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RESUMO

As amebas do género Acanthamoeba sdo denominadas anfizoicas por sua capacidade de
viver tanto na forma de vida livre quanto como parasitas de vertebrados, causando
infeccdes graves como a Encefalite Amebiana Granulomatosa e a ceratite amebiana em
humanos. O objetivo deste trabalho foi caracterizar amostras clinicas e ambientais de
Acanthamoeba obtidas na cidade de Vitdria-ES, por analise morfolégica, molecular e
fisiologica. Para os estudos foram utilizadas quatro amostras clinicas obtidas de raspado
de cdrnea de pacientes com ceratite amebiana (AR, ALX, LG, e WAL) e quatro
amostras ambientais isoladas do ambiente doméstico de um destes pacientes (AR11
AR12, AR14 e AR15). Os isolamentos foram realizados em meio &gar soja contendo
bactérias (Escherichia coli) e as culturas foram posteriormente submetidas a axenizagdo
em meio proteose-extrato de levedo - peptona (PYG) suplementado com 10% de soro
bovino fetal. Duas amostras ambientais de ambiente hospitalar (OPH e ICU) e duas
cepas de Acanthamoeba do American Type Culture Collection (ATCC), uma
caracterizada como patogénica (AP2-ATCC 30461) e outra como nédo patogénica (AP4-
ATCC 30872), foram incluidas para comparacdo. A confirmacdo do género
Acanthamoeba foi realizada por anélise da morfologia e tamanho dos cistos e por PCR
para amplificacdo de uma regido conservada do gene 18S rDNA. A identificacdo
genotipica foi realizada pelo agrupamento dos isolados nos gendétipos determinados por
Stothard et al (1998), por meio do sequenciamento da regido ASA.S1 do gene 18S
rDNA. Ensaios fisiologicos de termotolerancia (28 °C, 37 °C e 42 °C) e de
osmotolerancia (0,1 M, 0,5 M, e 1,0 M de manitol) foram utilizados para avaliar a
patogenicidade dos isolados, sendo aplicados nas culturas em agar soja e adaptados para
culturas axénicas. Os isolados foram confirmados como pertencentes ao género
Acanthamoeba, sendo que nove apresentaram caracteristicas morfoldgicas do grupo Il e
um do grupo | de Pussard e Pons (1977). O sequenciamento parcial do gene 18S rDNA
revelou uma frequéncia de 100% do gen6tipo T4 nos isolados clinicos (AR, ALX, LG,
WAL e AP2). Dos isolados ambientais sequenciadas trés foram do genétipo T4 (AR11,
AR14 e AP4) e dois do gendtipo T11 (AR15 e OPH). Nos ensaios de termotolerancia,
nos dois sistemas de cultivo, os isolados clinicos e ambientais cresceram até 37 °C, ou
seja, em temperatura que lhe permitiriam sobreviver no organismo humano. Os testes de
osmotolerancia indicaram crescimento até a concentracdo de 0,5 M de manitol para a
maioria dos isolados em meio &gar soja, porém nao houve correspondéncia com 0s
dados obtidos em cultivo axénico, em que maioria ndo cresceu nesta osmolaridade.
Apenas um isolado (ALX) manteve-se viavel em meio agar soja contendo 1,0 M de
manitol, condicdo que tem sido usada por outros autores como discriminante de
patogenicidade, e somente os isolados AP2 e AP4 resistiram a esta osmolaridade em
cultivo axénico. Os resultados obtidos neste trabalho confirmaram a predominéancia do
grupo morfologico Il e do gendtipo T4 de isolados de Acanthamoeba, conforme tem
sido registrado na literatura e indicaram que os testes de termotolerancia e
osmotolerancia podem ndo ser adequados para avaliar o potencial patogénico do
protozoario.

Palavras-chave: Amebas de vida Livre, Acanthamoeba, Sequenciamento génico,
Osmotolerancia, Termotolerancia.



ABSTRACT

Acanthamoeba species are called amphizoic amoebas, since they are able to survive
either as free living organisms or as parasitic of vertebrates. They can cause severe
infections as granulomatous amebic encephalitis or Acanthamoeba Kkeratitis in humans.
The aim of the present study was to characterize clinical and environmental isolates of
Acanthamoeba from Vitdria, Espirito Santo, Brazil, using morphological, molecular and
physiological assays. Four clinical samples from corneal scrapings of keratitis cases
(AR, ALX, LG and WAL) and four environmental samples obtained from dust inside
the residence of one of the patients (AR11, AR12, AR14 e AR15) were used in the
experiments. All samples were isolated in soy agar with Escherichia coli. Cultures were
also subjected to axenization in Proteose —Yeast extract — Peptone (PYG) medium
supplemented with 10 % fetal calf serum. Two environmental samples obtained from
hospital dust (OPH and ICU) and two ATTC strains (American Type Culture
Collection) characterized as pathogenic (AP2 - ATCC 30461) and non-pathogenic (AP4
- ATCC 30872) were included in the study for comparison. The confirmation of
Acanthamoeba genera was performed by morphological analysis and PCR to amplify a
region of 18S rDNA. Genotyping was done by sequencing of ASA-S1 fragment of 18S
rDNA and comparison with sequences described by Stothard et al (1998). To evaluate
the pathogenic potential of the isolates, thermotolerance (28 °C, 37 °C and 42 °C) and
osmotolerance (0.1 M, 0.5 M and 1.0 M mannitol) assays were realized with soy agar
cultures and also with axenized trophozoites. All isolates were confirmed as belonging
to Acanthamoeba genera, with nine from morphological group Il and one from group I.
Genotyping by sequency analysis indicated that all clinical samples (AR, ALX, LG,
WAL and AP2) were from T4 genotype, as well as three environmental samples (AR11,
AR14 and AP4). Two environmental samples belonged to T11 genotype (AR15 and
OPH). Thermotolerance assays indicated that the isolates are able to grow at the
physiological temperature of 37°C, either in soy agar as in axenic system. Most of the
isolates in soy agar grew at 0.5 M, but only ALX supported 1.0 M, a condition that has
been used by several researchers as limiting to non-pathogenic isolates. Axenic cultures
did not present the same osmotolerance observed in the soy agar cultivation, most of
them did not grow even at 0.5 M, and only two isolates (AP2 and AP4) were able to
survive at 1.0 M mannitol. In conclusion, the predominance of morphological group 1l
and T4 genotpype was confirmed in the present work, as it has been described by other
authors. Furthermore, the thermo and osmotolerance of Acanthamoeba may not be
adequate assays to predict pathogenic potential.

