (KHAN, 2009; SIDDIQUI e KHAN, 2012). E
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recentemente, foi reconhecida a capacidade de Acanthamoeba albergar virus, como o virus
Coxsackie e o virus Acanthamoeba polyphaga mimivirus, que foi descrito pela primeira vez
ao ser isolado de Acanthamoeba polyphaga (VISVESVARA e SCHUSTER, 2008; THOMAS
et al, 2010; VINCENT et al, 2010). Vale ressaltar que a capacidade de Acanthamoeba
fagocitar oocistos de Cryptosporidium sp. e dos mesmos se manterem vidveis dentro da célula

também ja foi demonstrada (KHAN, 2009).

Levando em consideracdo que cistos de Acanthamoeba resistem a varias condigdes
ambientais adversas, bactérias, leveduras, virus e protozoarios patogénicos fagocitados
acabam ficando protegidos da ac¢do de antimicrobianos, desinfetantes e de outras condi¢des
desfavoraveis, como dessecagdo ¢ altas temperaturas, o que favorece ainda mais a dispersdo e
permanéncia desses microorganismos no ambiente (KHAN, 2009; COULON et al, 2010;
FOUQUE et al, 2012).

2.2.6 Isolamento em cultura

Embora Acanthamoeba possa ser isolada e mantida em laboratdrio em uma variedade
de meios de cultura, dois tipos de cultivo sdo usualmente utilizados: o cultivo monoxénico em
dgar ndo nutriente e o cultivo axénico em PYG (Peptone, Yeast Extract and Glucose)

(SCHUSTER, 2002).

A eficicia e a viabilidade da cultura de amostras clinicas e ambientais de
Acanthamoeba em agar ndo nutriente ja foram descritas por muitos autores. Esse meio
apresenta quantidades minimas de nutrientes e essa condi¢cdo € essencial para o isolamento de
Acanthamoeba, principalmente de amostras ambientais, pois tende a inibir o crescimento de
organismos indesejados, como fungos e outros protozodrios de vida livre. Dessa forma, ¢
comum o enriquecimento do meio com bactérias, usualmente Escherichia coli ou
Enterobacter aerogenes, como forma de se obter um substrato alimentar para Acanthamoeba,
estimulando seu crescimento em cultura. Os isolados em agar podem ser facilmente mantidos
por meio de repiques periddicos, além disso, cistos de Acanthamoeba podem se manter
viaveis durante longos periodos de tempo nesse meio de cultura, desde que o mesmo seja
armazenado de forma apropriada (mantido a baixas temperaturas e protegido da dessecacgio)

(PAGE, 1988; SCHUSTER, 2002; KHAN, 2006).
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A cultura do raspado de cornea em agar nao nutriente ¢ o principal método utilizado
para o diagnostico laboratorial de ceratite por Acanthamoeba (WALOCHNIK et al, 2000a;
SPANAKOS et al, 2006; ABE e KIMATA, 2010), e isolamentos a partir da biopsia da pele,
do cérebro e do pulmdo de pacientes com EAG, ou outras infec¢des sistémicas causadas por
Acanthamoeba, também ja foram realizados nesse meio de cultura (VISVEVARA et al, 1983;
BLOCH e SCHUSTER, 2005; BARETE et al, 2007). Da mesma forma, isolados provenientes
de diversos tipos de amostras ambientais sdo capazes de se desenvolver nesse meio
(SALAZAR et al, 1982; KILIC et al, 2004; MUNSON e PAGET, 2006). Além disso, todas as
espécies de Acanthamoeba, independente do seu potencial patogénico, podem ser cultivadas
em agar nao nutriente com E.coli (PAGE, 1988). Cabe destacar ainda, que Foronda (1979), ao
comparar o crescimento de AVL em diferentes meios de cultura, relatou a eficacia do uso do
meio agar soja ndo nutriente. Devido ainda a viabilidade e ao baixo custo, desde entdo esse
meio de cultura tem sido utilizado por muitos autores para o isolamento de Acanthamoeba

(SILVA e ROSA; 2003; CARVALHO et al, 2009; COSTA et al, 2010).

Por outro lado, isolados de Acanthamoeba também podem ser obtidos ¢ mantidos em
laboratorio em culturas axénicas, livres de bactérias e de qualquer outro microorganismo.
Esse tipo de cultivo ¢ realizado em meios enriquecidos com nutrientes essenciais para o
desenvolvimento do organismo desejado, que no caso de Acanthamoeba geralmente sdo:
Peptona, Extrato de Levedura e Glicose (PYG) (SCHUSTER, 2002). Para se obter um isolado
axénico de Acanthamoeba a partir de um isolado monoxénico ou polixénico, 0 modo mais
eficaz para a eliminagdo da microbiota associada consiste na adicdo de antibioticos ao meio.
No entanto, determinadas doses de antibidticos podem ser toxicas também para
Acanthamoeba e muitos microoganismos, como fungos e bactérias, ndo sdo facilmente
eliminados, o que dificulta a obteng@o de culturas axénicas. Por isso, ¢ comum a utilizagdo de
bactérias previamente inativadas pelo calor como substrato alimentar de Acanthamoeba em
cultivos monoxénicos (SCHUSTER, 2002; KAO et al, 2012; MAGNET et al, 2012). Além
disso, a axeniza¢do de um numero consideravel de isolados de Acanthamoeba é laboriosa ¢
exige a adi¢do de quantidades precisas de suplementos nutricionais a0 meio, como Soro
bovino fetal e vitaminas (SCHUSTER, 2002; CHOMICZ et al, 2010; COSTA et al, 2010).
Segundo Khan (2006), a axenizacdo de determinadas culturas de Acanthamoeba nao ¢
possivel de ser realizada devido a existéncia de bactérias viaveis no interior das amebas, que

eventualmente sdo liberadas e promovem a contaminagao do meio.
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Embora a manutengdo de Acanthamoeba em culturas monoxénicas seja mais rapida,
eficaz e mais viavel financeiramente do que a obtengdo de culturas axénicas, experimentos
bioquimicos e muitos testes de patogenicidade, por exemplo, s6 t€m validade quando
realizados com isolados puros de Acanthamoeba, o que explica a importancia desse tipo de
cultivo (SISSONS et al, 2004; DA ROCHA-AZEVEDO e COSTA e SILVA-FILHO, 2007;
CHOMICZ et al, 2010).

2.2.7 Determinacgiao do potencial patogénico

Sabe-se que o desenvolvimento de infecgdes causadas por Acanthamoeba ndo ocorre
somente pelo simples contato com a mesma, uma vez que estudos demonstram o isolamento
de Acanthamoeba em individuos assintomaticos e existem trabalhos que relatam a presenga
de anticorpos contra essas amebas em mais de 80% da populacdo saudavel (CERVA et al
1973; BADENOCH et al, 1988; CHAPPELL et al, 2001). Esses dados claramente sugerem
que os mecanismos pelos quais Acanthamoeba ¢ capaz de acessar um numero limitado de
hospedeiros susceptiveis, causando doenca, envolvem uma série de fatores que podem estar
relacionados direta ou indiretamente com a ameba ou com o hospedeiro e, ainda, com o

ambiente (KHAN, 2006).

Dessa forma, estudos relacionados ao potencial patogénico de Acanthamoeba sdo
realizados com o objetivo de determinar caracteristicas biologicas que sejam intrinsecas de
cepas patogénicas e que possam ser utilizadas como marcadores de patogenicidade. Neste
contexto, parametros morfoldgicos e fisiologicos, além de varios modelos experimentais, ja
foram propostos e vém sendo investigados ha décadas (GRIFFIN, 1972; DE JONCKHEERE,
1980; DA ROCHA-AZEVEDO e COSTA e SILVA-FILHO, 2007).

Recentemente, técnicas moleculares também tém sido testadas como marcadores de
patogenicidade e utilizadas na tentativa de compreender as relagdes filogenéticas entre as
linhagens capazes de causar infec¢do e aquelas ndo patogé€nicas. No entato, até os dados
referentes ao sequenciamento gendmico ainda sdo pouco esclarecedores frente a diversidade
dos mecanismos envolvidos na patogenia de Acanthamoeba (HOWE et al, 1997; KHAN et al,
2002; LEDEE et al, 2009).

De um modo geral, os testes de patogenicidade podem ser realizados in vivo ou in

vitro. A infec¢do experimental de animais ndo ¢ uma técnica recente e informagdes
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importantes sobre a viruléncia de cepas clinicas e ambientais de Acanthamoeba podem ser
obtidas dessa forma, desde que seja utilizado um modelo adequado. Sendo assim, muitos
animais ja foram testados como modelo de ceratite amebiana, dentre eles: ratos (HE et al,
1990), coelhos (COTE et al, 1991), hamsters (CLARKE et al, 2005) e miniporcos (HE et al,
1992), sendo que varios métodos podem ser utilizados para induzir a infec¢do, como abrasao
da coérnea, aplicacdo de lentes de contato contaminadas com Acanthamoeba na cornea intacta
ou lesionada, inje¢do intraestromal de Acanthamoeba, entre outros (VAN KLINK et al, 1993;
CLARKE et al, 2005; REN ¢ WU, 2010). Da mesma forma, alguns modelos experimentais de
EAG também ja foram propostos, e incluem: camundongos, macacos e até gafanhotos. Nesses
casos, a infec¢do pode ser induzida mediante inoculacdo de trofozoitos por via intracraniana,
intranasal, intra-abdominal, entre outras (CULBERTSON et al, 1959; MORTAZAVI et al,
2009, 2010).

No entanto, devido as dificuldades técnicas relacionadas ao desenvolvimento de
estudos in vivo, muitos marcadores de patogenicidade tém sido testados in vitro. Dentre eles,
se incluem: sobrevivéncia e taxa de crescimento em cultivo axénico; velocidade de
encistamento/desencistamento; capacidade de adesdo a substratos inertes e biologicos (DE
JONCKHEERE, 1980; DA ROCHA-AZEVEDO e COSTA e SILVA-FILHO, 2007;
OMANA-MOLINA et al, 2010); efeito citopatico em diferentes tipos de culturas celulares
(IM et al, 1999; WALOCHNIK et al, 2000a; ALSAM et al, 2003); atividade proteolitica
diferenciada (KHAN et al, 2000; DA ROCHA-AZEVEDO e COSTA e SILVA-FILHO, 2007;
CARVALHO et al, 2010); e capacidade de adaptagdo a condigdes ambientais adversas, como
crescimento em altas temperaturas e altas osmolaridades (KHAN et al, 2002; LORENZO-
MORALES et al, 2005b; ALVES et al, 2012).

Ao contrario da maioria desses testes, a analise do desenvolvimento de culturas de
Acanthamoeba a temperatura e osmolaridade aumentadas ndo requer culturas axénicas. Além
disso, ¢ uma metodologia de facil execu¢do e menor custo, o que explica sua utilizagdo por
grande parte dos pesquisadores que buscam informagdes sobre o potencial patogénico de
isolados clinicos e ambientais de Acanthamoeba, inclusive no Brasil (CAUMO et al, 2009;

CARLESSO et al, 2010; WINK et al, 2011).

Presume-se que haja correlagdo entre termotolerancia e potencial patogénico, pois a
temperatura média do corpo humano ¢ de 37°C. Dessa forma, uma das condi¢des essenciais

para uma linhagem de Acanthamoeba sobreviver as condi¢des existentes no organismo de um
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hospedeiro e se desenvolver como parasita seria a capacidade de se manter viavel a essa
temperatura. Além disso, a resisténcia a temperaturas superiores a 37°C, como 40°C e 42°C,
possibilitaria uma adaptacdo ainda maior para o desenvolvimento de processos infecciosos,
pois permitiria & ameba sobreviver a episddios de febre, o que seria uma caracteristica tipica

de cepas mais virulentas (GRIFFIN, 1972; DE JONCKHEERE, 1980; KILIC et al, 2004).

Em 2001, Khan et al (2001) descreveram pela primeira vez a osmotolerancia como um
fator de patogenicidade de Acanthamoeba. Segundo esse determinante, isolados patogénicos
seriam capazes de se desenvolver a 1M de manitol, enquanto que o crescimento de isolados
ndo patogénicos seria inibido pelos efeitos osmoticos de uma alta concentracdo de manitol no
meio. Além disso, esse trabalho demonstrou também que os resultados obtidos com os ensaios
de osmotolerancia eram similares aqueles dos testes de efeito citopatico, o que, segundo os
autores, reforcava a validade da osmotolerancia como um importante marcador de

patogenicidade de Acanthamoeba.

Considerando os aspectos acima, a determinagdo do potencial patogénico de
Acanthamoeba permite que diferentes linhagens sejam diferenciadas quanto a capacidade de
causar infeccdo, e isso € importante, principalmente, quando se tratam de linhagens
provenientes de amostras clinicas, j4 que ¢ comprovadamente possivel o isolamento de
Acanthamoeba a partir de tecidos saudaveis do homem. Dessa forma, essa discriminagao
permitiria avaliar adequadamente os fatores de risco relacionados a presenca de
Acanthamoeba em diferentes tipos de ambientes ¢ em diferentes tipos de amostras clinicas.
Além disso, muitos marcadores de patogenicidade podem ser utilizados também para uma
melhor compreensdo dos processos bioldgicos envolvidos na fisiopatologia das doengas
causadas por Acanthamoeba, o que ¢ fundamental para o desenvolvimento de novas

estratégias terapéuticas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a ocorréncia de Acanthamoeba em amostras clinicas e ambientais em
Vitoria-ES, determinar a classificagdo morfologica e genotipica dos isolados obtidos e

caracteriza-los quanto a patogenicidade.

3.2 Objetivos especificos

= Investigar a presenca de Acanthamoeba em lesdes oculares de pacientes atendidos no
HUCAM.

= Investigar a presenca de Acanthamoeba em poeira, solo, piscina, dgua potavel, agua de
inundagdo e 4gua do mar na regido metropolitana de Vitéria-ES.

= Identificar o género dos isolados.

= (lassificar os isolados por parametros morfoldgicos e por sequenciamento parcial do
gene 18S rDNA.

= Avaliar o potencial patogénico dos isolados por meio de ensaios de termotolerancia e

osmotolerancia.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta de amostras e isolamento de Acanthamoeba

4.1.1 Amostras clinicas

Foram coletadas amostras de cornea de 15 pacientes com suspeita de ceratite por
Acanthamoeba atendidos no Setor de Oftalmologia do Hospital Universitario Cassiano
Antonio de Moraes (HUCAM) no periodo de margo de 2010 a maio de 2012. Todos os
pacientes foram informados sobre os procedimentos e aceitaram participar do estudo mediante

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 1).

As amostras foram coletadas por meio de raspado de cornea com semeadura direta em
placas de Petri contendo meio agar soja (ANEXO 2) e por esgotamento do raspado em tubos

tipo Eppendorf® (1,5 ml) contendo 200 pl de salina de Page (ANEXO 2).

No laboratoério, as placas foram acrescidas de 200 ul de uma suspensao de Escherichia
coli, seladas com filme plastico PVC e incubadas a 28°C em estufa microbioldgica por até 30
dias (ANEXO 3). Para verificar a presenca de cistos e trofozoitos de Acanthamoeba, a leitura
das culturas foi realizada diariamente. Durante as primeiras 48 horas, as placas foram
examinadas em microscopio invertido (visualizacao através da placa de Petri). Do terceiro ao
30° dia de incubacao, as culturas foram examinadas alternadamente em microscopio optico
(por meio de laminas) € em microscopio invertido, em aumentos de 200x e 400x. As placas
negativas foram descartadas apds a ultima leitura. Os raspados de cornea esgotados em salina

foram utilizados para o diagnodstico molecular (conforme descrito no item 4.3) (ANEXO 3).

Nos casos em que o paciente era usuario de lentes de contato, foi solicitada a entrega
das mesmas. As lentes foram encaminhadas para o laboratorio nos proprios estojos de
armazenamento ¢ foram utilizadas pingas e pipetas estéreis para a transferéncia das lentes e do
liquido de armazenamento para as placas com meio agar soja. Essas culturas também
receberam a suspensao de E. coli e foram incubadas e examinadas da mesma forma que as

culturas de raspado de cornea (ANEXO 3).
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4.1.2 Amostras ambientais

Entre os meses de abril de 2010 e junho de 2011, foram coletadas 90 amostras

provenientes dos seguintes ambientes:
= Pocira:

Amostras de poeira foram coletadas de trés residéncias, denominadas R;, R; e R;
(Figura 5). Cada ponto de coleta (janelas, portas, corrimdo, escadas, piso, objetos, méveis,
entre outros) foi considerado como uma amostra e escolhido de forma aleatéria em cada uma

das residéncias, totalizando dez amostras coletadas.
=  Solo:

Amostras de solo foram coletadas de trés locais diferentes, denominados A, A, € Aj
(Figura 5). Cada ponto de coleta foi considerado como uma amostra e escolhido de forma

aleatdria em cada um dos locais, totalizando dez amostras coletadas.
= Piscina:

Foram coletadas amostras de dez piscinas, denominadas Py, Py, P3, P4, Ps, Ps, P7, Pg, Pg
e Pyo (Figura 5). De cada uma delas foram coletadas trés amostras: uma de agua, uma do
sedimento da escada e uma amostra do sedimento da saida do filtro, totalizando 30 amostras

coletadas.
= Agua potavel

Amostras de agua potavel foram coletadas de cinco residéncias, denominadas RA|,
RA,, RA3, RA4 e RA;5 (Figura 5). Cada ponto de coleta (torneira do banheiro, da cozinha, do
tanque, entre outros) foi escolhido de forma aleatéoria em cada uma das residéncias,
totalizando dez pontos de coleta. De cada ponto foram coletadas duas amostras: uma de agua

e uma do biofilme da saida de 4gua da torneira, totalizando 20 amostras coletadas.
= Inundacio:

Foram coletadas amostras de dez pontos de inundacdo, denominados 11, 12, 13, 14, I5,
16, 17, 18, 19 e 110 (Figura 5). Cada ponto foi considerado como uma amostra e escolhido de

forma aleatdria durante os eventos de inundac¢ao, totalizando dez amostras coletadas.
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Legenda
@ pocira
solo
[ piscina
[ agua potavel

agua de inundagdo

Google earth

o de visdo

Figura 5: Pontos de coleta das amostras de poeira (R, R; e R3), solo (A}, A, e A;), piscina (Py, P,, P3, P4, Ps, P,
P, Pg, Py e Pyg), agua potavel (RA, RA,, RA;3;, RA, e RAs) e agua de inundagao (11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, I8, 19 ¢
110) em Vitoéria e regido metropolitana (ES).

Fonte: Google Earth (2012).

= Mar:

Amostras de agua do mar foram coletadas de dez pontos diferentes compreendidos
entre a Praia da Curva da Jurema e a Praia de Camburi, em Vitoria (ES) (Figura 6). Esses
pontos fazem parte de um conjunto de 24 pontos estabelecidos pela prefeitura e distribuidos
pela cidade de Vitdria para a avaliagdo da balneabilidade das aguas destinadas a recreagao,
como mostra o mapa de balneabilidade da Prefeitura de Vitdria, disponivel em:
<http://sistemas6.vitoria.es.gov.br/balneabilidade/balneabilidade.php>. Acesso em: 30 mar.

2011. Cada ponto foi considerado como uma amostra, totalizando dez amostras coletadas.
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Figura 6: Pontos de coleta (01, 02A, 04, 06, 08, 09, 10, 11, 12 e 13) das amostras de
agua do mar na Praia da Curva da Jurema (A), Praia do Canto (B) e¢ Praia de
Camburi (C) (Vitoria-ES).

Fonte: Google Earth (2012).

Em cada ponto de coleta foi utilizado um swab seco, estéril e descartavel para a coleta
de poeira, solo, sedimento e biofilme ou um tubo estéril tipo Falcon® para a coleta de 50 ml
de agua. Todas as amostras coletadas foram semeadas em placas de Petri contendo meio agar
soja (ANEXO 3). Os swabs foram imediatamente esgotados no meio de cultura no local da
coleta e as amostras de agua foram encaminhadas para o laboratorio, onde foram
centrifugadas a 450 xg durante 10 min. Aproximadamente 2 ml do sedimento de
centrifugacdo de cada tubo foram transferidos para duas placas com agar soja. Somente as
placas com o sedimento de centrifugacdo da agua potavel receberam a adi¢do de 200 pl da
suspensdo de E. coli. Todas as placas foram seladas com filme plastico PVC e incubadas a
28°C em estufa microbiologica por até 15 dias (ANEXO 3). As culturas foram examinadas
em microscopio optico por meio de laminas (aumentos de 200x e 400x) no quinto, décimo e

15° dia de incubacdo. Apds a ultima leitura, as placas negativas para AVL foram descartadas.

4.1.3 Identificacao de Acanthamoeba e cultivo dos isolados

Nas placas em que foi observado o crescimento de cistos e trofozoitos, o
reconhecimento de amebas do género Acanthamoeba foi realizado de acordo com critérios
morfoldgicos, com uma particular atencdo para a parede dupla dos cistos (PUSSARD e

PONS, 1977; PAGE, 1988).
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Os isolados foram rotineiramente mantidos em culturas polixénicas em meio agar soja.
Quando confirmada a presenca de Acanthamoeba nas culturas, foram feitos repiques para
manter os isolados e para eliminar o excesso de contaminantes ambientais, como areia, terra,
fungos, algas e outros protozoarios. Com uma pipeta estéril, foram colocados em cada placa
positiva aproximadamente 1,5 ml de salina de Page esterilizada. Com a mesma pipeta, a
suspensdo formada foi aspirada e devolvida para a placa varias vezes, com o objetivo de
desprender do agar os cistos e trofozoitos de Acanthamoeba. A suspensio do isolado foi entdo
transferida para uma nova placa de cultivo, que foi incubada nas mesmas condi¢des que a
amostra original durante cinco dias, quando foi analisada por meio de lamina em microscopio
optico (aumentos de 200x e 400x) para a confirmacdo da presenca de Acanthamoeba. Os
isolados foram identificados de acordo com o ambiente de onde foram coletados ou com as
iniciais dos pacientes e foram mantidos por meio de repiques realizados em intervalos de dois

mescs.

4.1.4 Clonagem

Com a finalidade de se obter culturas provenientes de uma tnica célula, foi realizada a
clonagem de cistos e trofozoitos pelo método de diluicdo das amostras. Em caso de culturas
com alto indice de contaminagdo, a técnica de dilui¢do foi empregada primeiramente para
tentar controlar o crescimento de contaminantes que pudessem dificultar o processo de
purificacdo dos isolados. Por pipetagem, cistos e trofozoitos de cada isolado foram suspensos
em 2 ml de salina de Page esterilizada. A suspensdo foi coletada e transferida para tubo
estéril, para a quantificagdo em cadmara de Neubauer. A concentracdo das amebas foi entdo
ajustada por diluicdo, de modo a se obter dez a 15 cistos ou trofozoitos em cada 10 pl da
suspensao. Este volume foi distribuido em dez pocos (10 ul/poco) de placa para cultura de
células de 96 pocos e observado em microscopio invertido (aumentos de 200x e 400x).
Quando formas morfologicas tipicas foram detectadas nos pogos, a cada um deles foram
adicionados 30 pl de salina de Page esterilizada. O volume total de cada pogo foi transferido
para uma area de meio agar soja em placa de Petri, demarcada externamente com um circulo.
Em cada area foram adicionados ainda 20 pl da suspensdo de E. coli. A placa foi selada e
incubada a 28°C por até dez dias. Diariamente as areas da placa foram examinadas em
microscopio invertido (aumentos de 200x e 400x) para detectar a presenca de cistos e
trofozoitos de Acanthamoeba, bem como verificar o desenvolvimento de outros

microorganismos. As regides das areas positivas que possuiam menos contaminantes foram
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marcadas externamente com caneta, raspadas cuidadosamente com alga bacteriologica estéril
e transferidas para uma nova placa de cultivo, que foi examinada diariamente para a

conferéncia da eliminacdo dos contaminantes.

A clonagem dos isolados descontaminados consistiu em repetir 0 mesmo processo de
dilui¢do, com algumas modificagdes. Apos a contagem em cdmara de Neubauer, a dilui¢ao foi
feita de forma a se obter um cisto ou um trofozoito em cada 5 pl da suspensao do isolado, que
foi transferido para a placa com agar somente quando confirmada, por microscopia, a diluicao
desejada. As areas da placa foram examinadas durante dez dias com intervalos de 48 horas.
As areas onde foram constatadas amebas foram escolhidas ao acaso, transferidas para outras
placas e clonadas mais duas vezes, para garantir a obtengdo de clones, como descrito por
Costa et al (2010). Os clones de terceira geracdo foram incubados até que se obtivesse um
crescimento suficiente para a classificagdo morfologica (ANEXO 3). Para a manutencdo dos
isolados clonados foram feitos repiques a cada cinco meses. Todos os procedimentos
realizados para o isolamento e clonagem de Acanthamoeba em agar soja estdo representados

no fluxograma da Figura 7.

‘ Amostra de 50 ml de 4gua ‘ Amostra de swab/raspado
de cornea/lente de
¢ contato
Centrifugacio
(450 xg, 10 min)
| Sedimento |
v v

Semeadura em meio agar soja
(28°C, 15-30 dias)

v

Repique das amostras positivas
(28°C, 5 dias)

v

Descontaminacio por repique e por diluicio em meio agar soja
(10-15 amebas/10 ul)

v

Clonagem por diluicio em agar soja
(1 ameba/5 pl)

Figura 7: Fluxograma de procedimentos para isolamento e clonagem
de Acanthamoeba em culturas de amostras clinicas e ambientais.
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4.2 Classificacao morfologica dos isolados clonados

Os isolados clonados foram submetidos a classificagdo morfologica proposta por
Pussard ¢ Pons (1977). Critérios como o diametro dos cistos ¢ a forma do endocisto ¢ do
ectocisto foram utilizados para classificar os isolados nos grupos morfolégicos I, II ou III. Os
cistos foram analisados por microscopia optica ¢ a medida dos mesmos foi realizada
utilizando ocular milimetrada, em aumento de 400x. Foram medidos 20 cistos de cada isolado

para a obtencdo dos valores médios e calculo do desvio padrao.

4.3 Identificacao molecular

4.3.1 Extracio de DNA

Dois métodos de extragdo de DNA foram utilizados: o kit de extragdo ChargeSwitch®
gDNA Micro Tissue (Invitrogen®) e uma técnica de lise alcalina, modificada de um protocolo

proposto por Vianna et al (2009).

O kit foi utilizado para a extracdo de DNA das amostras clinicas destinadas ao
diagnostico molecular. Os tubos contendo as amostras de raspado de coérnea foram
centrifugados a 5000 xg durante 10 min e 150 ul do sobrenadante foram descartados. Os

demais procedimentos seguiram as instru¢des do fabricante (ANEXO 4).

A técnica de lise alcalina modificada foi utilizada para a extragdo de DNA das culturas
de amostras clonadas. As modificagdes consistiram em eliminar a etapa de tratamento com
PVPP, descrita originalmente por Vianna et al (2009), e incluir uma etapa de tratamento com
proteinase K. Trofozoitos em fase exponencial de crescimento foram recuperados da placa e
lavados trés vezes em salina de Page por centrifugacao (450 xg durante 10 min). O sedimento
foi suspenso em 1,5 ml de salina de Page e transferido para tubo tipo Eppendorf® de 1,5 ml.
O tubo foi centrifugado a 6000 xg por 10 min e o sobrenadante foi descartado. Os demais

procedimentos seguiram o protocolo descrito pelos autores (ANEXO 5).

4.3.2 PCR do gene 18S rDNA

A PCR foi realizada para: a) diagnostico de ceratite amebiana em amostras de cornea,

associada a semi-nested PCR (snPCR); b) confirmagdo do género Acanthamoeba nas culturas
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clonadas; e ¢) obtencdo de moldes de DNA para o sequenciamento e classificagdo genotipica

dos isolados (ANEXO 3).

Na PCR foram utilizados os seguintes iniciadores (primers): JDP1 (forward:
5’GGCCCAGATCGTTTACCGTGAA3) e JDP2 (reverse:
5S’TCTCACAAGCTGCTAGGGAGTCA3’). Esses primers, especificos para Acanthamoeba,
foram utilizados por Schroeder et al (2001) e amplificam um fragmento do gene 18S rDNA
denominado ASA.S1 (Acanthamoeba Specific Amplimer SI), com tamanho esperado em
torno de 423 a 551pb. Para cada reagdo foram utilizados: tampao de reagdo 1X, 4 mM de
MgCl,, 0,2 mM de dNTPs (GE Healthcare®), 1,5 pg/ul de BSA, 0,5 uM de cada primer
(Invitrogen®) e 0,6 U de Taq DNA polimerase Platinum (Invitrogen®). Para o diagndstico de
ceratite, foram utilizados 10 pl do produto de extracdo do kit em um volume final de 50 pl;
para a confirmagdo do género nas amostras clonadas, foram utilizados 30 ng de DNA em um
volume final de 15 pl; e para o sequenciamento, 30 ng de DNA em um volume final de 50 pl.
A PCR foi realizada em um termociclador Veriti® 96-well (Applied Biosystems®),
programado para uma desnaturagdo inicial a 94°C por 7 min, seguida de 25 ciclos a 94°C por

1 min, 60°C por 1 min, 72°C durante 2 min ¢ uma extensao final a 72°C por 10 min.

A snPCR foi realizada por meio da técnica descrita por Dhivya et al (2007), com
algumas  modificagdes. Foram  utilizados os  primers Al (foward:
5S’AACGATGCCGACCAGCGATTAZ3’) e JDP2 (reverse:
5S’TCTCACAAGCTGCTAGGGAGTCA3’), que amplificam uma regido com tamanho
esperado em torno de 120 a 160pb do fragmento ASA.S1. Cada reagdo foi realizada em
volume de 18 pl contendo 2 ul do produto de amplificagdo da primeira PCR das amostras
clinicas, tampao de reacdo 1X, 4 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs (GE Healthcare®), 0,5
uM de cada primer (Invitrogen®) e 0,6 U de Taq DNA polimerase Platinum (Invitrogen®). O
termociclador Veriti® 96-well (Applied Biosystems®) foi programado para uma desnaturagao
inicial a 95°C por 5 min, seguida de 20 ciclos a 95°C por 45 seg, 62°C por 45 seg, 72°C

durante 45 seg e uma extensao final a 72°C por 5 min.

Os produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida
a 5% e corados com nitrato de prata. O gel foi visualizado em um fotodocumentador e
registrado com maquina fotografica. Como marcador de peso molecular foi utilizado DNA

Ladder de 100pb (Promega®).



48

4.4 Classificacao genotipica

O sequenciamento do fragmento ASA.S1 do gene 18S rDNA foi utilizado para
determinar os gen6tipos dos isolados. Os produtos da PCR foram submetidos a purificacdo de
acordo com o protocolo do kit GenElute® PCR Clean-Up (Sigma-Aldrich®) (ANEXO 6).
Em seguida, a marcagem do DNA para seu posterior sequenciamento foi realizada com o kit
BigDye® Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems®). Foi feita uma reagdo por
primer, ou seja, duas reacdes para cada fragmento de DNA (forward e reverse), ocorrendo a
partir das duas extremidades para gerar sequéncias consenso. A mistura de cada uma foi
preparada da seguinte maneira: 2 pl de Premix Ready Reaction, 4 pl de tampao de
sequenciamento 2,5X (1,5 pl do tampao BigDye e 1,5 pl de 4gua ultra-pura esterilizada), 5,0
pmoles de cada primer correspondente - JDP1 ou JDP2 (Invitrogen®) - e 40 ng de DNA
molde purificado, em um volume final de 20 pl. A reagdo foi realizada em um termociclador
Veriti® 96-well (Applied Biosystems®), programado para uma desnaturacdo inicial a 94°C
por 1 min, seguida de 45 ciclos a 94°C por 10 seg, 60°C por 7 seg e uma extensdo final a

60°C por 3 min.

O DNA marcado foi entdo purificado da seguinte forma: foram adicionados ao volume
amplificado 60 pl de isopropanol 75% e apds homogeneizacdo, a mistura foi deixada a
temperatura ambiente por 20 min. A amostra foi centrifugada a 6000 xg durante 20 min e o
isopropanol foi descartado. Ao volume restante foram adicionados 300 pl de etanol 70% e a
amostra foi centrifugada mais uma vez a 6000 xg por 20 min, sendo o sobrenadante removido

posteriormente. Os tubos foram entio colocados abertos em estufa a 37°C.

Apds a secagem, a cada tubo foram adicionados 10ul de formamida HI-DI. As
amostras foram entdo colocadas em placas de sequenciamento e submetidas em termociclador
a uma temperatura de 95°C por 5 mim. O sequenciador AB/ 3130 (Applied Biosystems®) foi

utilizado para a separagdo e deteccdo do DNA marcado.

As sequéncias foram analisadas e corrigidas com o programa Staden Package
(STADEN et al, 2001) e alinhadas com a versdo 5.0 do MEGA (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) (TAMURA et al, 2011). O programa MEGA versao 5.0 (TAMURA et al,
2011) também foi utilizado para: obtencdo da composi¢do nucleotidica e aminoacidica,
calculo das distancias e posigdes nucleotidicas variaveis e para processar as analises

filogenéticas das sequéncias de DNA.
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As sequéncias nucleotidicas obtidas foram comparadas com as sequéncias do
GenBank do NCBI (National Center for Biotechnology Information) por meio do programa
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), disponivel em: <http://blast.ncbi.nlm.nih.gov>
Acesso em: 10 ago. 2011. A determinagdo dos genotipos foi realizada de acordo com a maior
porcentagem de similaridade que as sequéncias obtidas apresentavam em relagdo as

sequéncias disponiveis no GenBank.

4.5 Ensaios de patogenicidade nos isolados clonados

As culturas clonadas, mantidas em meio agar soja com E. coli, foram submetidas aos
testes de termotolerancia (GRIFFIN, 1972) e de osmotolerancia (KHAN et al, 2001),
utilizados como marcadores de patogenicidade (ANEXO 3).

4.5.1 Termotolerancia

Para a analise da tolerancia as temperaturas de 28°C, 37°C e 42°C, trofozoitos de
cultura em fase exponencial de crescimento foram recolhidos da placa em salina de Page e
quantificados em camara de Neubauer. A concentragio foi ajustada de modo a se obter 1x10°
trofozoitos em cada 25 ul de suspensao. Este volume foi semeado em area central (demarcada
externamente com um circulo de 1 cm de didmetro) de placas de Petri contendo meio dgar
soja e foi incubado a 28°C, 37°C e 42°C. O teste foi realizado em triplicata para cada
temperatura. O crescimento das amebas foi determinado pela linha de expansdo dos
trofozoitos a partir da area central e foi avaliado qualitativamente. Os resultados foram
representados por: (-), indicando auséncia de crescimento, e (+), indicando crescimento a
partir de 0,5 cm. As placas foram observadas diariamente em microscopio invertido

(aumentos de 200x e 400x) até o décimo dia de incubagdo.