Key words: Free living organisms, Acanthamoeba, Sequency analysis, Osmotolerance,
Thermotolerance.
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1 INTRODUCAO

As Amebas de Vida Livre (AVL) sdo protozoarios da classe Rhizopoda com
algumas espécies capazes de infectar vertebrados. S&o considerados organismos
anfizoicos, devido a capacidade de sobreviver tanto em vida livre, quanto como
parasitas (PAGE, 1974). Naegleria fowleri causa uma infeccdo de carter ndo
oportunista denominada Meningoencefalite Amebiana Primaria (MAP), que é fatal na
grande maioria dos casos (BUTT, 1966; BUTT et al, 1968). Sappinia diploidea foi
relatada causando encefalite em individuos saudaveis (GELMAN et al, 2001, 2003).
Infeccbes em individuos imunocomprometidos por Balamuthia mandrilaris tém sido
também descritas, determinando o quadro de Encefalite Amebiana Granulomatosa
(EAG) (VISVESVARA et al, 1993). Esta enfermidade pode adicionalmente ser causada
por amebas do género Acanthamoeba, as quais constituem um dos protozoarios mais
prevalentes encontrados no ambiente (PAGE, 1967; MERGERYAN, 1991;
RODRIGUEZ-ZARAGOZA, 1994). Acanthamoeba € responsavel também por outro
tipo de infeccdo, denominada ceratite por Acanthamoeba ou ceratite amebiana, que ndo
estd associada a imunodepressdo (NIEDERKORN et al, 1999). A infec¢do ocorre
devido a um trauma ocular e a contaminacéo pelo protozoéario. Trata-se de uma infeccao
grave, dolorosa e progressiva, podendo levar a cegueira do paciente, principalmente
qguando o diagndéstico nédo é feito corretamente. Apesar de haver casos de ceratite em 10
a 15% de pessoas que ndo usam lentes de contato, mas que sofreram traumas oculares
(STEHR-GREEN et al, 1989; ILLINGWORTH et al, 1995), esta claro que o uso de
lentes de contato é o principal fator de risco para esta infeccdo (MARCIANO-CABRAL
e CABRAL, 2003; SCHUSTER e VISVESVARA, 2004).

A distribuicdo cosmopolita das amebas do género Acanthamoeba e sua
ubiquidade no meio favorecem o contato com humanos, 0 que geraria muitas
oportunidades para a infeccdo. Apesar disto, as doencas associadas a este organismo
ocorrem geralmente em situacBes bem especificas, como imunodepressdo para as
infeccBes sistémicas ou lesbes prévias na cornea para a ceratite amebiana, mas sua
importancia vem crescendo devido ao aumento do uso de lentes de contato
(MARCIANO-CABRAL e CABRAL, 2003; VISVESVARA et al, 2007).

A caracterizacdo dos isolados por analise genotipica e determinacdo do seu
potencial patogénico é importante para auxiliar a esclarecer se qualquer espécie de

Acanthamoeba no ambiente apresenta capacidade de se tornar parasita ou se existem

14



linhagens mais adaptadas para a vida parasitaria. No Brasil, a caracterizacdo molecular e
de potencial patogénico de isolados do protozodrio é restrita a poucos trabalhos,
(ALVES et al, 2000, CARLESSO et al, 2010) resultando em um conhecimento limitado
sobre genotipos predominantes e risco de infeccdo por isolados presentes no nosso
meio. Por este motivo, o presente trabalho busca acrescentar informacdes sobre isolados
de ceratite amebiana obtidos no Brasil, na cidade de Vitoria/ES e de isolados do
ambiente, além de aplicar e avaliar ensaios fisioldgicos in vitro de termotolerancia e
osmotolerancia, que tém sido usados por varios autores na caracterizacdo de

patogenicidade de Acanthamoeba.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historico

As Amebas de Vida Livre ja foram consideradas organismos inofensivos e
comensais de mamiferos. Atualmente, sdo reconhecidas como patégenos emergentes,
capazes de causar doencas em humanos e animais (MARCIANO-CABRAL e
CABRAL, 2003; VISVESVARA et al, 2007).

O primeiro relato do potencial patogénico das Amebas de Vida Livre ocorreu em
1958, por Culbertson e colaboradores, em testes de triagem para avaliar a seguranca da
vacina contra poliomielite. Durante estes testes, ratos desenvolveram um quadro de
encefalite que os levou ao Obito, ap6s serem inoculados com amebas que haviam
contaminado culturas de células utilizadas nos testes da vacina. Estabeleceu-se entdo as
primeiras suspeitas de que Amebas de Vida Livre teriam o potencial de causar doenca
em humanos.

Os primeiros casos de uma infeccdo progressiva da cornea causada por amebas
de vida livre, denominada ceratite amebiana, foram relatados na Grd Betanha por
Nagington et al (1974) e nos Estados Unidos por Jones et al (1975). Em 1980, Martinez
e colaboradores reconheceram as infecgbes sisttémicas por Acanthamoeba como
oportunistas, devido a sua ligagdo com pacientes imunocomprometidos, e assim
diferenciaram as infecgGes que s@o causadas por Acanthamoeba spp das que s&o
causadas por Naegleria. Sendo assim, Acanthamoeba spp foi caracterizada como o
patogeno de um quadro de encefalite humana denominada Encefalite Amebiana

Granulomatosa ao passo gque o termo Meningoencefalite Amebiana Primaria refere-se a
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uma infeccdo semelhante, porém de evolucdo mais rapida, causada por Naegleria
fowleri (MARTINEZ e VISVESVARA, 1991).

Na década de 80, Visvesvara e seus colaboradores identificaram uma infec¢do
por Balamuthia mandrillaris que resultou na morte de um babuino em um zoolégico na
Califérnia. Infeccbes em humanos logo surgiram, envolvendo principalmente
individuos  imunocomprometidos (VISVESVARA e STHER-GREEN, 1990;
VISVESVARA et al 1993; ANZIL et al, 1991; ROWEN et al, 1995; DENNEY et al,
1997).

No inicio do século XXI Sappinia diploidea foi descoberta como mais uma
Ameba de Vida Livre causadora de encefalite, mas um tipo de encefalite ndo fatal que
acomete principalmente individuos saudaveis (GELMAN et al, 2001, 2003).

De fato, doencas humanas causadas por Amebas de Vida Livre, possuem muitos
outros relatos na literatura. Essas doencas costumavam ser atribuidas a outros
protozoarios parasitas e até mesmo a outras amebas e infelizmente a maioria dos casos
eram diagnosticados somente ap6s a morte do paciente (MARCIANO-CABRAL e
CABRAL, 2003; SCHUSTER e VISVESVARA, 2004)

2.2 Género Acanthamoeba: Distribuicéo e importéncia

2.2.1 Ubiquidade de Acanthamoeba

As amebas do género Acanthamoeba estdo entre as Amebas de Vida Livre mais
encontradas no meio ambiente. Tém distribuicdo cosmopolita e ja foram isoladas nos
mais distintos habitats: solo de regides que variam de tropicais e articas, poeira, ar
(KINGSTON e WARHURST, 1969); em ambientes aquaticos como agua do mar, areia
da praia, piscinas, aguas termais, sistemas de tratamento de esgoto (RIVERA et al,
1989; RIVERA et al 1991); em estabelecimentos de salide como sistema de ventilacdo e
ar condicionado em hospitais, onde representam um maior perigo de exposi¢ao aos
pacientes; unidades de tratamento dental (BARBEAU e BUHLER, 2001), unidades
hospitalares e de didlise (CASEMORE, 1977), estagdo de lava-olhos de emergéncia em
laboratdrios (PASZKO-KOLVA et al, 1991); em lentes de contato, assim como em seu
estojo e nas solugdes de limpeza utilizadas na higiene e manutencdo (ILLINGWORTH
et al, 1995).

Também foram isoladas como contaminantes em culturas de células de
mamiferos, de bactérias e leveduras (CASTELLANI, 1930; JAHNES et al, 1957), em

16



ambientes domésticos, em vasos de flores, aquarios, umidificadores e até mesmo na
agua da torneira e na dgua do banho (DE JONCKHEERE, 1991; MERGERYAN, 1991;
RODRIGUEZ- ZARAGOZA, 1994). Em animais como mamiferos, anfibios, répteis, e
peixes, Acanthamoeba pode estar ou ndo associada a existéncia de doenca
(WALOCHNIK et al, 1999). Foi também isolada em mucosa e garganta de humanos

assintomaticos e saudaveis (MICHEL et al, 1994).

2.2.2 Acanthamoeba como carreadora de bactérias

Estas amebas tém despertado a preocupacdo de pesquisadores pelo fato de
poderem internalizar diferentes espécies de bactéria. Este fato pode representar um
problema de salde publica, considerando que as amebas sdo resistentes ao processo de
cloracdo da agua e podem proteger bactérias fagocitadas, constituindo-se em um
reservatorio de bactérias para infec¢des humanas (MARCIANO-CABRAL e CABRAL,
2003; SCHEID et al, 2010). Chlamydia spp e Rickettsia spp foram identificados em
Acanthamoeba sp obtidas tanto de isolado clinico como ambiental (BIRTLES et al,
1997; HORN et al, 1999), assim como Legionella sp (ROWBOTHAM, 1980), Vibrio
cholerae, (THOM et al, 1992), Coxiella burnetti (LA SCOLA e RAOULT, 2001),
Salmonella enterica serovar typhimurium (GAZE et al, 2001), Mycobacterium avium
(DANELISHVILI et al, 2007), Listeria monocytogenes (ZHOU et al, 2007) dentre
varias outras (MARCIANO-CABRAL e CABRAL, 2003) .