4.5.2 Osmotoleriancia

Para investigar o efeito da osmolaridade no crescimento de Acanthamoeba,
aproximadamente 1x10* trofozoitos de cultura em fase exponencial de crescimento (contados
em camara de Neubauer e diluidos em 25ul de salina de Page) foram semeados em area
central (1 cm de didmetro) de placas de Petri contendo meio agar soja acrescido de 0,1M,

0,5M e 1,0M de manitol. O teste foi realizado em triplicata para cada concentragdo de manitol
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e as placas foram incubadas a 28°C. O crescimento das amebas foi determinado da mesma

forma que nos ensaios de termotolerancia, como descrito anteriormente.
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S RESULTADOS

5.1 Coleta de amostras e isolamento de Acanthamoeba

5.1.1 Amostras clinicas

Dos 15 pacientes com suspeita de ceratite amebiana, 11 eram usuérios de lentes de
contato, 14 apresentavam suspeita de ceratite amebiana unilateral e um paciente apresentava
quadro clinico sugestivo de ceratite amebiana bilateral (Tabela 1). Foram diagnosticados
quatro casos de ceratite por isolamento de Acanthamoeba em cultura (Tabela 1). Dentre os
usuarios de lentes de contato, foram obtidas as lentes do olho direito e do olho esquerdo de

KPG, CMC, CFP ¢ TMR, ¢ foi obtida somente a lente do olho direito do paciente RNM.

Tabela 1: Resultado da cultura das amostras de raspado de cornea dos pacientes com
suspeita de ceratite amebiana atendidos no Setor de Oftalmologia do HUCAM em
Vitéria (ES) no periodo de 2010-2012 com procedéncia e historico de uso de lentes de
contato.

PACIENTES PROCEDENCIA USUARIO DE LC" RESULTADO

DA CULTURA

KPG Serra S¢ -
JRR Domingos Martins S -
CMC Cariacica S -
RSL Vila Velha S =
JJD Vila Velha N¢ -
CFP Vitoria S -
TMR Vitoria S -
FCM Cariacica N =
CFD Vitoria N -
DCJ Cariacica S -
MMM Vitoria N -
AAO Vila Velha N +
ZCS Vitoria S +
JSR Cariacica S +

RNM* Cariacica S oD +

OE" -

TOTAL: 15 11 4 amostras
positivas

* RNM: paciente com suspeita de ceratite amebiana bilateral; ” LC: lentes de contato;
¢ S: sim; N: ndo; ¢ OD: olho direito; TOE: olho esquerdo.

As formas evolutivas de Acanthamoeba foram observadas em periodos que variaram

de 24 horas a seis dias apds o cultivo das amostras clinicas. Em todas as culturas positivas
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foram detectados cistos que apresentavam parede dupla com endocisto poligonal e ectocisto
ondulado e trofozoitos com vactolo contratil evidente e acantapodios tipicos (Figura 8).
Dentre os quatro isolados de Acanthamoeba, somente de AAO, ZCS e RNM foram obtidos
clones, denominados AAO-1, ZCS-1 e RNM OD-1, respectivamente. O isolado JSR
apresentou crescimento excessivo de fungos filamentosos, que ndo foi controlado por repique
e nem por micromanipulacdo, tornando impossivel a manutencao da cultura. O unico isolado
obtido a partir do cultivo das lentes de contato foi proveniente da lente do paciente RNM.
Esse isolado também foi clonado e denominado RNM LD-1. No total, foram obtidos quatro

isolados clonados de Acanthamoeba: AAO-1, ZCS-1, RNM OD-1 e RNM LD-1.

Figura 8: Cistos e trofozoito de Acanthamoeba do isolado AAO-1
demonstrando aspectos morfologicos tipicos do género: (a) cistos com
parede dupla (En: endocisto poligonal; Ec: ectocisto ondulado); (b)

trofozoito com acantapddios tipicos (A) e vacuolo contratil evidente (VC).
Barra: 10pum.

5.1.2 Amostras ambientais

A identificagdo morfologica do género Acanthamoeba nas culturas das amostras
ambientais foi realizada pela presenca de acantapddios nos trofozoitos e principalmente pela
presenga da parede dupla nos cistos. A observacdo dessas caracteristicas foi realizada no
primeiro dia de leitura (quinto dia de incubag@o) na maioria das culturas positivas. Somente
em poucas delas a presencga de Acanthamoeba s6 foi detectada no segundo ou no terceiro dia

de leitura (décimo e 15° dia de incubagdo, respectivamente).
= Poeira:

Dentre as dez culturas de amostras de poeira analisadas, trés (30%) foram positivas para
Acanthamoeba (Tabela 2). Apesar das tentativas de descontaminag@o por micromanipulagao, a

proliferacdo de fungos foi excessiva e dificil de ser controlada em todas as culturas positivas.
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Ainda assim, foram selecionados dois isolados para a clonagem (R,P; e R3P;) e de cada um
foram obtidos dois clones diferentes, totalizando quatro isolados clonados de poeira: R,P;.-1,

R2P1-2, R3P2-1 € R3P2-2.

Tabela 2: Resultado da cultura de dez amostras de poeira coletadas em Vitoria e regido
metropolitana (ES).

LOCAIS DE COLETA NUMERO DE IDENTIFICACAO RESULTADO DA

(POEIRA) AMOSTRAS DAS AMOSTRAS CULTURA

R]P] =
Residéncia 1 4 R,P, o
Vitoria R,P; -
R] P4 =
Residéncia 2 2 R,P; +
Vitoria R2P2 -
R3P| =
Residéncia 3 4 RsP, +
Vila Velha R;P; =
R;P, +

TOTAL: 3 10 3 amostras positivas

=  Solo

Todas as dez (100%) culturas de amostras de solo analisadas foram positivas para
Acanthamoeba (Tabela 3). Devido ao grande ntimero de géneros de AVL presentes nas
culturas, a identificacdo morfoldgica de Acanthamoeba foi realizada exclusivamente com base
nas caracteristicas dos cistos. O excesso de contaminantes foi eliminado em todos os isolados
e dois foram selecionados para a clonagem: A|P; e A;P,. De cada um foram obtidos dois

clones, AiP;-1, AP;-2, A,P»-1 e A,P,-2, totalizando quatro isolados clonados de solo.

Tabela 3: Resultado da cultura de dez amostras de solo coletadas em Vitoria e regido metropolitana
(ES).

LOCAIS DE COLETA NUMERO DE  IDENTIFICACAO RESULTADO DA

(SOLO) AMOSTRAS DAS AMOSTRAS CULTURA
Campus UFES-Maruipe AP, +
Vitoria 3 A|P2 ar
A Ps +
Margem do Canal de AP +
Camburi 4 A,P, +
Vitoria A2P3 +
AP, +
Jardim de residéncia 3 AsP, +
Serra AsP, +
AsPs +

TOTAL: 3 10 10 amostras positivas
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=  Piscina

Das dez culturas de amostras de 4gua de piscina submetidas a analise, em nenhuma
houve a detec¢do de Acanthamoeba. Em contrapartida, dentre as culturas de amostras do
sedimento do filtro e da escada, foi verificada a presenca de Acanthamoeba em cinco (16,6%)
delas (Tabela 4). Durante os procedimentos de repique e descontaminagdo, o isolado P,P, ndo
se desenvolveu como esperado, o que impossibilitou a sua manutengdo. Nos outros quatro
isolados a descontaminagdo foi realizada e PP, e P4P, foram selecionados para a obtengédo de
clones. De cada um foram obtidos dois clones, totalizando quatro isolados clonados de

piscina: P]Pz—l, P]PQ—Z, P4P2—1 [§] P4P2—2.

Tabela 4: Resultado da cultura de 30 amostras de piscina (agua, sedimento do filtro e da escada) coletadas em
Vitdria e regido metropolitana (ES).

LOCAIS DE COLETA NUMERO DE  IDENTIFICACAO TIPO DE RESULTADO
(PISCINA) AMOSTRAS DAS AMOSTRAS AMOSTRA DA CULTURA

Piscina 1 PP, agua -

Vila Velha 3 PP, escada +

P,P; filtro -

Piscina 2 P,P, agua -

Vitoria 3 P,P," filtro +

P,P; escada +

Piscina 3 P;P; agua -

Vila Velha 3 P;P, filtro -
P;P; escada

Piscina 4 P,P; agua -

Cariacica 3 P,P, filtro +

P,4P; escada -

Piscina 5 PsP, agua -

Serra 3 PsP, filtro -

PsP; escada -

Piscina 6 P¢P; agua =

Serra 3 PsP, escada -

PsPs filtro -

Piscina 7 P,P, agua -

Vitoria 3 PP, escada -

P;P; filtro -

Piscina 8 PgP, agua -

Vitoria 3 PsP, escada -

PgPs filtro +

Piscina 9 PoP, agua -

Vila Velha 3 PyP, filtro -

PyPs escada -

Piscina 10 PoP; agua -

Vila Velha 3 PP, escada -

P10P3 filtro -

TOTAL: 10 30 3 5 amostras positivas

*Isolado ndo mantido.
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= Agua potavel

Das dez culturas de amostras de agua potavel analisadas, em nenhuma foi observada a
presenca de Acanthamoeba. Em contrapartida, dentre as dez culturas de amostras de torneira
analisadas, em duas foi detectada a presenca de Acanthamoeba, totalizando 10% de culturas
positivas (Tabela 5). Em ambos isolados a contaminagéo foi facilmente eliminada por meio
de repiques sucessivos. De cada isolado foram obtidos dois clones (RA;P,-1, RA|P,-2,

RA;P>-1 e RA3P»-2), obtendo-se assim um total de quatro clones de torneira.

Tabela 5: Resultado da cultura de 20 amostras de agua potavel (dgua e biofilme da torneira) coletadas em
Vitdria e regido metropolitana (ES).

LOCAIS DE COLETA NUMERO DE IDENTIFICACAO TIPO DE RESULTADO DA

(AGUA POTAVEL) AMOSTRAS DAS AMOSTRAS AMOSTRA CULTURA

RA P, agua -
Residéncia 1 4 RA,P, torneira +
Vitoéria RAP; agua -
RA P, torneira -
Residéncia 2 2 RA,P; agua -
Vila Velha RA,P, torneira -
RA3P1 égua -
RA;P, torneira +
Residéncia 3 6 RA;P; agua -
Vitoria RA;P, torneira -
RA3P5 égua -
RA;P¢ torneira -
Residéncia 4 2 RA4P, agua -
Vitoria RA4P, torneira -
RAsP,; agua -
RA;P, torneira -
Residéncia 5 6 RA;P; agua -
Serra RA;P, torneira -
RA;P; agua -
RA;Pg torneira -

TOTAL: 5 20 2 2 amostras positivas

= JInundacio

Todas as dez (100%) culturas de amostras de 4gua de inundagdo analisadas foram
positivas para Acanthamoeba (Tabela 6). Fungos, bactérias, algas e outros protozoarios foram
detectados de forma abundante em todas as culturas, o que dificultou os procedimentos de
identificacdo de Acanthamoeba, realizada principalmente pela observagdo das caracteristicas
morfologicas dos cistos. Os procedimentos de micromanipulagdo foram exaustivamente

repetidos, até que os contaminantes em excesso fossem eliminados. Todos os isolados foram
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mantidos e I1 e 12 foram escolhidos para a obtencdo dos clones I1-1, 11-2, 12-1 e 12-2,

totalizando quatro isolados clonados de agua de inundacao.

Tabela 6: Resultado da cultura de dez amostras de agua de inundag@o coletadas em Vitoria e
regido metropolitana (ES).

LOCAIS DE COLETA NUMERO DE  IDENTIFICACAO RESULTADO DA

(AGUA DE AMOSTRAS DAS AMOSTRAS CULTURA
INUNDACAO)
Ponto 1 1 I1 +
Vitoria
Ponto 2 1 12 +
Vila Velha
Ponto 3 1 I3 +
Vila Velha
Ponto 4 1 14 +
Vitoria
Ponto 5 1 I5 +
Vitoria
Ponto 6 1 16 +
Vitoria
Ponto 7 1 17 +
Vitoria
Ponto 8 1 18 +
Vitoria
Ponto 9 1 19 +
Serra
Ponto 10 1 110 +
Cariacica
TOTAL: 10 10 10 amostras positivas
= Mar

Dentre as dez culturas de amostras de dgua do mar analisadas, trés (30%) foram
positivas para Acanthamoeba (Tabela 7). Devido ao grande nimero de géneros de AVL
presentes nas culturas, a identificacdo morfoloégica de Acanthamoeba foi realizada
exclusivamente com base nas caracteristicas dos cistos. Em todos os isolados o excesso de
contaminantes fingicos ndo foi controlado por micromanipulagdo, tornando-se a maior
dificuldade encontrada para a manutengdo dos mesmos e obtengao de clones. Sendo assim, o
isolado M11 ndo foi mantido e foram obtidos dois clones de M9 (M9-1 e M9-2) e dois clones

de M10 (M10-1 e M10-2), totalizando quatro clones provenientes de dgua do mar.
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Tabela 7: Resultado da cultura de dez amostras de 4gua do mar coletadas em Vitoria (ES).

LOCAIS DE COLETA NUMERO DE  IDENTIFICACAO RESULTADO DA

(AGUA DO MAR) AMOSTRAS DAS AMOSTRAS CULTURA
Ponto 01 1 M1 -
Praia de Camburi
Ponto 02A 1 M2A =
Praia de Camburi
Ponto 04 1 M4 -
Praia de Camburi
Ponto 06 1 M6 -
Praia de Camburi
Ponto 08 1 M8 -
Praia de Camburi
Ponto 09 1 M9 +
Praia de Camburi
Ponto 10 1 M10 +
Praia do Canto
Ponto 11 1 M11? +
Praia do Canto
Ponto 12 1 M12 -
Praia da Curva da Jurema
Ponto 13 1 M13 =
Praia da Curva da Jurema
TOTAL: 10 10 3 amostras positivas

*Isolado ndo mantido.

Das 115 amostras cultivadas em agar soja (90 amostras ambientais, 16 amostras
clinicas e nove amostras de lentes de contato), 38 foram positivas para Acanthamoeba (33
ambientais, quatro clinicas e uma de lente de contato). Das 38 culturas de amostras positivas,

35 foram mantidas.

Foram obtidos clones de 16 isolados: de trés isolados clinicos, do isolado da lente de
contato ¢ de 12 isolados ambientais. Dos trés isolados clinicos e do isolado da lente de
contato, foram obtidos quatro clones, cada um proveniente de um isolado. Dos 12 isolados
ambientais, foram obtidos 24 clones (dois clones por isolado). Os 28 isolados clonados de
Acanthamoeba foram entdo submetidos a classificacdo morfologica, a identificacdo

molecular, a classificacdo genotipica e aos ensaios de patogenicidade.

5.2 Classificacao morfologica dos isolados clonados

De acordo com os critérios estabelecidos por Pussard e Pons (1977), os isolados foram
inclusos nos grupos morfologicos I e II. O tamanho médio dos cistos € o desvio padrao
obtidos de cada isolado corresponderam a variagdo dada para os grupos morfoldgicos, bem

como o formato do endocisto e do ectocisto da maioria dos isolados clonados. Somente o
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isolado RA3P,-2 ndo foi classificado morfologicamente. Neste caso, caracteristicas tipicas de
um unico grupo morfoldgico nao puderam ser determinadas com seguranga, o que dificultou a
classificag@o precisa do isolado no grupo morfologico II ou III (Figura 9-a e Tabela 8). O
isolado A P;-2 foi classificado como pertencente ao grupo morfoldgico I (Figura 9-b e
Tabela 8) e os 26 isolados restantes apresentaram caracteristicas tipicas do grupo morfolégico
II (Figura 9-c, d, e, f e Tabela 8). Foi comumente observado que cistos pertencentes ao
mesmo isolado clonado apresentavam variagdes morfologicas, principalmente no nimero de

bracos do endocisto (Figura 9-d, e, f).

Figura 9: Cistos de isolados clonados de Acanthamoeba demonstrando caracteristicas tipicas dos
grupos de Pussard e Pons (1977) e variagdes morfologicas entre cistos pertencentes ao mesmo
isolado clonado. (a) isolado RA;P>-2 demonstrando caracteristicas dos grupos II e III (endocisto oval e ectocisto
ondulado); (b) isolado AP;-2 demonstrando caracteristicas do grupo I (endocisto estrelado e ectocisto liso); (¢) (d) (e) (f)
isolados 12-1, AAO-1, A,P,-2 e M9-1, respectivamente, demonstrando caracteristicas do grupo II (endocisto poliédrico e
ectocisto ondulado). Barra: 10pum.
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Tabela 8: Classificagdo morfologica de isolados clonados de Acanthamoeba provenientes de amostras clinicas e
ambientais e aspectos morfologicos dos cistos.