Esta interacdo entre ameba e bactéria pode resultar em um estado
endossimbidtico ou ainda levar a destruicdo de uma delas ou ambas. As amebas sao
consideradas predadoras de bactérias e atuam controlando a sua populacdo no solo e em
ambientes aquéaticos (RODRIGUEZ-ZARAGOZA, 1994; MARCIANO-CABRAL e
CABRAL, 2003).

2.2.3 Infecgdes causadas por Acanthamoeba

2.2.3.1 Infecgdes sistémicas
Até 0 momento, os tipos de enfermidades sistémicas associadas a Acanthamoeba
incluem Encefalite Amebiana Granulomatosa (EAG), infecgdes na nasofaringe, otites,
infeccOes cutaneas e infecgdes disseminadas. Geralmente estdo associadas a individuos
debilitados por fatores como infecgdo por HIV, tratamento imunossupressor apos

transplante de orgdos, alcoolismo, abuso de drogas, tratamento com esterdides,
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quimioterapia e radioterapia para cancer e os portadores de outras doengas como
diabetes, Lupus Eritematoso Sistémico, insuficiéncia renal, cirrose, tuberculose, Ulcera
na pele e doenca de Hodgkin (VISVESVARA et al, 2007; DA ROCHA-AZEVEDO et
al, 2009; CHOMICZ et al, 2010). Apesar de a susceptibilidade as infecces estar
bastante relacionada a debilidade e supressdo imune, casos de EAG tém sido
encontrados em criangas e adultos imunocompetentes (SANGRUCHI et al, 1994;
SINGHAL et al, 2001; LACKNER et al, 2010).

Contaminacdo de pele lesionada e epitélio do trato respiratério constituem a
porta de entrada para estes protozoarios. Nestes casos, a ameba pode se disseminar pela
via hematogénica para o Sistema Nervoso Central e para varios 6rgdos (MARCIANO-
CABRAL e CABRAL, 2003; SCHUSTER e VISVESVARA, 2004).

A EAG ¢ uma doenca caracterizada por um quadro infeccioso crénico, lento e
progressivo do Sistema Nervoso Central. Estd associado a muitas espécies de
Acanthamoeba. Os sintomas incluem dor de cabeca, anormalidades de comportamento,
ndusea, vOmito, febre, letargia, pescoco rigido, deficiéncia focal neuroldgica,
hemiparesia e aumento da pressdo intracraniana. A patogénese da infec¢do envolve
necrose hemorragica grave, edema moderado a intenso com lesGes multifocais, exsudato
cronico inflamatério, vasculite com linfécitos perivasculares. Comumente, trofozoitos
podem ser encontrados nos tecidos recobertos por células inflamatérias constituindo a
forma granulomatosa tipica desta infeccdo. No entanto, esta forma pode apresentar-se
ausente ou pouco nitida em pacientes com resposta imune muito debilitada
(MARTINEZ e VISVESVARA, 1994; VISVESVARA et al, 2007).

Para pacientes com sintomas neurolégicos, o diagnostico pode ser
citopatologico, utilizando amostra de fluido cérebro espinal (SHARMA et al, 1993;
SINGHAL et al, 2001). Métodos de cultivo também podem ser utilizados no
diagndstico. Amostras bioldgicas como fluido cérebro espinal e tecido cerebral, podem
ser inoculadas em meio de crescimento para ameba (MARTINEZ e VISVESVARA,
1991). Ressonancia magnética e tomografia computadorizada apesar de ndo fornecerem
diagnostico definitivo, sdo realizadas em alguns pacientes e ajudam a localizar e
reconhecer as lesdes caracteristicas (MARTINEZ e VISVESVARA, 1997).

As lesGes cutaneas sdo caracterizadas pela presenca de papulas nodulares
purulentas que se desenvolvem em nddulos eritematosos e ulceragdes endurecidas na

pele. E mais frequente em pacientes infectados por HIV. Ainda ndo h& consenso se a
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forma cutdnea é o foco primario da infeccdo ou o resultado da disseminacéo
hematogénica (FRIEDLAND et al, 1992; TORNO et al, 2000)

Como diagnostico das formas cutaneas, pode ser utilizado o cultivo de amostras
de lesdes em meios utilizados para o crescimento de amebas. Bidpsia e exame
histolégico mostram um foco de necrose rodeado por células inflamatdrias, vasculite,
cistos e trofozoitos. Anélises moleculares, de RFLP e testes imunocitoquimicos também
podem ser realizados (FRIEDLAND et al, 1992; GORDON et al, 1992; SINGHAL et
al, 2001).

2.2.3.2 Ceratite amebiana

Além de infecgbes sistémicas, Acanthamoeba spp causa a Ceratite Amebiana,
doenca aguda, dolorosa e progressiva de acometimento da cornea. Tipicamente,
somente um olho é envolvido (ERTABAKLAR et al, 2009; SARPARANTA et al,
2009), mas casos de ceratite amebiana bilateral por Acanthamoeba sdo descritos na
literatura (KIM e KIM, 2009; LEE e GOTAY, 2010). Acomete principalmente
individuos imunocompetentes, mas que ndo desenvolvem imunidade protetora a
reinfeccdo (NIEDERKORN et al, 1999). Esta doenca ocorre com mais frequéncia em
usuarios de lentes de contato uma vez que as lentes podem atuar como veiculos
carreadores do patdgeno. Trauma de cdrnea por agentes fisicos que possam veicular e
introduzir a ameba no tecido ocular, também pode ocasionar a infeccdo (JONES et al,
1975; STAPLETON et al, 2009).