MEDIA DO FORMATO FORMATO

ISOLADOS ORIGEM DIAMETRO DO DO GRUPO
DOS ENDOCISTO ECTOCISTO MORFOLOGICO®
CISTOS?
(um = DP®)
AAO-1 raspado de 13,8+ 1,2 poliédrico ondulado II
7ZCS-1 cornea 11,7+ 1,0 poliédrico ondulado II
RNM OD-1 11,7+ 0,8 poliédrico ondulado I
RNM LD-1 lente de contato 12,2+ 0,7 poliédrico ondulado 11
R,P;-1 10,3+0,8 poliédrico ondulado 11
R,P;-2 poeira 10,7+ 0,9 poliédrico ondulado II
R;P,-1 11,5+0,8 poliédrico ondulado II
R;P,-2 11,4+0,9 poliédrico ondulado 11
AP;-1 10,7+ 1,0 poliédrico ondulado 11
AP-2 solo 19,0 £ 1,1 estrelado liso I
A,Pr-1 132+14 poliédrico ondulado 11
A, Py-2 13,9+1,0 poliédrico ondulado II
P,P,-1 14,0+ 1,0 poliédrico ondulado II
PP,-2 piscina 13,8 £ 1,0 poliédrico ondulado II
P,P,-1 10,2 +1,3 poliédrico ondulado II
P,P,-2 10,6 + 0,7 poliédrico ondulado II
M9-1 11,5+1,4 poliédrico ondulado II
MO9-2 mar 11,0+ 0,8 poliédrico ondulado II
M10-1 13,3+ 1,2 poliédrico ondulado II
M10-2 13,5+ 1,0 poliédrico ondulado II
RA,P,-1 11,4 +0,7 poliédrico ondulado II
RAP,-2 torneira 11,6 + 1,0 poliédrico ondulado II
RA;P,-1 11,6 +0,7 poliédrico ondulado II
RA;P,-2 12,4+ 1,4 oval ondulado ~NpY
I1-1 12,6 +1,0 poliédrico ondulado II
I1-2 inundagdo 12,3+0,9 poliédrico ondulado II
12-1 13,8 + 1,5 poliédrico ondulado 11
12-2 129+1,3 poliédrico ondulado II
1 isolado tipo I
TOTAL: 28 1 isolado ND
26 isolados tipo 11

* Foram medidos 20 cistos de cada isolado; ® DP: Desvio Padriio; © Classificagio morfoldgica proposta por
Pussard e Pons (1977); * ND: nio determinado.

5.3 Identificacao molecular

5.3.1 Diagnostico molecular das amostras clinicas

A PCR ¢ a snPCR confirmaram a suspeita clinica de ceratite amebiana em oito

pacientes, sendo que foram obtidas amostras para o diagndstico molecular de somente dez dos
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15 pacientes atendidos no HUCAM (Tabela 9). O fragmento esperado da PCR, de
aproximadamente 500pb, mostrou sinal nitido de amplificagdo para o paciente ZCS, sinais
fracos ou muito dificeis de serem visualizados para CFD, DCJ, MMM, AAQ, JRS e RNM e
nenhuma amplificagdo para CFP, TMR e FCM (Figura 10). A amplificacdo dos produtos de
PCR pela snPCR gerou fragmentos bem definidos de aproximadamente 150pb para FCM,
CFD, DCJ, MMM, AAO, ZCS, JRS e RNM, confirmando o diagndstico molecular desses
casos suspeitos (Figura 11). Dentre os oito pacientes que apresentaram diagndstico molecular
positivo, somente de quatro (AAQO, ZCS, JSR ¢ RNM) se obteve o isolamento em cultura e a
identificacdo morfolégica de Acanthamoeba (Tabela 9). As culturas dos pacientes FCM,
CFD, DCJ e MMM néo se desenvolveram e o diagnostico s6 foi obtido por meio das analises

moleculares (Tabela 9).

Tabela 9: Resultado da cultura, da PCR e da snPCR das amostras de raspado de
cornea dos pacientes com suspeita de ceratite amebiana atendidos no Setor de
Oftalmologia do HUCAM em Vitoéria (ES) no periodo de 2010-2012.

PACIENTES RESULTADO RESULTADO RESULTADO

DA CULTURA DA PCR DA snPCR
KPG - NR? NR
JRR - NR NR
CMC - NR NR
RSL - NR NR
JID - NR NR
CFP - - -
TMR - - -
FCM - - +
CFD - + +
DCJ - + +
MMM - + +
AAO + + +
7CS + + +
JSR + + +
RNM* oD + oD: + OoD: +
OE": - OE: - OE: -
TOTAL: 15 4 amostras 7 amostras 8 amostras
positivas positivas positivas

* RNM: paciente com suspeita de ceratite amebiana bilateral; > OD: olho direito;
¢ QE: olho esquerdo; ¢ NR: nio realizada.
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Figura 10: Resultado da amplificagdo por PCR do gene 18S
rDNA das amostras de raspado de cornea esgotadas em salina de
Page de quatro pacientes com suspeita de ceratite amebiana. O
produto esperado, de tamanho entre 423 e 551pb, foi submetido a
eletroforese em gel de poliacrilamida a 5% e visualizado por
coloragdo com nitrato de prata. CN: controle negativo; 1:

marcador 100pb; 2: paciente ZCS; 3: paciente JSR; 4: paciente
AAO; 5: paciente TMR.
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Figura 11: Resultado da amplificacdo dos produtos de PCR pela
snPCR das amostras de raspado de cornea esgotadas em salina de
Page de quatro pacientes com suspeita de ceratite amebiana. O
produto esperado, de tamanho entre 120 e 160pb, foi submetido a
eletroforese em gel de poliacrilamida a 5% e visualizado por
coloragdo com nitrato de prata. 1: marcador 100pb; 2: paciente
ZCS; 3: paciente JSR; 4: paciente AAQO; 5: paciente TMR;
CNsn: controle negativo da snPCR; CN: controle negativo da
PCR submetido a snPCR.
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5.3.2 Confirmacao do género Acanthamoeba nas amostras clonadas

Os perfis de amplificacdo obtidos nos 28 isolados foram compativeis com o esperado
para o género Acanthamoeba. Os clones apresentaram fragmentos de amplificacdo que
variaram de aproximadamente 450 a 500pb, como mostram as Figuras 12 e 13. O isolado
classificado como pertencente ao grupo morfologico I (A;P;-2) apresentou fragmento com
tamanho diferente daqueles encontrados na maioria dos isolados (Figura 12-4). Da mesma
forma, o unico isolado que ndo foi classificado morfologicamente (RA3P,-2) também

apresentou uma variacdo evidente no tamanho do fragmento de amplificacdo (Figura 13-3).

5 CN

Figura 12: Resultado da amplificagdo por PCR do gene 18S
rDNA de isolados clonados de Acanthamoeba provenientes
de amostras ambientais. O produto esperado, de tamanho
entre 423 e 551pb, foi submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 5% e visualizado por coloragdo com nitrato
de prata. 1: marcador 100pb; 2: isolado P,P,-1 (piscina); 3:
isolado P4P,-1 (piscina); 4: isolado A,P;-2 (solo); 5: isolado
A,P,-1 (solo); CN: controle negativo.

5 6 7
Figura 13: Resultado da amplificagdo por PCR do gene 18S rDNA de isolados
clonados de Acanthamoeba provenientes de amostras ambientais. O produto
esperado, de tamanho entre 423 ¢ 551pb, foi submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 5% e visualizado por coloragdo com nitrato de prata. 1:
marcador 100pb; 2: controle negativo; 3: isolado RA;P,-2 (agua potavel); 4:
isolado RAP,-1 (4gua potavel); 5: isolado R,P;-1 (poeira); 6: isolado R;P,-1

(poeira); 7: isolado M9-1 (mar); 8: isolado M10-2 (mar); 9: isolado I1-1
(inundag¢@o); 10: isolado 12-1 (inundagio).
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5.4 Classificacao genotipica

Dentre as 33 amostras (28 isolados clonados e cinco amostras clinicas que ndo foram
isoladas ou mantidas em cultura) submetidas ao sequenciamento, somente as sequéncias de 19
isolados clonados (15 isolados ambientais, trés clinicos e o isolado da lente de contato)
puderam ser determinadas (ANEXOS 7 e 8). O sequenciamento das outras 14 amostras (nove
isolados ambientais e cinco amostras clinicas) ndo foi realizado pois o enfraquecimento dos
sinais em alguns trechos do eletroferograma impossibilitou a determinagdo precisa das

sequéncias nucleotidicas das mesmas.

A comparacdo das sequéncias obtidas com as sequéncias nucleotidicas disponiveis no
GenBank revelaram uma porcentagem de similaridade maior ou igual a 97% para a
classificagdo genotipica dos isolados. Dessa forma, todos os isolados clinicos, o isolado
obtido a partir da lente de contato e 12 isolados ambientais foram classificados como
pertencentes ao gendtipo T4 (Tabela 10). Dois isolados ambientais foram classificados como
T11 e um isolado ambiental foi classificado como pertencente ao genotipo T1 (Tabela 10). A
comparacdo das sequéncias permitiu também a identificagao especifica de Acanthamoeba de
oito isolados (seis isolados ambientais ¢ dois isolados clinicos) (Tabela 11). A identificacdo
das espécies dos demais isolados (nove isolados ambientais, um clinico e o isolado da lente de
contato) ndo foi realizada, pois as sequéncias dos mesmos apresentaram maxima similaridade

com mais de uma espécie de Acanthamoeba (Tabela 11).



Tabela 10: Classificagdo genotipica dos isolados clonados de Acanthamoeba provenientes de amostras
clinicas e ambientais e a porcentagem de similaridade obtida com as cepas de referéncia depositadas no
GenBank.

ISOLADOS ORIGEM GENOTIPO* % DE NUMERO DE ACESSO
SIMILARIDADE AO GENBANK
AAO-1 raspado de T4 99% AY694138.1
7.CS-1 cornea T4 99% F1042640.1
RNM OD-1 T4 99% EU168081.2
RNM LD-1 lente de contato T4 99% EU168081.2
R,P;-1 T1 99% DQ339096.1
R;P,-1 poeira T4 99% AB525819.1
R;P,-2 T4 99% EU377583.1
A,P,-1 solo T4 99% HQO007038.1
A,P,-2 T4 100% HQ007038.1
P,P,-2 piscina T11 99% JQ408992.1
P,P,-1 T11 98% AF333608.1
M9-2 T4 100% AB525819.1
M10-1 mar T4 100% AY03019.1
M10-2 T4 100% AY03019.1
RA,P,-2 torneira T4 99% AY694138.1
I1-1 T4 99% AY694143.1
11-2 inundagao T4 97% AY694143.1
12-1 T4 99% AY694138.1
12-2 T4 99% AY694138.1
1isolado T1
TOTAL: 19 2 isolados T11

16 isolados T4
? Classificagdo genotipica proposta por Stothard et al (1998).




Tabela 11: Identificacdo das espécies de Acanthamoeba dos isolados clonados
provenientes de amostras clinicas e ambientais e a porcentagem de similaridade obtida
com as cepas de referéncia depositadas no GenBank.

ISOLADOS® ESPECIE % DE NUMERO DE ACESSO
SIMILARIDADE AO GENBANK
AAO-1 A. castellanii 99% U07401.1
7CS-1 A. polyphaga 99% AY026243.1
RNM OD-1 A. hatchetti 99% AF260722.1
A. polyphaga GU596996.1
RNM LD-1 A. hatchetti 99% AF260722.1
A. polyphaga AF019061.1
R,P;-1 A. castellanii 99% U07400.1
A. healyi AF019070.1
R;P,-1 A. quina AY703023.1
A. polyphaga 99% AF260725.1
A. palestinensis AF260719.1
A. castellanii UO07413.1
R;P,-2 A. quina AY703023.1
A. polyphaga 99% AF260725.1
A. palestinensis AF260719.1
A. castellanii U07413.1
A,P5-1 A. castellanii
A. culbertsoni 99% HQO007038.8
A. hatchetti
A,P,-2 A. castellanii 100% HQO007038.1
P,P,-2 A. hatchetti 99% JF508857.1
P,P,-1 A. castellanii 98% U07401.1
A. polyphaga FJ195368
M9-2 A. quina AY703023.1
A. palestinensis 99% AF260719.1
A. polyphaga AF260725.1
A. castellanii EF176006.1
M10-1 A. culbertsoni 100% AF019057.1
M10-2 A. culbertsoni 100% AF019057.1
RAP,-2 A. castellanii 99% U07401.1
11-1 A. castellanii GU001160.1
A. hatchetti 99% AF260722.1
A. polyphaga AF019061.1
A. rhysodes U07406.1
11-2 A. polyphaga 97% AY026243.1
A. castellanii EF554328.1
12-1 A. castellanii U07401.1
A. quina 98% AY703023.1
A. polyphaga AY173010.1
12-2 A. castellanii 98% UO07401.1

* AAO-1, ZCS-1 ¢ RNM OD-1: isolados clinicos de pacientes com ceratite amebiana;
RNM LD-1: isolado da lente de contato do paciente RNM OD-1; R,P;-1, R;P,-1e R;P,-
2: isolados de poeira; A,P,-1 e A,P,-2: isolados de solo; P{P,-2 e P,P,-1: isolados de
piscina; M9-2, M10-1 e M10-2: isolados de mar; RAP,-2: isolado de torneira; I1-1, I1-
2, 12-1 e 12-2: isolados de inundag@o.
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5.5 Ensaios de patogenicidade

Devido a dificuldade de se obter cultura em fase exponencial de crescimento, os
isolados R,P;-1, RyP;-2 e R3P,-2 ndo foram submetidos aos ensaios de patogenicidade. Todos
os demais isolados cresceram nas temperaturas de 28°C e 37°C e nas concentragdes de 0,1M e
0,5M de manitol, sendo que o crescimento s6 foi detectado a partir de 48 horas de cultivo
(Tabela 12). Nenhum clone apresentou crescimento a 42°C e apenas os isolados A;P;-1,
A P;-2 e 11-2 ndo se desenvolveram a 1,0M de manitol (Tabela 12). Nos outros isolados o

crescimento a 1,0M foi detectado somente a partir do quinto dia de incubag@o.

Tabela 12: Resultado dos ensaios de termotolerancia e de osmotolerancia nos isolados clonados
de Acanthamoeba provenientes de amostras clinicas e ambientais.

TERMOTOLERANCIA® OSMOTOLERANCIA"
ISOLADOS ORIGEM

28°C  37°C  42°C 0,iIM 05M 1,0M
Z-1 raspado + + - + + +
AAO-1 de cornea

RNM-1
RNM LD-1 lente de contato
R;P,-1 poeira
A,P;-1
AP-2 solo
A,P5-1
A,P,-2
P,P,-1
P,P,-2 piscina
P,P,-1
P,P,-2
M9-1
M9-2 mar
M10-1
M10-2
RA,P,-1
RAP,-2 torneira
RA;P,-1
RA;P,-2
I1-1
11-2 inundagéo
12-1
12-2 +
TOTAL: 25 25 25 0 25 25 22

B = ; — : ; :
»® Toda expansdo de trofozoitos que alcangou, no minimo, 0,5 cm a partir da area central foi
considerada crescimento.

+ + + +

+ o+ + + + A+

+ 4+ + A+ o+ o+ o+
+

+ 4+ + + + + A+t A+ o+ o+ o+
+ 4+ + + + + o+ o+ o+
O T S T S S T S T T i T T e e
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6 DISCUSSAO

A pesquisa de Acanthamoeba em amostras clinicas para a confirma¢do da mesma
como agente etiologico de infeccdes no ser humano, bem como o estudo da presenca de
Acanthamoeba em diferentes habitats, seja ele natural ou artificial, t€ém sido realizados no
mundo todo desde a descoberta do potencial patogénico dessas amebas. Apesar do crescente
interesse médico e epidemioldgico pelas infecgdes causadas por Acanthamoeba,
principalmente pelos casos de ceratite amebiana, ainda sdo poucos os relatos dessas doencas
no Brasil. E embora o isolamento de Acanthamoeba em alguns locais seja comum, ainda é

escasso o conhecimento sobre a abundancia dessas amebas em determinados ambientes.

Embora seja comumente descrita a utilizacdo de E.coli para o isolamento primario de
Acanthamoeba em amostras ambientais (JOHN ¢ HAWARD, 1995; COSTA et al 2010;
MAGNET et al, 2012), neste trabalho optou-se pela utilizagdo dessas bactérias somente no
cultivo de amostras clinicas e no cultivo de amostras provenientes de dgua potavel. Levando
em consideragdo que amostras ambientais ja possuem uma microbiota associada, ndo ha
necessidade de um substrato alimentar adicional para o crescimento satisfatorio de
Acanthamoeba em agar soja. E ainda, segundo Wang e Ahearn (1997), quantidades muito
grandes de bactérias no meio, inclusive de E. coli, podem inibir o crescimento de
Acanthamoeba. No entanto, partindo do pressuposto que a dgua potdvel, ao passar por uma
sériec de processos de tratamento, pode nao possuir uma microbiota suficiente para o
desenvolvimento de Acanthamoeba, a essas amostras foi adicionada a suspensdo de E. coli.
Pelo mesmo motivo, as amostras de raspado de cornea e as lentes de contato dos pacientes
com suspeita de ceratite amebiana foram cultivadas em 4gar soja com a sobrecamada de E.

coli, como descrito por Walochnik et al (2000a) e Di Cave et al (2009).

Ainda que o diagnostico precoce de ceratite por Acanthamoeba seja essencial para um
bom progndstico, a confirmagdo dessa infeccdo ndo € possivel de ser feita somente pelas
caracteristicas clinicas apresentadas pelo paciente. Isso porque, além dos primeiros sinais e
sintomas serem inespecificos e facilmente confundiveis com os de outros processos
infecciosos da cornea, a evolugdo do quadro clinico ¢ dependente de inimeros fatores e pode
variar de forma significativa entre um paciente e outro (ALVARENGA et al, 2000;
WALOCHNIK et al, 2000a; DI CAVE et al, 2009). J& foi demonstrado, por exemplo, que
podem ocorrer somente alteragdes epiteliais da corna e que nem sempre hd o envolvimento do

estroma, com a formacdo do infiltrado em anel (CHEW et al, 2011). Di Cave et al (2009)
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obtiveram o diagnostico laboratorial de ceratite amebiana de um paciente sem qualquer sinal
clinico caracteristico, que apresentava somente sintomas de uma conjuntivite cronica. Dart et
al (2009) relatam que a auséncia de dor na fase inicial da doenca ndo exclui a suspeita clinica
de ceratite amebiana, uma vez que alguns pacientes ndo apresentam esse sintoma classico em
qualquer estagio do processo infeccioso. Além disso, a infeccdo por Acanthamoeba pode nao
ser a infeccdo primaria, estando presente como uma suprainfeccdo, o que dificultaria ainda
mais o diagnoéstico clinico (LEDEE et al, 2009). Sendo assim, a detecgdo laboratorial de

Acanthamoeba é fundamental para a confirmagao da suspeita clinica de ceratite amebiana.

Dentre os oito casos de ceratite por Acanthamoeba confirmados neste trabalho,
somente de AAO, ZCS, JSR ¢ RNM foram obtidas amostras em cultura, sendo que a detecgéo
de Acanthamoeba nas culturas de raspado de cérnea e na cultura da lente de contato do
paciente RNM foi realizada em intervalo minimo de 24 horas e em intervalo maximo de seis
dias apos a incubagdo. Muitos trabalhos tém relatado a baixa sensibilidade da cultura, que na
maioria das vezes ndo chega nem a 60% (ILLINGWORTH et al, 1995; RADFORD et al,
2002; TU et al, 2008). Utilizando material de bidpsia de cornea de pacientes infectados,
Lehmann et al (1998) demonstraram que a sensibilidade da cultura foi de somente 55%. Nos
estudos de Yera et al (2006) e Dart et al (2009) os valores encontrados foram de 33 e 57%

respectivamente.

Segundo Lehmann et al (1998), muitas vezes ndo ¢ possivel isolar Acanthamoeba a
partir de amostras epiteliais da cornea devido ao pequeno tamanho ou a pequena quantidade
de amostra coletada, a presenga de amebas inviaveis, a coleta na fase inicial da infecgdo,
quando ainda h4 poucas amebas nas lesdes, e devido a falta de destreza no momento da coleta
e do processamento das amostras. O tratamento prévio do paciente com antibioticos,
antifingicos ou antivirais também pode ser um fator interferente no sucesso do isolamento
(WALOCHNIK et al, 2000a). Além disso, muitos estudos demonstram que, dependendo do
numero de amebas presentes na amostra ¢ da habilidade das mesmas de crescer na
temperatura de incubagdo escolhida (28°C a 37°C), a observacdo da presenga de
Acanthamoeba em cultura pode ser feita em poucas horas ou demorar mais de trés semanas
(MARCIANO-CABRAL e CABRAL, 2003; KHAN 2006; DART et al, 2009). Diante de
todas as dificuldades técnicas e dos limites existentes para o isolamento de Acanthamoeba em
cultura e, consequentemente, para o diagnostico precoce de ceratite amebiana, neste trabalho

foi utilizada a PCR do gene 18S rDNA como método diagnostico complementar a cultura.
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A utilizacdo do gene 18S rDNA como alvo da técnica de PCR foi realizada pela
primeira vez por Vodkin et al (1992). Desde entdo, primers para a amplificagdo de fragmentos
desse gene tém sido testados e aprimorados por muitos autores (LEHMANN et al, 1998;
MATHERS et al, 2000; SCHROEDER et al, 2001). Analisando a sequéncia completa do gene
18S rDNA de mais de 80 isolados de Acanthamoeba, Schroeder et al (2001) demonstraram
que enquanto alguns pares de primers descritos para a identificacdo de Acanthamoeba
amplificavam rDNA de outros géneros de ameba, como Balamuthia e Hartmanella, outros
ndo eram capazes de amplificar IDNA de todos os isolados descritos de Acanthamoeba. Esses
autores comprovaram entdo que dois primers, o JDP1 e o JDP2, poderiam ser usados para a
amplificacdo género-especifica de Acanthamoeba, ja que os mesmos ndao sdo capazes de
amplificar rfDNA de géneros relacionados de AVL, como Hartmannella, Naegleria,
Leptomyxia e Balamuthia, e nem de outros microorganismos que possam estar presentes na
cornea, como helmintos, fungos do género Fusarium, bactérias do género Pseudomonas, entre
outros. Por esses motivos, esses primers tém sido amplamente utilizados para a identificacdo
de Acanthamoeba em amostras clinicas (CAVE et al. 2009; ABE ¢ KIMATA, 2010;
CARLESSO et al 2010). Segundo Mathers et al (2000), a deteccdo pela PCR de um pequeno
numero de Acanthamoeba é possivel devido ao fato de que uma Unica ameba pode possuir

mais de 100 copias de rDNA.

Vale ressaltar que a importancia clinica da especificidade da técnica de PCR em
relacdo a outros géneros de AVL se deve ao fato de que Hartmannella, Naegleria,
Vahlkampfia e Paravahlkampfia podem estar associadas a infec¢do (KENNEDY et al 1995;
AITKEN et al 1996; OZKOC et al 2008).

Além da pequena quantidade de organismos presentes nas lesdes da cornea em
determinadas fases da infec¢do e do tamanho reduzido da amostra epitelial obtida a partir do
raspado de cornea (MATHERS et al, 2000), outro fator que poderia limitar a extracdo de
DNA das amostras clinicas submetidas ao diagnéstico molecular neste trabalho é a grande
resisténcia da parede dupla dos cistos de Acanthamoeba. Por esse motivo, a maioria dos
procedimentos utilizados para a extracdo de DNA de Acanthamoeba ¢ realizada em amostras
que possuam formas trofozoiticas (GOLDSCHIMIDT et al, 2007). Dados ndo publicados e
obtidos pelos colaboradores deste estudo demonstram que o método do kit ChargeSwitch® ¢
capaz de extrair material genético de pequenas quantidades de Acanthamoeba em amostra

(uma a dez amebas), inclusive de suas formas cisticas. Por isso, neste trabalho, as amostras
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clinicas provenientes do esgotamento do raspado de cérnea em salina de Page foram

submetidas a extracdo de DNA proposta por esse kit, que se mostrou eficaz.

Além da amplificacdo com os primers JDP1 e JDP2, todas as amostras clinicas foram
submetidas a outro tipo de PCR: a técnica da snPCR. Dhivya et al (2007) propuseram a
utilizagdo da snPCR para a identificagdo de Acanthamoeba pela primeira vez com o objetivo
de aumentar a sensibilidade da detec¢do dessas amebas em amostras de raspado de cornea. A
técnica consiste na realizagdo de duas reagdes de PCR: a primeira utilizando os primers JDP1
e JDP2, tendo como DNA molde o produto da extragdo da amostra clinica, e a segunda
utilizando o primer Al (desenvolvido pelos autores) e o primer JDP2, tendo como DNA
molde os amplificados da primeira reacdo. Esses autores demonstraram que a sensibilidade da
snPCR era maior que a da PCR descrita por Schroeder et al (2001) e era de 100% em relagao
a cultura. Além disso, esses primers possibilitam uma reagdo especifica, pois ndo amplificam
DNA de varios organismos que podem estar presentes na cornea, como Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Herpes simplex, Candida albicans,

Aspergillus fumigatus e Toxoplasma gondii.

A PCR ¢ a snPCR foram realizadas nas amostras de dez dos 15 pacientes com suspeita
de ceratite por Acanthamoeba. Todos os pacientes que foram diagnosticados por isolamento
de Acanthamoeba em cultura (AAO, ZCS, JSR e RNM) também apresentaram diagndstico
molecular positivo. Quatro casos foram confirmados somente por PCR/snPCR (FCM, CFD,
DCJ e MMM), sendo que o diagnostico de FCM s6 foi realizado por snPCR. Nao se pode
descartar a possibilidade de que mais casos de ceratite amebiana poderiam ter sido
diagnosticados se as amostras de todos os pacientes tivessem sido submetidas ao diagnostico
molecular. Isso ndo foi possivel pois no momento em que alguns pacientes foram atendidos

no HUCAM ainda ndo havia sido feita a padronizacdo das técnicas pelo laboratorio.

Embora o nimero de amostras analisadas neste trabalho ndo seja suficiente para
demonstrar diferencas significativas entre a PCR e a snPCR, dados nao publicados e obtidos
pelos colaboradores deste estudo confirmaram a maior sensibilidade da snPCR em relagdo a
PCR. Levando em consideragdo que a quantidade de amebas coletadas em salina ¢ muito
pequena, a menor sensibilidade exibida pela PCR pode ser explicada pelo pouco DNA pos-
extracdo disponivel para a amplificacio. Como a snPCR ¢ realizada com os produtos de

amplificacdo da primeira, justifica-se o aumento da sensibilidade.
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As técnicas de PCR confirmaram a suspeita de ceratite amebiana em quatro pacientes
que apresentaram cultura negativa mesmo apos 30 dias de leitura, sugerindo uma maior
sensibilidade que a cultura, como j4 demonstram muitos trabalhos (YERA et al, 2006;
DHIVYA et al, 2007; TU et al 2008). Os estudos de Lehmann et al (1998) tiveram como
resultado uma sensibilidade de 84% da PCR de bidpsias da cornea, de 66% da PCR de
amostras lacrimais e de 85% quando a PCR era realizada em ambas as amostras. Além disso,
esses autores demonstraram também que a sensibilidade da cultura quando comparada com a
da PCR de ambas as amostras era de 59% e que a sensibilidade da PCR em relagdo a cultura
era de 100%. Mathers et al (2000) demonstraram que a sensibilidade da PCR foi de 77% e

Pasricha et al (2003) relataram uma sensibilidade da técnica de 87,5%.

Considerando que o diagndstico de ceratite amebiana ndo ¢ realizado precocemente
devido a um conjunto de fatores, que incluem o atraso no diagnéstico clinico, a baixa
sensibilidade da cultura e o tempo demandado pela mesma para a obtencao de resultados
conclusivos, a rapidez com que as técnicas de PCR podem ser realizadas (menos de 15 horas)
permite pelo menos que, a partir do momento em que ocorre a suspeita clinica de ceratite por

Acanthamoeba, a deteccdo laboratorial seja realizada de forma rapida.

A maioria dos isolados ambientais de Acanthamoeba obtidos até hoje sdo provenientes
de amostras de agua (JOHN e HOWARD, 1995). Quando comparamos, por exemplo, o
numero de estudos desenvolvidos em sistemas de agua, rios, piscinas, lagos, entre outros, com
o numero de relatos de isolamento de Acanthamoeba a partir de amostras de poeira,
percebemos que os ultimos sdo significativamente menores, no Brasil € no mundo. Isso pode
ser explicado pelo fato de que a exposi¢do a dgua contaminada ¢ um dos principais fatores de
risco para o desenvolvimento de infec¢des por Acanthamoeba, principalmente de ceratite
amebiana (VESALUOMA et al, 1995; LORENZO-MORALES, 2005¢). No entanto, existem
outras fontes de contaminag@o, como a poeira e o solo. Seal (1992) demonstrou que amostras
de poeira sdo fontes potenciais de contaminagdo de lentes de contato e seus estojos de
armazenamento ¢ casos de ceratite amebiana ja foram diagnosticados ap6s trauma ocular
ocasionado por particulas de poeira (LAM et al, 2002). Além disso, a lesdo da cornea por
agentes fisicos ¢ o principal fator predisponente em individuos que nao sdo usuarios de lentes
de contato e boa parte desses traumatismos € ocasionada por agentes relacionados direta ou
indiretamente com o solo, como folhas, madeira, plantas, 4gua parada, entre outros (DART et

al, 2009).
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Estudos realizados por Kingston e Warhust (1969), Seal (1992), Rezaeian et al (2008)
e por Niyyati et al (2009) demonstraram o isolamento de Acanthamoeba da poeira de
residéncias, de lugares publicos e de hospitais. No Brasil, Teixeira et al (2009) avaliaram a
presenca de AVL em lugares ptblicos e observaram um indice de positividade que variou de
11 a 19% para o género Acanthamoeba. Além disso, amostras de poeira de cinco hospitais
localizados em diferentes estados foram avaliadas quanto a presenca de Acanthamoeba por
varios autores, obtendo-se percentuais de positividade que variaram de 23 a 100% (SILVA e
ROSA, 2003; CARLESSO et al 2010; COSTA et al 2010, ZANELLA et al 2012). Neste
estudo, foi isolada Acanthamoeba em trés (30%) amostras de poeira, de um total de dez

amostras coletadas em trés diferentes residéncias.

Foi proposta também neste estudo a pesquisa de Acanthamoeba em amostras de solo.
Todas as dez amostras coletadas foram positivas para Acanthamoeba (100%) e esse resultado
foi compativel com os de alguns trabalhos citados na literatura. No Brasil, Alves et al (2012)
detectaram a presenca de Acanthamoeba em todas as amostras de solo coletadas. Na Turquia
e no Iran, respectivamente, os trabalhos de Kilic et al (2004) e de Rezaeian et al (2008)
também apresentaram indices de positividade de 100%. No entanto, baixos percentuais
também ja foram relatados. Lorenzo-Morales et al (2005b) obtiveram uma positividade de
37,7% nas amostras de solo analisadas. Brown et al (1982) isolaram Acanthamoeba somente
em 10% das amostras de solo obtidas de uma regido da Antartica. Segundo Sawyer (1989), o
indice de positividade de Acanthamoeba no solo ¢ proporcional ao nivel de contaminagao por

esgoto a que 0 mesmo esta exposto.

As fontes de agua para uso recreacional, principalmente os diferentes tipos de piscinas
existentes, representam um importante fator de risco para a saide humana, uma vez que
albergam varias espécies potencialmente patogénicas de Acanthamoeba (LORENZO-
MORALES, 2005c). Por isso, muitos estudos ja foram realizados no mundo todo com o
objetivo de determinar a prevaléncia desse ¢ de outros géneros de AVL em amostras de
piscina (VESALUOMA et al 1995; INIT et al, 2010). Os indices de positividade para a
presenca de Acanthamoeba sdo bem varidveis entre um estudo ¢ outro e parecem nao ter
relacdo direta com o tipo de piscina analisada (particular, publica, coberta, externa, aquecida,
entre outros) (GORNIK ¢ KUZNA-GRYGIEL, 2004; CAUMO et al 2009). Por exemplo, no
Chile, Munoz et al (2003) isolaram Acanthamoeba em somente 4,7% das amostras de piscinas
publicas analisadas; No Brasil, Caumo et al (2009) detectaram a presenca de Acanthamoeba

em 20% das amostras de agua de piscina coletadas, e ndo houve diferenga significativa entre
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as piscinas aquecidas e as ndo aquecidas; e Gornik e Kuzna-Grygiel (2004), na Polonia,
obtiveram um indice de positividade de 59,7%, sendo que ndo houve diferenga entre as

piscinas cobertas e ndo cobertas analisadas.

Apesar de ja terem sido propostos diferentes volumes de coleta e diferentes métodos
de concentragdo para o isolamento de Acanthamoeba a partir de agua de piscina, neste
trabalho optou-se por coletar as amostras em tubos de 50 ml, proceder a concentracdo das
mesmas por centrifugacdo e ndo utilizar E. coli, como descrito por Gianinazzi et al (2009). Ja
a coleta do sedimento das escadas e dos filtros foi realizada conforme descrito por Init et al
(2010), sem a utilizagdo de E.coli. Dessa forma, o indice de positividade obtido foi de 16,6%
(cinco amostras do sedimento da escada e do filtro de quatro piscinas), sendo que em
nenhuma amostra de agua houve a deteccdo de Acanthamoeba. Segundo De Jonckheere
(1979), ¢ provavel que o maior percentual de isolamento de AVL nas paredes e no fundo das
piscinas se deva ao fato de que nesses locais os cistos estdo mais protegidos da ac¢do do cloro,
e ainda, segundo Init et al (2010), as paredes das piscinas sdo colonizadas por véarios tipos de
microorganismos, como algas e bactérias, que ao serem utilizados como alimento possibilitam
a proliferagdo de Acanthamoeba nesses locais. Dessa forma, justifica-se o isolamento de

Acanthamoeba somente nas amostras coletadas da escada e do filtro neste trabalho.

De acordo com os indices de prevaléncia obtidos nos trabalhos citados na literatura, o
volume de 4gua e o modo como ¢ feita a filtracdo e a concentracdo das amostras parecem ser
somente alguns dos fatores que interferem na obtencdo de isolados de Acanthamoeba a partir
de amostras de agua de piscina, ndo sendo determinante em todos os casos. Por exemplo,
Muiioz et al (2003) obtiveram indices baixos de positividade (4,7%) apos a coleta de 800-
1000 ml de agua, seguida de decantagdo e centrifugagdo; Vesaluoma et al (1995) isolaram
Acanthamoeba em somente 8% das amostras de piscinas apos a centrifugacao de 1000 ml de
agua; Gertiser et al (2010), por meio da concentracdao de 470 ml de dgua por decantagdo e
posterior centrifugacdo do material decantado, obtiveram 26% de positividade; e Caumo et al
(2009) isolaram Acanthamoeba em 20% das amostras a partir de 300 ml de agua de piscina,
filtrada com gaze antes da centrifugagdo; Por sua vez, Marcomini (2009) obteve um
percentual de positividade de 85,7% coletando somente 3 ml de 4gua, supondo, entdo, que a
chance de encontrar Acanthamoeba em piscinas esta relacionada com o grau de contaminagao
das mesmas. Neste sentido, De Jonckheere (1979) ja havia demonstrado a possibilidade de

isolar Acanthamoeba em amostras de apenas 1 ml da superficie de piscinas ¢ Vesaluoma et al
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(1995) justificaram o baixo indice de deteccdo de Acanthamoeba obtido devido a limpeza e

desinfeccdo eficientes das piscinas analisadas.