Para os usudarios de lente de contato, 0 uso de solucbes salinas caseiras na
limpeza, higiene e manutencdo das lentes, utilizando agua da torneira representa a maior
fonte de infec¢do, pois podem conter o agente etiologico. A falta de cuidados higiénicos
durante a limpeza e armazenamento das lentes e seus estojos produz um biofilme
bacteriano, que pode servir de alimentagdo para amebas. A leséo ocular causada por
amebas juntamente com bactérias, pode ser maior devido a liberacdo de secrecOes e
metabolitos (MARCIANO-CABRAL e CABRAL, 2003; VISVESVARA et al, 2007).

Outro fator de risco é o uso de lentes de contato durante atividades recreativas
em piscinas ou fontes naturais de dgua que possam albergar microbiota bacteriana e
amebas patogénicas (SINGHAL et al, 2001).

A maioria das espécies de Acanthamoeba causadoras de ceratite estdo agrupadas
no genotipo do tipo 4, estabelecido por Stothard et al (1998). As espécies capazes de

causar ceratite amebiana relatadas até 0 momento sdo A. castellanii, A. polyphaga, A.
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hatchetti, A. culbertsoni, A. rhysodes, A. griffinii, A. quina e A. lugdunensis
(SCHAUMBERSG et al, 1998, VISVESVARA et al, 2007).

Olhos avermelhados, lacrimejamento, fotofobia, dor e edema de pélpebra s&o os
principais sintomas da doenca. Mas hiperemia conjuntival e inflamacdo na cérnea
também podem ocorrer. Quando trofozoitos infiltram os nervos da cornea podem causar
neurite e necrose. Coriorretinite ocorre raramente quando o parasita invade a retina. No
inicio da patogénese as amebas ficam restritas ao epitélio da cornea, mas progridem e
invadem o estroma, onde causam grande estrago e provocam inflamacdo. O achado
clinico mais caracteristico é a presenca de um infiltrado inflamatorio estromal em forma
de anel, constituido principalmente por neutrofilos (Figura 1) (MARCIANO-CABRAL
e CABRAL, 2003; VISVESVARA et al, 2007; ERTABAKLAR et al, 2009).

R, SNTS

Figura 8: Olhos avermelhados, lacrimejamento, inflamacdo da cdrnea,
infiltrado inflamatdrio estromal em forma de anel em casos de ceratite por
Acanthamoeba (Fonte: VISVESVARA et al, 2007).

O prognostico pode ser melhor quando o diagnostico é precoce e o tratamento
iniciado imediatamente. No entanto, iSSo nem sempre ocorre, pois 0s sinais e sintomas
clinicos podem ser confundidos com outras formas de ceratite, como flingica ou viral.
Este diagnostico equivocado pode complicar o quadro clinico do paciente, pois sera
estabelecido um tratamento inadequado com o uso de agentes antimicrobianos,
antivirais, antifungicos ou corticoides que, apesar de produzir uma melhora inicial,
podem mascarar o0 quadro clinico e contribuir para a progressdo da doenca (EY et al,
2008; SHI et al, 2009). Em 2004, o numero aproximado de casos de ceratite amebiana
constatado no mundo chegou a superar 3000 (SCHUSTER e VISVESVARA, 2004).

O diagnostico clinico pode ser feito baseado na constatacdo de lesdes epiteliais,
infiltrado estromal, ceratoneurite radial associados a sintomas como dor intensa e
fotofobia (MARCIANO-CABRAL e CABRAL, 2003; TRNKOVA et al, 2009).
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Raspado de cOrnea e material de bidpsia podem ser utilizados para cultura e
identificacdo do agente etioldgico, (KILVINGTON et al, 1990; SCHAUMBERG et al,
1998). PCR tem tido uma baixa utilizacdo, apesar de sua eficicia como ferramenta
diagnostica capaz de detectar DNA de Acanthamoeba em amostras da cornea e
inclusive em lagrimas contendo um maximo de cinco amebas (KIM et al, 1996; KONG
e CHUNG, 1996; KHAN et al, 2001).

O desenvolvimento da ceratite amebiana ndo ocorre somente pelo simples
contato com Acanthamoeba, é preciso mais do que isso, pois sua prevaléncia é
frequente em usuarios de lentes de contato assintomaticos, segundo relatos de estudos
onde verificou-se que aproximadamente 50% dos individuos saudaveis possuem
anticorpos contra Acanthamoeba (LARKIN et al, 1990; TANAKA et al, 1994). Isso
levanta a hipdtese de que outros fatores possam estar envolvidos na patogénese desta
doenca e que o sistema imune do paciente pode exercer um papel fundamental na
predisposicdo a doenca. A carga parasitaria infectante, por exemplo, pode contribuir
para o estabelecimento ou ndo da infeccdo. Deve-se levar em consideracdo, também,
que cepas de ameba podem variar quanto a sua patogenicidade.

Mas a presenca de Amebas de Vida Livre ndo patogénicas ou de baixo potencial
patogénico em lentes de contato, € um fato que ndo deve ser desconsiderado,
pois elas podem albergar bactérias e agir como seus veiculos. Pseudomonas
aeruginosa, um dos principais patégenos oculares, pode sobreviver e ja foi isolada dos
cistos de Acanthamoeba (WALOCHNIK et al, 1999).