Muitos estudos também té€m sido realizados com o objetivo de determinar a
prevaléncia de Acanthamoeba em amostras de agua tratada em areas urbanizadas. Os
resultados dos trabalhos citados na literatura demonstram que a dgua de torneira ¢ uma fonte
potencial de contaminagdo, principalmente das lentes de contato e dos estojos de
armazenamento das mesmas (KILVINGTON et al 2004; BOOST et al. 2008; BAGHERI et al,
2010). Segundo Jeong e Yu (2005), as diferengas observadas nos niveis de contaminagdo da
agua por Acanthamoeba em diferentes paises e regides poderiam ser explicadas pelo fato de
que em cada local a agua ¢ submetida a um tipo de tratamento e de que uma populagdo pode
possuir habitos higiénicos e de manutencdo da 4gua diferentes de outras. Em seu trabalho, por
exemplo, esses autores demonstraram que a contaminagdo da agua potavel por Acanthamoeba
em uma cidade da Coréia do Sul (5,8% das amostras coletadas) ndo se originava nas estacdes
de tratamento, mas sim nos tanques de armazenamento das residéncias. Shoff et al (2008)
obtiveram um percentual de positividade de 2,8% ao analisarem 283 amostras provenientes de
reservatorios residenciais de 4gua em uma cidade dos Estados Unidos. Magnet et al (2012),
por sua vez, demonstraram o isolamento de Acanthamoeba em é4gua obtida do processo final

de purificacdo em estagdes de tratamento de 4gua na Espanha.

Neste contexto, muitos métodos de coleta e isolamento de Acanthamoeba a partir de
amostras de agua potavel ja foram propostos e diferentes indices de positividade ja foram
obtidos no mundo todo. No Iran, Bagheri et al (2010) coletaram e filtraram 4 L de 4gua
tratada de hospitais e detectaram Acanthamoeba em 48% das amostras; Zanella et al (2012)
isolaram Acanthamoeba em 40% das amostras de 200 ml de agua de um hospital no Brasil
apds a centrifugagdo das mesmas; também no Brasil, Winck et al (2011) isolaram
Acanthamoeba em 9,5% das amostras analisadas apds a coleta e filtragdo de 1000 ml de dgua
de escolas; Por sua vez, Rezaeian et al (2008), em um hospital no Iran, ndo obtiveram isolados
de Acanthamoeba apés a coleta e filtragdo de 500 ml de agua; e Lorenzo-Morales et al
(2005a, c¢) chegaram a obter um percentual de positividade de 59,5 e 26,4% coletando ¢

filtrando 1000 ml de 4gua potavel na Espanha e na Jamaica, respectivamente.

Neste trabalho, a coleta e a concentragao de agua de torneira, assim como a coleta do
biofilme da saida de agua das mesmas, foram realizadas conforme descrito por Seal (1992) e

Kilvington et al (2004), com uma pequena modificacdo no volume de dgua coletado. Dessa



75

forma, foram obtidos isolados de Acanthamoeba em 10% das amostras coletadas, sendo que
nenhuma amostra de agua foi positiva. As duas amostras em que foi detectada a presenca de
Acanthamoeba foram provenientes do biofilme das torneiras. Segundo Seal (1992), ¢ possivel
que os microorganismos (bactérias e AVL) aderidos a torneira sejam carregados pela agua e
se depositem no ambiente doméstico, bem como em lentes de contato e seus estojos. No
trabalho de Kilvington et al (2004), foi considerada como amostra de d4gua potavel somente o
biofilme coletado do bico das torneiras e esses autores detectaram contaminagdo por
Acanthamoeba em uma ou mais torneiras em oito (30%) das 27 residéncias analisadas. Ainda
segundo esses autores, a presenca de um biofilme na saida das torneiras poderia explicar a
abundancia de AVL nesses locais. Neste estudo, duas residéncias (40%) apresentaram

amostras de torneira positivas, em um total de cinco residéncias analisadas.

Neste trabalho, foi proposta também a coleta de agua de inundag@o para a pesquisa de
Acanthamoeba. A metodologia utilizada foi a mesma que a proposta por John e Howard
(1996) para a coleta de 4gua em lagoas, excluindo-se a adi¢do de E.coli. Sendo assim, foram

obtidos isolados de Acanthamoeba em 100% das amostras coletadas.

Considerando que as inundacdes afetam cidades em varios paises, boa parte da
populacdo mundial é exposta direta ou indiretamente aos agentes infecciosos transportados
por essas aguas. Neste estudo, pode ser demonstrada pela primeira vez no Brasil a alta
prevaléncia de Acanthamoeba em inundagdes e, consequentemente, o risco de
desenvolvimento de infecgOes causadas por esses protozoarios apds o contato com essas
aguas. O alto indice de positividade obtido neste trabalho pode ser justificado pelo fato de que
alguns pontos selecionados para a coleta se situavam proéximos a canais de esgoto, além disso,
a agua de inundagao ¢ formada naturalmente por residuos de solo e poeira. No entanto, ha
outras implicagdes importantes da presenca de Acanthamoeba em agua de inundagdo e do
maior risco de contaminacdo da populagdo. Nos Estados Unidos, Meier et al (1998)
investigaram a causa de um surto de ceratite por Acanthamoeba e demonstraram o efeito
provavel das inundacdes no aumento da incidéncia dessa infeccdo. Segundo esses autores, a
agua de inundacao teria invadido e contaminado o sistema de tratamento de agua em vérias

regides do pais, aumentando a exposicao da populagio a esses organismos.

Apesar de ser frequente o isolamento de Acanthamoeba das mais variadas cole¢des de
agua, a presenca desses organismos no mar ¢ em areas salobras ainda ¢ pouco investigada.

Como apontado por Page em 1988, atualmente ainda € contrastante o entendimento que se
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tem sobre a ecologia desses protozoarios no solo e na agua doce em relacdo ao volume de
informacdes existentes sobre o papel que Acanthamoeba exerce no ambiente marinho. Devido
ao fato de que todos os dados existentes sdo provenientes de estudos em outros paises
(LORENZO-MORALES et al, 2005a, c; LIU et al, 2006) e que, por isso, ndo se conhece a
prevaléncia dessas amebas em aguas salgadas no Brasil, foi proposta também neste trabalho a

pesquisa de Acanthamoeba em amostras de d4gua do mar.

Embora os poucos trabalhos citados na literatura descrevam a utilizagdo de maiores
volumes de agua e outros métodos de concentragdo para o isolamento de Acanthamoeba a
partir de agua do mar (SAWYER, 1990; LLOVES et al, 1996; LORENZO-MORALES et al,
2005a, c), a metodologia empregada neste trabalho foi a mesma que a utilizada para a coleta
de 4gua de inundacgdo. Dessa forma, foram obtidos isolados de Acanthamoeba em trés (30%)

amostras de mar, em um total de dez amostras coletadas.

No entanto, o fato interessante observado neste trabalho foi que dentre os quatro
pontos de coleta onde havia uma fonte pontual de langamento de esgoto (09, 10, 11 e 12), foi
detectada Acanthamoeba em trés deles (09, 10 e 11). O ponto 09, além de receber despejo
direto de esgoto doméstico, esta localizado a foz do Canal de Camburi, que recebe o esgoto da
cidade de Vitdria ao longo de boa parte de sua extensao; e nos pontos 10, 11 e 12 ¢ despejado
diretamente o esgoto de bairros proximos. Possivelmente, o baixo movimento das marés
verificado nesses pontos contribui para a estagnacdo do esgoto no local. Vale ressaltar ainda
que em todos os pontos de onde foram obtidas amostras para andlise, independente do nivel
de contaminac@o por esgoto a que a praia estava exposta, foi observada algum tipo de
atividade humana (pesca, navegagao, recreacdo, entre outras) e isso confirma que a exposi¢cao
a dgua do mar exerce um papel importante como fator de risco para individuos susceptiveis ao
desenvolvimento de EAG e principalmente de ceratite por Acanthamoeba (LORENZO-
MORALES et al, 2005a, c; LIU et al, 2006).

Neste estudo, a detec¢do de Acanthamoeba exclusivamente em amostras do mar
provenientes de pontos onde ocorre uma intensa contaminagdo por esgoto poderia ser
explicada pela presenca em abundancia de bactérias, que servem de substrato alimentar para
essas amebas (WANG e AHEARN, 1997; KHAN, 2006). Sawyer et al (1977), apds o
isolamento de cinco espécies de Acanthamoeba a partir de sedimentos do oceano
contaminados por esgoto ¢ de aguas salobras de canais de navegacgao, levantaram a hipotese

de que essas amebas seriam transportadas da agua doce e do solo para esses locais pela
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correnteza de rios, pelo despejo de esgoto e pela pratica de dragagem. Posteriormente, Sawyer
et al (1982), ao analisarem amostras de sedimento oceanico coletadas proximo a estagdes de
lancamento de esgoto e amostras de sedimento coletadas em 4reas livres de contaminagdo,
demonstraram a forte correlacdo existente entre a presenga de bactérias fecais e
Acanthamoeba. Esses autores isolaram espécies de Acanthamoeba a mais de 90 km da costa,
onde a presenca de bactérias estava associada a contaminacdo direta ou indireta por esgoto.
Ainda segundo esses autores, o indice de positividade para Acanthamoeba em sedimento
oceanico livre de contaminagdo por bactérias varia de 1 a 2%, enquanto que esse indice pode
chegar a 100% em amostras provenientes de locais onde a abundancia de bactérias ¢
decorrente da contaminag¢do por esgoto. Da mesma forma, Lorenzo-Morales et al (2005c¢)
coletaram amostras de agua do mar em locais poluidos e obtiveram um percentual de
positividade de 49,6%; e Munson e Paget (2006) demonstraram o isolamento de
Acanthamoeba em 82,9% das amostras de sedimento costeiro analisadas, todas coletadas em
locais expostos a contaminagao direta ou indireta por esgoto. Recentemente, Kao et al (2012),
ao analisarem a influéncia da qualidade da agua na prevaléncia de Acanthamoeba em
amostras de rio, observaram uma correlagdo significante entre a concentra¢do de coliformes

totais e a presenga de Acanthamoeba nas amostras de dgua analisadas.

Diante da ubiqiiidade do género Acanthamoeba, ja se questionou se a presenca do
mesmo na agua salgada e no sedimento marinho seria natural ou uma consequéncia das
atividades humanas (SAWYER et al, 1982). No entanto, segundo Page (1983), espécies de
Acanthamoeba sdo organismos cujos nichos naturais sdo o solo e a 4gua doce, porém, muito
bem adaptados e capazes de sobreviver sob diferentes condi¢des adversas, e isso inclui
variagOes na salinidade do meio. Lloves et al (1996) isolaram Acanthamoeba em 100% das
amostras de dgua coletadas em um estudrio na Espanha, demonstrando essa capacidade de
adaptagdo. Além disso, ja foi comprovado que espécies marinhas de amebas ndo sdo capazes
de se desenvolver em agar que apresente uma baixa salinidade, enquanto que Acanthamoeba
se desenvolve muito bem tanto em agar comum como em agar preparado com diferentes

niveis de salinidade (SAWYER et al, 1977; PAGE, 1983; BOOTON et al, 2004).

Ap6s a identificagdo de Acanthamoeba nas culturas das amostras coletadas, a maior
dificuldade encontrada para a manuten¢do dos isolados foi a eliminagdo da microbiota
associada, principalmente nos isolados ambientais. Como ja havia sido apontada por Schuster
(2002), a maior dificuldade de se obter isolados de AVL a partir de amostras ambientais ¢

eliminar organismos indesejados, como bactérias, fungos, algas, entre outros, € promover
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simultaneamente o crescimento das amebas. Segundo Zanella et al (2012), o isolamento de
Acanthamoeba em culturas apropriadas para a realizacdo de determinados experimentos pode
levar de sete a 60 dias, sendo comum a perda dos isolados devido & contaminagdo em excesso
por fungos e bactérias. Dentro deste contexto, muitas técnicas de dilui¢do e micromanipulagado
jé foram propostas para facilitar o isolamento e a clonagem de Acanthamoeba (LLOVES et al,
1996; COSTA et al 2010; ZANELLA et al, 2012). Apesar de laboriosa, a estratégia utilizada
neste estudo, que incluiu a diluicdo e a micromanipulagdo das amostras, mostrou-se eficiente:
somente trés (7,9%) culturas positivas ndo foram mantidas e foram obtidos 28 clones para a

realizacdo dos experimentos subsequentes.

Neste trabalho, foram utilizadas culturas clonadas para a realizacdo dos estudos
propostos pois a presen¢a de mais de uma linhagem de Acanthamoeba tem sido relatada tanto
em amostras ambientais como em amostras clinicas (WALOCHNIK et al, 2000a; ALVES et
al, 2000; COSTA et al 2010). Como Page (1988) afirmou, a obtencdo de clones ¢ essencial
para a realizagdo de estudos taxondmicos, ¢ 0 mesmo ¢ valido para a taxonomia molecular
empregada atualmente. A presenca de diferentes linhagens em uma mesma amostra pode
dificultar o sequenciamento génico pois multipas sequéncias nucleotidicas podem ser
detectadas simultaneamente (BOOTON et al, 2002; CHAN et al, 2011). Além disso, a correta
interpretacdo dos resultados nos ensaios de patogenicidade requer a obtengdo de culturas

clonadas.

Apbés uma analise prévia da morfologia de todos os isolados originais para a
identificacdo do género Acanthamoeba, as caracteristicas morfologicas dos cistos dos isolados
clonados foram analisadas em detalhe e utilizadas para a classificagdo do género. Devido a
dificuldade de se obter a identificacdo precisa das espécies de Acanthamoeba, a caracterizagao
morfolégica dos cistos descrita por Pussard e Pons (1977) ¢ até hoje a principal referéncia
para a classificacdo de Acanthamoeba. Em geral, a maioria dos isolados de Acanthamoeba,
provenientes tanto de amostras ambientais como de amostras clinicas, pertencem ao grupo II
(WALOHNICK et al, 2000b; BOOTON et al, 2005; CAUMO et al, 2009). Dessa forma, este
trabalho confirma os dados da literatura, uma vez que a maioria dos clones obtidos apresentou
caracteristicas morfoldgicas do grupo II. Somente um isolado (A;P;-2), proveniente do solo,

foi classificado como pertencente ao grupo I.

Embora a andlise das caracteristicas morfoldgicas dos cistos de Acanthamoeba seja a

principal ferramenta para a identificagdo e para a taxonomia do género, sdo comuns variacdes
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na morfologia dos cistos de um mesmo isolado clonado (PAGE, 1988). Neste trabalho, muitas
amostras clonadas apresentaram essas variacdes, principalmente no niimero de bragos do
endocisto, como ja foi demonstrado por outros autores (WALOCHNIK et al, 2000a; COSTA
et al, 2010; CHAN at al, 2011). Por este motivo, o formato do endocisto da maioria dos clones
estudados ndo pdde ser determinado com precisdo, sendo classificado como poliédrico. Além
disso, muitas vezes a distingdo entre as espécies de Acanthamoeba e até mesmo entre os
grupos morfolégicos de Pussard e Pons (1977) ¢ dificil de ser realizada com seguranca, pois
em determinadas condi¢des as diferengas sdo muito sutis e dificeis de serem determinadas de
forma precisa, o que torna limitado o uso da morfologia como Unico critério taxondmico
(PAGE, 1988; CHAN at al 2011; ALVES at al 2012). Sendo assim, diante dessas limitagdes,
justifica-se a dificuldade encontrada neste trabalho em se obter uma classificacdo definitiva

para o isolado RA;P,-2.

A técnica de PCR descrita por Schroeder et al (2001), inicialmente aplicada neste
trabalho como parte da metodologia do diagnostico molecular dos casos suspeitos de ceratite
amebiana, foi utilizada também para a confirmacdo do género Acanthamoeba nos isolados
ambientais. Como discutido anteriormente, os primers (JDP1 e JDP2) utilizados por esses
autores amplificam uma regido conservada do gene 18S rDNA, permitindo uma identificacao
género-especifica de Acanthamoeba. Levando em consideracdo que o reconhecimento do
género ¢ relativamente facil de ser realizado por pardmetros morfologicos e que amostras
ambientais ndo exigem métodos rapidos de identificagdo, como € o caso das amostras clinicas,
a utilizacdo da PCR se justifica pelo fato de que diversos géneros de AVL podem estar
presentes nas culturas, o que dificultaria o reconhecimento de Acanthamoeba. Além disso, o
sequenciamento do amplificado obtido por meio dessa técnica (ASA.S1) pode ser utilizado

posteriormente para a classificagdo genotipica.

Dessa forma, todos os isolados clonados foram confirmados como pertencentes ao
género Acanthamoeba pela PCR. Ao contrario do que geralmente acontece com as amostras
de raspado de cornea, o grande numero de organismos obtidos em cultura permite que o DNA
seja extraido em quantidade suficiente para que os produtos de amplificacao sejam facilmente
visualizados. Para isso, o método de extragdo utilizado foi a lise alcalina descrita por Vianna
et al (2009). Essa técnica foi originalmente adaptada para a extracdo de DNA de Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar nas fezes e sua eficacia na extragdo de DNA de trofozoitos de

Acanthamoeba foi demonstrada em estudos realizados pelos colaboradores deste trabalho
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(dados nao publicados). Além disso, esse método foi escolhido pela facilidade e baixo custo

de execucao.