Outras amebas como Valkampfia, Naegleria e Hartmannella (KENNEDY et al,
1995; AITKEN et al, 1996) também sdo capazes de causar ceratite ou pelo menos estar
associada a ela. Porém, existem poucos relatos de casos de ceratite amebiana por estas

espécies.

2.3 Ciclo de vida e morfologia de Acanthamoeba

O ciclo de vida da Acanthamoeba compreende dois estddios em condic¢Ges
ambientais: o trofozoito e o cisto. No entanto, ambas as formas sdo reconhecidas por
sua ampla tolerancia a uma grande variedade de ambientes. O trofozoito é a forma de
locomocdo e de alimentacéo ativa da ameba, a reproducéo destes organismos ocorre por
divisdo binaria. Alimenta-se de bactérias, algas e leveduras do ambiente, principalmente
do solo e da 4gua, mas também consegue capturar nutrientes por pinocitose. A ameba na

forma de cisto possui a vantagem de sobreviver e resistir as condigdes ambientais mais
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adversas como dissecacdo, inanicdo e agentes fisicos e quimicos como produtos de
higiene e limpeza, antimicrobianos, aquecimento, refrigeracdo e radiacéo ultravioleta
(AKSOZEC et al, 2002). Estudos indicam que nesta forma podem sobreviver in vitro
por até 20 anos ou mais (MAZUR et al, 1995).

O trofozoito varia em tamanho de 25 a 40 um, possui uma membrana plasmatica
trilaminar e é caracterizado pela presenca de projecGes superficiais na forma de
espinhos denominadas acantdpodes, um vacuolo contratil proeminente no citoplasma
para controlar o contetdo intracelular de agua, e um nucleo com um grande nucléolo
central (Figura 2 a) (PAGE, 1967; BOWERS e KORN, 1979).

Os cistos variam em tamanho de 10 a 20 um, possuem parede dupla (endo e
ectocisto) composta por celulose e dotada de poros para possibilitar a liberacdo do
trofozoito da ameba, que geralmente ocorre em condi¢cdes ambientais desejaveis, em um
processo denominado desencistamento (Figura 2 b). Morfologicamente, pela
caracteristica cistica, Acanthamoeba spp encontra-se dividida em trés grupos distintos:
Grupo |, grupo Il e grupo Il (PAGE, 1967; PUSSARD e PONS, 1977). O Grupo |
possui um cisto maior, medindo 18 um ou mais, com endocisto em forma de estrela e
ectocisto arredondado que pode ser liso ou rugoso. O grupo Il compreende cistos
menores que 18 um com endocisto poliédrico, triangular, globular ou ovoide e ectocisto
ondulado. Ja no grupo Ill os cistos apresentam-se com tamanho menor que 19 pum, o

endocisto € globular ou ovéide e o ectocisto fino e liso.

Figura 9: Acanthamoeba castellanii, trofozoito (a), cisto (b). n: nicleo; cv:
vacuolo contrétil (Fonte: VISVESVARA et al, 2007).

A organizacdo celular da Acanthamoeba ja foi estudada por microscopia
eletronica e organelas como complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico liso e rugoso,
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ribossomos livres, vacuolos digestivos, mitocondria e microtdbulos sdo encontradas
nestas amebas (BOWERS e KORN, 1969; VISVESVARA et al, 2007).

2.4 Classificacdo morfologica e genotipica de Acanthamoeba

Segundo a classificacdo sistematica classica descrita por Levine et al (1980), o
género Acanthamoeba pertence ao Reino Protozoa, filo Sarcomastigophora, classe
Rhizopoda, ordem Amoebida e familia Hartmannellidae. Apesar de a proposta
tradicional de Levine e seus colaboradores (1980) continuar vigorando nos tempos
atuais, uma nova classificacdo dos protozoarios foi proposta pela Sociedade
Internacional de Protozoologia em 2005 (ADL et al, 2005). De acordo esta
classificacdo, Acanthamoeba encontra-se no super grupo Amoebozoa e na primeira
classificacdo Acanthamoebidae. A proposta se baseia em ferramentas mais modernas
além da analise morfoldgica, como andlises bioquimicas e moleculares.

Pela anélise morfoldgica de trofozoitos e cistos de amebas em microscépio
Optico comum, ja é possivel realizar a identificacdo do género Acanthamoeba, uma vez
que ambas as formas evolutivas da ameba apresentam caracteristicas morfoldgicas
tipicas deste género (PAGE, 1967; BOWERS e KORN, 1979).

Mas uma técnica de PCR, descrita por Khan e Paget (2002), tem sido utilizada
também como uma alternativa para a identificacdo do género destas amebas, ou ainda
para confirmar este género quando a identificacdo foi realizada pela anélise
morfologica. Esta confirmacdo tem sua importancia uma vez que existem outras
Amebas de Vida Livre que sdo morfologicamente similares a Acanthamoeba. Esta PCR
é realizada utilizando um par de primers que amplificam uma regido dentro do gene 18S
rDNA de Acanthamoeba, originados a partir do sequenciamento génico de uma regiao
de alta variabilidade de Acanthamoeba castellanii, realizado por Gunderson e Sogin
(1986). A sequéncia amplificada é uma regido bastante conservada em Acanthamoeba,
que pode variar de 900 a 1100 pb e, capaz de discriminar com especificidade este
género (KONG e CHUNG, 1996; KHAN e PAGET, 2002; COSTA et al, 2009).

Pelos estudos taxondmicos realizados até 0 momento, verifica-se a existéncia de
24 espécies de Acanthamoeba, as quais foram descritas de acordo com suas
caracteristicas morfoldgicas (VISVESVARA et al, 2007). A identificacdo especifica
baseada na morfologia cistica € pioneira nos estudos taxonémicos de Acanthamoeba,
mas sabe-se que ela pode variar de acordo com as condigdes de cultivo, o que torna esta

forma de identificacdo duvidosa e passivel de discussdo. Atualmente, a morfologia dos
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cistos é utilizada na classificacdo dos isolados em grupos morfoldgicos (Tabela 1),
(PUSSARD e PONS, 1977; PAGE, 1988; KHAN et al, 2001).

Tabela 3: Classificacdo das principais espécies de Acanthamoeba de acordo com os
grupos morfoldgicos descritos por Pussard e Pons (1977) *

GRUPO | GRUPO 11 GRUPO 111
A. Astronyxis A. Castellani A. Palestinensis
A. comandoni A. mauritaniensis A. culbertsoni
A. echinulata A. polyphaga A. lenticulata

A. lugdunesis A. pustulosa
A. quina A. royreba
A. rhisodes

A. divionensis

A. paradivionensis

A. griffini

A. triangularis

* Adaptado de Nwachuku e Gerba, 2004

Durante as Ultimas décadas, a taxonomia do género Acanthamoeba foi revisada e
muitos métodos ndo morfoldgicos aplicados para a tentativa de classificagcdo
(MARCIANO-CABRAL e CABRAL, 2003; VISVESVARA et al, 2007).

Primeiramente, métodos imunoldgicos e bioguimicos, como analise do perfil de
proteinas antigénicas por técnicas de Western Blot ou imunofluorescéncia, e analise do
perfil de isoenzimas por eletroforese, foram empregadas na tentativa da identificacdo
especifica, mas ndo tiveram sucesso na obtencdo de uma conclusdo. Além disso, a
analise por perfil de isoenzimas, por exemplo, apresenta limitacBes que incluem a
necessidade de um grande nimero de parasitas em crescimento axénico, o que é
bastante trabalhoso e exige longa disponibilidade de tempo (DE JONKHEERE, 1983;
COSTAS e GRIFFITHS, 1984, 1986). Posteriormente, técnicas moleculares como
RFLP (Restriction Fragment length polymorphism) e RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) foram utilizadas para estes estudos, mas revelaram que a
identificacdo especifica de Acanthamoeba apresenta dificuldade devido ao alto
polimorfismo observado entre isolados individuais (KONG et al, 1995; KIM et al, 1996;
ALVES et al, 2000).
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Atualmente, o sequenciamento génico tem sido a metodologia mais aplicada no
estudo taxonémico de Acanthamoeba e tem se mostrado util principalmente na
caracterizagdo dos isolados em gendtipos ou tipos sequenciais (RIVERA e ADAO et al,
2009; VISVESVARA et al, 2010). Baseado na variabilidade entre as sequéncias do
gene completo 18S rDNA, Stothard et al (1998) classificaram 53 isolados de espécies
de Acanthamoeba designando 12 tipos sequenciais, de T1 a T12. Posteriormente, mais 3
grupos foram reconhecidos: T13 (HORN et al, 1999); T14 (GAST, 2001) e T15
(HEWETT et al, 2003). Considera-se ainda que muitos outros tipos sequenciais possam
existir.

A classificacdo mais aceita, até 0 momento, integra os grupos morfoldgicos que
foram estabelecidos por Pussard e Pons (1977) juntamente com os 12 tipos de
sequéncias (STOTHARD et al, 1998) (Tabela 2). O grupo T4 compreende a maioria
das cepas causadoras de ceratite amebiana (STOTHARD et al, 1998; WALOCHNIK et
al, 2000; SCHROEDER et al, 2001).

Tabela 4: Integracdo entre grupos morfoldgicos
(PUSSARD e PONS, 1977) e gendtipos
(STOTHARD et al, 1998), utilizados em estudos
de caracterizacdo genotipica de Acanthamoeba.

FENOTIPO GENOTIPO

| T7,T8,T9
I T3,T4,T11
Il T1,T2,T5,T6, T10, T12

Além do gene completo 18S rDNA, outros fragmentos foram utilizados em
estudos taxondmicos de Acanthamoeba, como por exemplo, o fragmento ASA.S1
(Acanthamoeba specific amplimer S1) do gene 18S rDNA (SCHROEDER et al, 2001),
pequenas subunidades ribossomais nucleares e mitocondriais (genes SSU rRNA)
(VISVESVARA, 1991; GAST et al, 1996; LEDEE et al, 2003), o0 genoma 16S rRNA
mitocondrial completo (CHUNG et al, 1996; YU et al, 1999) ou mesmo o0 genoma
mitocondrial completo (KILVINGTON et al, 1991; KONG et al, 1995; CHUNG et al,
1996) e ainda a analise do DNA gendmico total por RAPD (ALVES et al, 2000).
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Estudos utilizando sequéncias ITS1, que estad localizada entre os genes 18S
rRNA e 0 5,85 rRNA também foram desenvolvidos (KOSHLER et al, 2006). E uma
regido de alta variabilidade e utilizada como marcador na discriminacdo de espécies que
estdio muito proximamente relacionadas e apresentam-se morfologicamente
indistinguiveis (BALDWIN et al, 1995; SLAPETA et al, 2003). No entanto, o uso desta
sequéncia em pesquisa com Acanthamoeba é pouco descrito na literatura. Segundo
Kdshler et al (2006), os resultados ndo corroboram com a classificacdo estabelecida até
0 momento por outras técnicas, como as morfoldgicas e as baseadas na sequéncia 18S
rDNA.