Embora a amplificagdo com os primers JDP1 e JDP2 tenha sido utilizada para a
identificacdo em nivel de género, vale destacar que existe a possibilidade de que as variagdes
observadas no tamanho dos fragmentos de amplificacdo do isolado RA3P,-2, do isolado
pertencente ao grupo morfologico I (A;P;-2) e dos isolados do grupo II correspondam a
distancia filogenética existente entre os grupos morfologicos de Pussard e Pons (1977), como

demonstrado por Stothard et al (1998).

Ainda que o sequenciamento completo do gene 18S rDNA possibilite a determinacgao
dos genotipos de Acanthamoeba de uma forma mais precisa e confidvel, principalmente dos
gendtipos filogeneticamente muito proximos, Schroeder et al (2001) demonstraram que o
fragmento ASA.S1 apresenta variagdes interespecificas suficientes em sua sequéncia para
diferenciar varios genoétipos. Sendo assim, a maioria dos isolados ambientais e todos os
isolados clinicos sequenciados neste trabalho foram classificados como pertencentes ao

genotipo T4, como tem sido demonstrado no mundo todo por diferentes autores.

No estudo de Tsvetkova et al (2004), os gen6tipos de todos os isolados ambientais
foram identificados como T4; Booton et al (2005) demonstraram que 55,3% das amostras
ambientais incluidas em seu trabalho pertenciam ao genotipo T4; Kao et al (2012), ao
analisarem as sequéncias de 34 amostras ambientais de Acanthamoeba, classificaram 19 delas
como pertencentes ao gendtipo T4; dentre as amostras de poeira estudadas por Niyyati et al
(2009), 84,6% foram classificadas como T4; ¢ dados similares foram obtidos por Khan et al
(2002). Em isolados de ceratite amebiana essa prevaléncia ¢ ainda maior: estima-se que mais
de 90% dos casos sejam causados por cepas de gendtipo T4 (STOTHARD et al, 1998;
SCHROEDER et al, 2001; BOOTON et al, 2005). Stothard et al (1998) demonstraram que 17
dentre os 18 isolados de ceratite por Acanthamoeba eram classificados como T4; nos estudos
de Booton et al (2002 e 2005), o genotipo T4 foi determinado em 100 e 94,3% dos isolados
obtidos de pacientes com ceratite amebiana, respectivamente. Recentemente, no trabalho de
Ledee et al (2009), o gendtipo T4 foi identificado em 95,2% das amostras de raspado de
comea obtidas de casos de ceratite. Nagyova et al (2010), ao analisarem as sequéncias de
cinco isolados de ceratite por Acanthamoeba, classificaram trés deles como T4 e Abe ¢
Kimata (2010) e Magnet et al (2012) identificaram o gendtipo T4 em 100% das amostras

obtidas de pacientes com ceratite.
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No entanto, ainda ndo se sabe se o papel desempenhado pelo gendtipo T4 na
epidemiologia das infeccdes causadas por Acanthamoeba, principalmente da ceratite
amebiana, ¢ devido ao fato de que esse ¢ o genotipo mais abundante no ambiente ou se ¢
devido a alta viruléncia do mesmo. Booton et al (2005) levantaram a hipotese de que a
prevaléncia do genotipo T4 nos isolados clinicos e ambientais de Acanthamoeba poderia ser
explicada pela maior capacidade de adaptacdo desse gendtipo as condigdes de cultivo quando
comparada a dos outros, ¢ ndo pelo fato de que o genotipo T4 seria o mais abundante na
natureza. No entanto, esses mesmos autores ¢ alguns estudos recentes confirmam a
predominancia do gendtipo T4 por meio da extracdo direta de DNA a partir de amostras
ambientais e clinicas, sem o isolamento prévio em cultura (ABE e¢ KIMATA, 2010;

MAGNET et al, 2012).

Ainda ndo ha um consenso sobre o assunto, porém, ja foi demonstrado que existem
linhagens patogénicas e ndo patogénicas pertencentes ao genotipo T4 (WALOCHNIK et al,
2000b; ALVES et al, 2012; KHAN et al, 2002). Além disso, j4 foi demonstrado também que
outros genotipos de Acanthamoeba apresentam potencial patogénico (WALOCHNIK et al,
2000a; LORENZO-MORALES et al, 2006; CARLESSO et al, 2010). Walochnik et al
(2000b) demonstraram em seu estudo que as linhagens sem relevancia clinica pertencentes ao
grupo T4 eram filogeneticamente mais proximas entre si do que de linhagens patogénicas do
mesmo gendtipo. Segundo esses autores, esses dados corroboram a idéia de Stothard et al
(1998) de que a capacidade de Acanthamoeba causar ceratite teria surgido como um evento
unico durante a evolugdo e que a viruléncia de muitas linhagens teria sido perdida durante o

percurso evolutivo do género.

No Brasil, oito trabalhos relatam a distribuicdo genotipica de isolados de
Acanthamoeba, sendo que somente dois deles demonstram a genotipagem de isolados
clinicos. Dessa forma, ja foram identificados no Brasil: o gendtipo T4 em amostras de agua
potavel; T3, T4 e TS5 em amostras de poeira; T3, T4 e TS em agua de piscina; T4, TS5 e T13
em amostras de solo e cole¢des de agua; T2, T4 e T6 em amostras de agua potavel; T2/6, T4 e
TS5 em colecdes de agua e piscina; T4 ¢ T11 em amostras de poeira; ¢ T9 ¢ T17 em amostras
de agua de rio e de reservatorio, solo e humus, por Magliano et al (2009); Carlesso et al
(2010); Caumo e Rott (2011); Magliano (2011); Winck et al (2011); Alves et al (2012);
Duarte et al (2013) e Magliano et al (2012), respectivamente. No estudo de Magliano (2011),
11 isolados de ceratite amebiana também foram classificados como pertencentes ao genotipo

T4; e no trabalho de Duarte et al (2013), quatro isolados clinicos de pacientes com ceratite por
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Acanthamoeba foram identificados como T4. Sendo assim, este ¢ o primeiro trabalho a
identificar o gendtipo T1 em isolados ambientais de Acanthamoeba no Brasil, o segundo a
identificar o gendtipo T11 e o terceiro a classificar por genotipagem isolados clinicos obtidos

de casos de ceratite no Brasil.

De acordo com a literatura, ndo é comum o isolamento de T1 e T11 do ambiente,
sendo que somente o grupo sequencial T11 ¢ descrito como agente etiologico de ceratite
amebiana. Até o momento, o gendtipo T1 s6 foi isolado de casos de EAG (STOTHARD et al,
1998; KHAN et al, 2002; BOOTON et al, 2005). Neste estudo, o gendtipo T1 e T11 foram
isolados, respectivamente, de amostras de poeira e de piscina. Lorenzo-Morales (2005c), ao
analisarem isolados de Acanthamoeba provenientes de colecdes de agua na Jamaica,
demonstraram a presenca do gendtipo T1 em agua de torneira e em agua do mar, e do
gendtipo T11 em agua de rio, mar e torneira; e Niyyati et al (2009) isolaram, no Ird, o
gendtipo T11 em amostras de poeira. E interessante destacar que o trabalho de Duarte et al
(2013), tnico estudo no Brasil que identificou o gendtipo T11 em isolado ambiental até o

momento, foi realizado com amostras coletadas no Espirito Santo.

A andlise das sequéncias nucleotidicas dos isolados estudados demonstrou também
que a comparag¢ao das mesmas com as sequéncias de espécies de Acanthamoeba disponiveis
no GenBank ndo ¢ uma ferramenta confiavel para a identificacdo especifica do género. Os
isolados I1-1 e M9-2, por exemplo, apresentaram similaridade méxima (99%) com quatro
espécies diferentes. Dessa forma, os resultados apresentados neste trabalho corroboram os
dados da literatura, que demonstram as inconsisténcias da identificagdo de espécies de
Acanthamoeba baseada no sequénciamento génico. No trabalho de Walochnik et al (2000b),
um dos isolados estudados, classificado como A. hatchetti (espécie pertencente ao grupo
morfolégico II), apresentou sequéncia genotipica do tipo T6, obtida até entdo somente de
isolados de A. palestiniensis, espécie classificada no grupo III. Stothard et al (1998) também
descreveram uma cepa com caracteristicas morfologicas do grupo II que apresentava
sequéncia tipica do grupo III. Devido, entdo, a impossibilidade de se obter uma identificacao
precisa das espécies de Acanthamoeba, alguns autores defendem que as espécies pertencentes
ao mesmo genotipo deveriam receber uma Unica denominacdo (STOTHARD et al, 1998;

WALOCHNIK et al, 2000b; KONG, 2009).

Embora a termotolerancia e a osmotolerancia possam ser utilizadas na caracterizacao

prévia de isolados de Acanthamoeba, a validade desses testes como determinantes da
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patogenicidade dessas amebas vem sendo questionada por muitos autores (DE
JONCKHEERE, 1980; COSTA et al, 2010; DUARTE et al, 2013). Como apontado por
Walochnik et al (2000a, b), algumas partes do corpo humano apresentam temperaturas
inferiores a 37°C, como ¢ o caso do olho, cuja temperatura ¢ de aproximadamente 34°C. Por
esse motivo, deveria ser levado em consideragdo que o crescimento de Acanthamoeba a 37°C
ou mais poderia ser um marcador adequado de patogenicidade para a capacidade de
determinadas cepas causar EAG, e ndo um fator determinante para o desenvolvimento de
ceratite amebiana. Entretanto, considerando a proposta de Griffin (1972), todos os isolados
ambientais analisados neste estudo poderiam ser considerados potencialmente patogénicos, ja

que todos cresceram a 37°C, assim como todos os isolados clinicos.

No entanto, ja foi demonstrado que linhagens de Acanthamoeba ndo patogénicas in
vivo podem ser termotolerantes (DE JONCKHEERE, 1980). No trabalho de Costa et al
(2010), por exemplo, um isolado pertencente ao grupo morfolégico I de Pussard e Pons
(1977), que teoricamente inclui espécies de Acanthamoeba que demonstram pouco ou
nenhum potencial patogénico, apresentou um crescimento significativamente maior a 42°C do
que um isolado do grupo II. Deve-se ressaltar ainda que o contrario também ja foi descrito.
Nos estudos de De Jonckheere (1980), duas cepas que niao se desenvolveram a 40°C
apresentaram efeito citopatico significante e levaram a 6bito animais experimentais; e Duarte
et al (2013) demonstraram que nenhum dos quatro isolados de Acanthamoeba obtidos de

casos de ceratite amebiana foram capazes de crescer a 42°C.

Da mesma forma, o fato de um isolado apresentar ou nao resisténcia a variagdo molar
do meio nem sempre pode ser utilizado como um critério conclusivo a respeito do seu
potencial patogénico (CHAN et al, 2011). Duarte et al (2013), por exemplo, demonstraram
que trés dos quatro isolados clinicos de Acanthamoeba analisados ndo foram tolerantes a
concentragdo de manitol a IM em cultivo monoxénico, apesar de terem sido isolados de
lesoes da cornea de pacientes com ceratite amebiana. No entanto, levando em consideracdo o
que foi proposto por Khan et al (2001), todos os isolados deste trabalho que apresentaram
crescimento a 1M de manitol poderiam ser considerados potencialmente capazes de causar

infeccao.

Outro aspecto importante que deve ser considerado em relagdo a esses ensaios de
patogenicidade ¢ a falta de padronizacdo e a subjetividade quanto a interpretagdo dos

resultados. Apesar de ter sido originalmente proposto que um isolado potencialmente
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patogénico de Acanthamoeba exibe crescimento a, no minimo, 37°C e 1M de manitol
(GRIFFIN, 1972; KHAN et al, 2001), diferentes temperaturas e concentragdes de manitol ja
foram utilizadas como discriminantes de patogenicidade em varios trabalhos. Até mesmo
varias formas de interpretagdo do crescimento dos isolados, diferentes periodos de execugdo
dos experimentos e diferentes tamanhos de indculos ja foram propostos (CAUMO et al, 2009;

NAGYOVA et al, 2010; MAGLIANO et al, 2012).

No trabalho de Magliano et al (2012), isolados ambientais foram expostos durante
quatro dias a temperaturas de 28°C, 37°C e 40°C e a concentragdes de 0,25M, 0,5M, 0,75M e
1,0M de manitol, sendo que todos os isolados cresceram nas trés temperaturas e até 0,75M de
manitol, sendo considerados potencialmente patogénicos; Wink et al (2011) submeteram suas
amostras a 30°C, 37°C e¢ 42°C e¢ a 0,5M e 1,0M de manitol durante 10 dias e consideraram
como ndo patogénicos aqueles isolados que ndo se desenvolveram em nenhuma das condi¢des
extremas (42°C e 1M); nos testes realizados por Chan et al (2011), as temperaturas de
incubagao foram: 37°C e 42°C, sendo que a viabilidade dos isolados também foi testada apods
um periodo overnight a 46°C e 52°C, enquanto que somente a concentracdo de manitol a 1,0M
foi utilizada. Apds sete dias, esses autores classificaram como patogénicas as cepas que
cresceram a pelo menos 37°C e 1M de manitol, e os cistos dos isolados que mantiveram sua
viabilidade apos a exposi¢ao a 52°C também foram considerados termotolerantes. Por sua vez,
Killic et al (2004) submeteram suas amostras a 1M de manitol e a 37°C somente durante 96
horas; Alves et al (2012) utilizaram as concentra¢des de 0,5M, 1,0M e 1,5M de manitol e
30°C e 37°C por 120 horas, considerando somente a concentracdo de 1,5M e a temperatura de
37°C como indicativos de patogenicidade; e Walochnick et al (2000b) testaram a
termotolerancia de amostras clinicas e ambientais de Acanthamoeba nas temperaturas de
30°C, 34°C, 37°C, 40°C e 42°C, em um periodo de observacdo que durou duas semanas.
Segundo esses autores, todos os isolados clinicos analisados cresceram a 42°C, enquanto que

os ambientais cresceram somente entre 30°C e 40°C.

Considerando os aspectos acima, as temperaturas e as concentragdes de manitol
utilizadas neste trabalho se justificam pelo fato de que era esperado que diferencas de
crescimento entre os isolados fossem observadas, principalmente entre os isolados clinicos e
ambientais. E diante das inimeras formas de interpretagdo dos resultados encontradas na
literatura, optou-se por avaliar os ensaios de patogenicidade por meio de critério qualitativo,
ou seja, determinacdo da presenca ou da auséncia de crescimento, como tem sido

demonstrado em muitos estudos.
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Cabe destacar que, embora os resultados obtidos neste trabalho apresentem
consisténcias com que tem sido relatado na literatura, diante do exposto acima e levando em
consideracdo que praticamente todos os isolados ambientais analisados apresentaram
crescimento as condicdes consideradas como determinantes de patogenicidade, se faz
necessario que outros ensaios sejam testados com o intuito de acessar de uma forma mais
objetiva o potencial patogénico desses isolados. Dentre os ensaios propostos atualmente por
diversos trabalhos no mundo todo, destacam-se aqueles que buscam relacdo entre
patogenicidade de Acanthamoeba e efeito citopatico, secre¢do de proteases e testes de
viruléncia in vivo, que deveverdo, portanto, ser utilizados em experimentos futuros para

avaliar o banco de cepas de Acanthamoeba formado a partir deste trabalho.
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7 CONCLUSAO

» Foram obtidos isolados de Acanthamoeba de amostras clinicas e de todos os ambientes
pesquisados em Vitoria e regido metropolitana (ES). A demonstracdo da presenca
dessas amebas em diferentes tipos de habitats confirma a ubiquidade desse género na
natureza, como tem sido relatado na literatura. No Brasil, este ¢ o primeiro trabalho a

relatar o isolamento de Acanthamoeba em agua do mar e em agua de inundacdo.

» A utilizagdo da PCR para a identificagdo do género foi conclusiva, uma vez que todos
os clones foram identificados como pertencentes ao género Acanthamoeba pela
técnica. Além disso, o emprego da mesma associada a outro tipo de reacdo de
amplificacdo, a reacdo da semi-nested PCR, possibilitou a confirmacdo de casos
suspeitos de ceratite amebiana em situagdes em que ndo houve o crescimento da
cultura. Sendo assim, esses dados poderao ser utilizados para o estabelecimento de um
diagnostico mais rapido, sensivel e especifico de ceratite por Acanthamoeba no

Espirito Santo.

» Os isolados clonados foram classificados por meio da analise morfologica de seus
cistos como pertencentes a dois grupos taxondmicos (I e II), sendo que a maioria
apresentou caracteristicas morfoldgicas do grupo II, o grupo mais comumente isolado
de amostras ambientais e clinicas. Embora esta classificacdo seja imprescindivel para a
taxonomia de Acanthamoeba, as limitagdes impostas por ela, demonstradas neste
trabalho pela impossibilidade de agrupamento de um isolado clonado, confirmam a

necessidade da utilizagdo de outros parametros para a classificagdo de Acanthamoeba.

= A classificagdo genotipica revelou que o genotipo T4 compreende a maioria dos
isolados estudados, o que corrobora os dados da literatura sobre ser este o gendtipo
mais encontrado no ambiente e em isolados de ceratite amebiana. E este € o primeiro
trabalho no Brasil que relata o isolamento de Acanthamoeba pertencente ao genotipo

T1.

= (Os ensaios de termotolerancia e de osmotolerancia, utilizados como marcadores de
patogenicidade para a caracterizagdo dos isolados clonados, demonstraram a possivel
presenca de Acanthamoeba potencialmente patog€nica em todos os ambientes

estudados. No entanto, outros testes de patogenicidade devem ser realizados para
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confirmar ou esclarecer o valor desses e de outros determinantes do potencial

patogénico de Acanthamoeba.
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9 ANEXOS

ANEXO 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Registro no CEP: 006/07)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1 — Identificacio do Responsavel pela execu¢io da pesquisa:
Titulo:

ISOLAMENTO DE AMOSTRAS DE AMEBAS DE VIDA LIVRE EM VITORIA — ESPIRITO
SANTO

Coordenador do Projeto:

Prof.? Dr.“ Cinthia Furst Leroy Gomes

Telefones de contato do Coordenador:

27 33357295
Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa que tem como objetivo determinar a
ocorréncia de amebas de vida livre em cornea, principalmente de usudrios de lentes de contato. Antes
de aceitar participar da pesquisa, leia atentamente as explicagdes abaixo que informam sobre o
projeto.
Vocé podera recusar a participar da pesquisa e poderd abandonar o procedimento em qualquer
momento, sem nenhuma penalizagdo ou prejuizo. Durante o projeto, voc€ podera recusar a responder
qualquer pergunta que por ventura lhe causar algum constrangimento.
A sua participag¢do como voluntario, ou a do menor pelo qual vocé € responsavel, ndo te dara nenhum
privilégio, seja ele de carater financeiro ou de qualquer natureza, podendo se retirar do projeto em
qualquer momento sem prejuizo a vocé ou a0 menor.
Serdo garantidos o sigilo e privacidade, sendo reservado ao participante ou seu responsavel o direito
de omissdo de sua identificagdo ou de dados que possam comprometé-lo. Na apresentacdo dos
resultados ndo sero citados os nomes dos participantes.
A sua participagdo ou a do menor sob sua responsabilidade nido envolve seguintes riscos. Sera
coletado material das lentes de contato e das suas corneas por um especialista para verificar a
presenca de amebas. Também poderao ser realizadas perguntas relacionadas ao habito de imersdo em
aguas (como nadar em piscinas, por exemplo) e sobre como ¢ manipulada a lente de contato (se for o
caso).

Confirmo ter conhecimento do conteudo deste termo. A minha assinatura abaixo indica que
concordo em participar desta pesquisa e por isso dou meu consentimento. Também autorizo a
participagdo do menor sob minha responsabilidade.

R de de

Assinatura do participante:

Assinatura do pesquisador:




ANEXO 2 - Meio de Cultura e Solugoes

Meio agar soja
(FORONDA, 1979)

REAGENTES QUANTIDADES
Farinha de soja 2,0g
Agar bacteriolégico 15,0g
H,O destilada q.s.p 1000 ml

Preparo:

1) Dissolver a farinha de soja na agua destilada e deixar em repouso por 24 horas.

2) Filtrar a infusdo em papel filtro.

3) Acrescentar o agar bacteriologico a solugao filtrada.

4) Autoclavar a solugao a 121°C por 15-20 min.

5) Distribuir o meio antes do resfriamento em placas de Petri esterilizadas (100 x 15 mm).

6) Ap6s a solidificagdo do meio, selar as placas com PVC e armazenar em geladeira a 4°C.

Salina de Page
(PAGE, 1988)

REAGENTES QUANTIDADES
Cloreto de sodio (NaCl) 1,20g
Sulfato de magnésio (MgSO, x 7 H,0) 0,04¢g
Cloreto de calcio (CaCl, x 2H,0) 0,04¢g
Fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,) 1,42¢g
Fosfato de potassio monobasico (KH,PO,) 1,36g
H,O destilada 1500 ml

Preparo:

1) Preparar solugdes estoque de cada reagente em 100 ml de agua destilada.
2) Misturar 10 ml de cada solugdo estoque e completar com agua destilada até 1000 ml.

4) Autoclavar a solugdo a 121°C por 15-20 min.

5) Distribuir aproximadamente 5 ml da salina em tubos esterilizados e armazenar em geladeira a 4°C.
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ANEXO 4 - Protocolo de extracdo de DNA do kit ChargeSwitch® gDNA Micro Tissue
(Invitrogen®)

1) Adicionar ao tubo contendo a amostra 1 ml da solugdo de lise previamente preparada (1 ml do tampao de lise

ChargeSwitch® Lysis Buffer e 10ul de Proteinase K).

2) Homogeneizar em vortex durante 10-15seg.

3) Incubar a 55°C por 2 horas (homogeneizar mais trés vezes durante este periodo, em intervalos de 30 min).
4) Adicionar 5 pl de RNase A.

5) Homogeneizar por aspiragdo e instilagdo com auxilio de uma pipeta de 1000 pl.

6) Incubar a temperatura ambiente por 5 min.

7) Adicionar 200 pl do tampao de purificagdo ChargeSwitch® Purification Buffer ¢ homogeneizar novamente

por aspiracdo e instilacdo.

8) Adicionar 40 pl da suspensdo de esferas magnéticas ChargeSwitch® Magnetic Beads (previamente

homogeneizada em vortex).

9) Homogeneizar vagarosamente com auxilio de pipeta (1000 pl).

10) Incubar a temperatura ambiente por 1 min.

11) Colocar na estante magnética MagnaRack® (Invitrogen®) até a formagao do sedimento.

12) Remover o sobrenadante cuidadosamente (com o tubo ainda na estante magnética).

13) Retirar da MagnaRack® e acrescentar 1 ml do tampao de lavagem ChargeSwitch® Wash Buffer.

14) Homogeneizar por aspiragdo e instilagdo.

15) Colocar novamente na estante magnética.

16) Apos a formagdo do sedimento, descartar o sobrenadante (com o tubo ainda na estante magnética).

17) Retirar da MagnaRack® e acrescentar novamente 1 ml do tampao de lavagem ChargeSwitch® Wash Buffer.

18) Homogeneizar, colocar na estante magnética e descartar o sobrenadante (apds a formagdo do sedimento e

com o tubo ainda na estante magnética).

19) Adicionar 150 pl do tampéao de eluicdo ChargeSwitch® Elution Buffer.

20) Homogeneizar com auxilio de uma pipeta de 1000 pl.

21) Incubar a temperatura de 55°C por 5 min (homogeneizar mais uma vez na metade do tempo de incubagio).
22) Colocar na estante magnética até a formacao do sedimento.

23) Transferir o volume eluido (contendo DNA) para outro tubo esterilizado.
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ANEXO 5 - Protocolo de extracio de DNA pela técnica de lise alcalina modificado de
Vianna et al, 2009

1) Adicionar ao tubo contendo a amostra 200 pl de tampao de lise (glicose 50 mM, Tris HCI 25 mM pH 8,
EDTA 10mM).

2) Homogeneizar e incubar a temperatura ambiente por 5 min.

3) Adicionar 10 pl de proteinase K (20 mg/ml) e homogeneizar.

4) Incubar a 55°C durante 1 hora e 30 min.

5) Acrescentar 400 pul de NaOH 0,2 M com 1% de SDS e homogeneizar.
6) Congelar em freezer e descongelar a 99°C trés vezes.

7) Incubar em gelo por 5 min.

8) Adicionar 300 pl de acetato de amoénio 7,5 M.

9) Homogeneizar vigorosamente e incubar em gelo por 20 min.

10) Centrifugar a 6000 xg por 5 min.

11) Transferir aproximadamente 700 pl do sobrenadante para outro tubo esterilizado.
12) Adicionar ao novo tubo 600 pl de isopropanol.

13) Incubar em freezer durante 15 min.

14) Centrifugar a 6000 xg por 15 min e descartar o sobrenadante.

15) Adicionar 500 pl de etanol 70%.

16) Centrifugar a 6000 xg por 5 min e descartar o etanol.

17) Deixar o tubo aberto e invertido a temperatura ambiente overnight.

18) Apos a secagem, adicionar 50 pl de solug@o esterilizada de tampao TE (Tris HCI 10 mM, EDTA 1 mM).
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ANEXO 6 - Protocolo de purificaciao de produto de PCR do kit GenElute® PCR Clean-
Up (Sigma-Aldrich®)

1) Colocar a coluna contendo a membrana de silica dentro do tubo de coleta.

2) Adicionar a coluna 500 pl da solug@o de preparacdo GenElute® Column Preparation Solution.
3) Centrifugar a 12.000 xg durante 1 min.

4) Retirar a coluna do tubo, descartar o volume eluido e colocéa-la novamente no tubo de coleta.

5) Adicionar a mistura previamente preparada de 50 pl do produto de PCR e 250 pl da solucdo de ligagdo
GenElute® Binding Solution.

6) Centrifugar a 16.000 xg por 1min.

7) Retirar a coluna do tubo, descartar o eluato e recoloca-la dentro do tubo.

8) Adicionar 500 pl da solucdo de lavagem GenElute® Wash Solution.

9) Centrifugar a 16.000 xg por 1 min.

10) Retirar a coluna do tubo, descartar novamente o produto da elui¢do e recolocar a coluna no tubo de coleta.
11) Centrifugar a 16.000 xg durante 2 min.

12) Descartar o tubo de coleta e transferir a coluna para outro tubo de coleta.

13) Adicionar ao centro da coluna 50 pl da solugdo de elui¢do GenElute® Elution Solution.

14) Incubar a temperatura ambiente por 1 min.

15) Centrifugar a 16.000 xg durante 2 min.

16) Descartar a coluna e armazenar o volume eluido no tubo (contendo DNA).
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ANEXO 7 - Sequéncias nucleotidicas dos isolados clinicos de Acanthamoeba

determinadas pelo sequenciamento parcial do gene 18S rDNA.

ISOLADOS*

SEQUENCIA NUCLEOTIDICA

AAO-1

AAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGAT
AATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGA
TTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAA
GATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGAT
CGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACG
TTGAATACAAAACACCACCATCGGTGCGGTCGTCCTTGGCGCGTTGGTCTTCAAAAGCCAGCGCG
CGGGGGCGGCTTAGCCCGGTGGCACCGGTGAATGACTCCCTAG

ZCS-1

AAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGA
TAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAAT
GATTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATG
AAAGATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGG
GGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGG
AGACGTTGAATACAAAACACCACCATCGGTGCGGTCGTCCTTGGCGTCGGTTTCGGCCGGCGCG
GGGGCGGCTTAGCCCGGTGGCACCGGTGAATGACTCCC-TAGCAGTCTTGTCAGAATGT

RNM OD-1

TCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTC
AGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATT
TAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGG
ATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTA
ACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACGTTGAATACAAAACACCACCATCGGCGCGGT
CGTCCTTGGCGTTGTCGGCTTCACGGCTGGCGGCGCGAGGGCGGTTTAGCCCGGTGGCACCGGTG
AATGACTCCCTAG

RNM LD-1

AAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGAT
AATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGA
TTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAA
GATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGAT
CGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACG
TTGAATACAAAACACCACCATCGGCGCGGTCGTCCTTGGCGTTGTCGGCTTCACGGCTGGCGGCG
CGAGGGCGGTTTAGCCCGGTGGCACCGGTGAATGACTCCCC

* AAO-1, ZCS-1 e RNM OD-1: isolados clinicos de pacientes com ceratite amebiana; RNM LD-1: isolado
da lente de contato do paciente RNM OD-1.
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ANEXO 8 - Sequéncias nucleotidicas dos isolados ambientais de Acanthamoeba

determinadas pelo sequenciamento parcial do gene 18S rDNA.

(continua)

ISOLADOS? SEQUENCIA NUCLEOTIDICA

R,P;-1 AAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATTTTACCATTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGA
TAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCCGCGTTGGTTTTTGAGGACCAGGGTAATGATTAAT
AGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGATTA
ACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAG
ACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACGTTGAAT
ACAAAACACCACCATCAGGCAGTGGGGTCGTGCTTCGCTTTTCCGGCAACGGGGAAGTGGAGGC
GGTCTCATTCCCCTGATGGCCCGGTGAATGACTCCC-TCGCAGCTTGTGAGA

R;P,-1 AAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGAT
AATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGA
TTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAA
GATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGAT
CGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACG
TTGAATACAAAACACCACCATCGGCGCGGTCGTCCTTGGCGTCTCGGTCCTTCACGGGGCCGGGG
CGCGGGGGCGGCTTAGCCCGGTGGCACCGGTGAATGACTCCCTAG

R;P,-2 AAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGAT
AATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGA
TTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAA
GATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGAT
CGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACG
TTGAATACAAAACACCACCATCGGCGCGGTCGTCCTTGGCGTCTCGGTCCTTCACGGGGCCGGGG
CGCGGGGGCGGCTTAGCCCGGTGGCACCGGTGAATGACTCCC-
TAGCAGCTTGTGAGAAATTTTTTTTTTTT

A,P,-1 AAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGAT
AATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGA

TTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAA

GATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGAT
CGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACG

TTGAATACAAAACACCACCATCGGTTGCGGTCGTCCTTGGCGTCTCGGTTTCGGCCGGGGCGCGG

GGATGGTTTAGCCCGGTGGCACCGTGGAATGACTCCC-TAGCAGCTTGTGAGAA

A,P,-1 AAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGAT
AATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGA

TTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAA

GATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGAT
CGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACG

TTGAATACAAAACACCACCATCGGTTGCGGTCGTCCTTGGCGTCTCGGTTTCGGCCGGGGCGCGG

GGACGGTTTAGCCCGGTGGCACCGGTGAATGACTCCC-TAGCAGCTTGTGAGAAAT

P,P,-2 AAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGA
TAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCACGCGAGGACCAGGGTAATG
ATTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGA
AAGATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGG
GATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGA
GACGTTGAATACAAAACACCACCATCGGTGCGGTCGTCCTTGGCGCGTCGCGGCTTGCCGTGGC
GTGCGAGGGCGGTTTAGCCTGATGGCATCGGTGAATGACTCCC-TAGCAGCTTGTGA

P,P,-1 AAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTCTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGAT
AATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGACACGCGAGGACCAGGGTAATGAT
TAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAG
ATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATC
GAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACCATGCCCACCAGCGATTAGGAGACGTT
GAATACAAAACACCACCATCGGTGCGGTCGTCCTTGGCATTTGTCGTGGCGCAAGTCACGGCAGG
TGTGAGGATGGTTTAGCCTGATGGATTTCGGTGAATGACTCCCTAGC

" R,P;-1, R3P,-1e R3P,-2: isolados de poeira; A,P,-1 e A,P,-2: isolados de solo; PyP,-2 e P4P,-1: isolados de
piscina.
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ANEXO 8 - Sequéncias nucleotidicas dos isolados ambientais de Acanthamoeba

determinadas pelo sequenciamento parcial do gene 18S rDNA.

(conclusio)

ISOLADOS? SEQUENCIA NUCLEOTIDICA

MO9-2 ATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTT
CAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATAT
TTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAG
GATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTT
AACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACGTTGAATACAAAACACCACCATCGGCGCGG
TCGTCCTTGGCGTCTCGGTCCTTCACGGGGCCGGGGCGCGGGGGCGGCTTAGCCCGGTGG

M10-1 AAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGAT
AATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGA
TTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAA
GATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGAT
CGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACG
TTGAATACAAAACACCACCATCGGTTGCGGTCGTCCTTGGCGTCTCGGTTTCGGCCGGGGCGCGG
GGATGGCTTAGCCCGGTGGCACCGGTGAATGACTCCCCTAGCAGCT

M10-2 AAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGAT
AATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGA
TTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAA
GATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGAT
CGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACG
TTGAATACAAAACACCACCATCGGTTGCGGTCGTCCTTGGCGTCTCGGTTTCGGCCGGGGCGCGG
GGATGGCTTAGCCCGGTGGCACCGGTGAATGACTCCCCTAGCAGCT

RA,P,-2 AAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGAT
AATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGA
TTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAA
GATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGAT
CGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACG
TTGAATACAAAACACCACCATCGGTGCGGTCGTCCTTGGCGGTTGGTCTTCAAAAGCCAGCGGCG
GGGGTGGCTTAGCCCGGTGGCACCGGTGAATGACTCCC-TAGCAGCTTGTGAGA

11-1 AAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGAT
AATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGA
TTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAA
GATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGAT
CGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACG
TTGAATACAAAACACCACCATCGGCGCGGTTGTCCTTGGCGGTTTGGTCTGCCTTGCAAAA

11-2 AAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGA
TAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAAT
GATTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATG
AAAGATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGG
GGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGG
AGACGTTGAATACAAAACACCACCATCGGCGCGGTTGTCCTTGGCGGTTTGGTCTGCCTTGCAA
AAGGGGGCGGCTTAGCCCGGTGGCACCGGTGAATGACTCCCCTA

12-1 AAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGAT
AATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGA
TTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAA
GATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGAT
CGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACG
TTGAATACAAAACACCACCATCGGTGCGGTCGTCCTTGGCGCGGTGGTCTTCAAAAGCCAGCGCG
CGGGGGCGGCTTAGCCCGGTGGCACCGGTGAATGACTCCCCTAGCAGCTT

12-2 AAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGAT
AATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGA
TTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAA
GATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGAT
CGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACG
TTGAATACAAAACACCACCATCGGTGCGGTCGTCCTTGGCGCGGTGGTCGTCAAAAGCCAGCGCG
CGGGGGCGGCTTAGCCCGGTGGCACCGGTGAATGACTCCCCTA

*M9-2, M10-1 e M10-2: isolados de mar; RA;P,-2: isolado de torneira; 11-1, 11-2, 12-1 e 12-2: isolados de
inundagao.
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