Mesmo diante da possibilidade de utilizacdo de outras regides génicas, 0
sequenciamento parcial do gene 18S rDNA, utilizando o fragmento ASA.S1, é a
abordagem mais amplamente empregada, servindo de parametro para identificacdo
genotipica de amostras clinicas e ambientais de Acanthamoeba em todo o mundo
(WALOCHNIK et al, 2000; SCHROEDER et al, 2001; XUAN et al, 2008;
VISVESVARA et al, 2010; ZHAO et al, 2010).

Apesar de 0s mais variados estudos terem sido feitos em prol da determinacéo
de uma taxonomia convincente, até 0 momento a classificacdo destas amebas encontra-
se passivel de mudangas (MARCIANO-CABRAL e CABRAL, 2003; VISVESVARA
et al, 2007).

2.5 Potencial patogénico de Acanthamoeba

Varias espécies de Acanthamoeba sdo capazes de causar ceratite. Ainda muito se
questiona sobre o que tem levado estes organismos a desenvolver infeccdes, se seriam
fatores ambientais como oportunidade e condi¢bes apropriadas para se desenvolver a
infeccdo (SCHUSTER, 2002) ou caracteristicas distintas e capacidade intrinseca de
cada cepa (MAZUR et al, 1995; WALOCHNIK et al, 2000).

A classificacdo genotipica ou a determinacdo da espécie de um isolado nédo
fornece indicagdo quanto a sua patogenicidade, pois aqueles patogénicos e nao
patogénicos podem ser classificados dentro do mesmo fenétipo, genétipo ou ainda
dentro da mesma espécie.

Assim, alguns estudos foram realizados com o objetivo de acessar o potencial
patogénico de isolados de Acanthamoeba. Testes utilizando animais de laboratério
como modelo de Encefalite Amebiana Granulomatosa, auxiliam a obter informacoes

sobre o curso da doenca, patogenicidade em espécies de Acanthamoeba e até mesmo a
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diminuicdo da patogenicidade devido a um cultivo muito prolongado (MAZUR et al,
1995). Camundongos inoculados com suspensdes de Acanthamoeba desenvolvem sinais
clinicos bastante semelhantes aos humanos (CULBERTSON et al, 1958) e ha modelos
experimentais também para a ceratite amebiana (VAN KLINK et al, 1993).

No entanto, dada as dificuldades em se trabalhar com animais experimentais,
tanto no aspecto econdmico quanto ético, outros testes de realizacdo mais facil e menor
custo tém sido desenvolvidos. Além disto, um Unico critério muitas vezes ndo é
suficiente para classificar um isolado como patogénico.

Visando avaliar a capacidade de crescimento destes organismos em diferentes
temperaturas, foi desenvolvido o teste de termotolerancia. A tolerancia a temperatura
em torno de 37 °C indica que a ameba poderia se desenvolver em temperatura corporal
humana. A temperatura de 34 °C também deve ser considerada nos testes, pois refere-
se a temperatura da cérnea humana. Temperaturas superiores a 37 °C até 42 °C também
sdo utilizadas para acessar o potencial patogénico de Acanthamoeba, pois verificam a
capacidade dos isolados em resistir temperaturas proximas a da febre humana
(GRIFFIN, 1972; WALOCHNIK et al, 2000; 2001; KHAN et al, 2001).

A sobrevivéncia em cultivo axénico, assim como a taxa de crescimento dos
parasitos também € relacionada diretamente a patogenicidade dos mesmos (DE
JONCKHEERE, 1980; WALOCHNIK et al, 2000; KHAN et al, 2001).

Outro teste utilizado é o de analise do efeito citopatico dos isolados utilizando-se
varios tipos de células. Os resultados obtidos até 0 momento mostram que somente
cepas patogénicas possuem efeito citopatico nestas células (WALOCHNIK et al, 2000;
KHAN et al, 2001; LORENZO-MORALES et al, 2007).

Devido a complexidade dos testes que utilizam células de cultura, Khan et al
(2001) propuseram o ensaio de osmotolerancia, para ser utilizado em detrimento dos
testes de efeito citopatico. Segundo estes autores, somente 0s isolados denominados
“patogénicos” apresentaram capacidade de sobreviver em meio de alta osmolaridade.

Outros testes usados para acessar 0 potencial patogénico de Acanthamoeba
incluem a atividade de proteases usando ensaios colorimétricos (KHAN et al, 2000),
capacidade de adesdo e velocidade de encistamento/desencistamento (DA ROCHA-
AZEVEDO e COSTA e SILVA-FILHO, 2007).

A patogenicidade de Acanthamoeba tem sido mencionada como uma
caracteristica intrinseca de cada cepa. Devido a ubiquidade deste parasita na natureza,

isolados ndo patogénicos podem estar presente no olho ndo causando infeccdo. Por este
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motivo os isolados clinicos devem ser detectados e diferenciados quanto ao seu
potencial patogénico. Por meio de certas caracteristicas reveladas pelos testes
fisiologicos, seria teoricamente possivel diferenciar isolados patogénicos e nao

patogénicos de Acanthamoeba.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral: Caracterizar amostras clinicas e ambientais de Acanthamoeba
obtidas da cidade de Vitoria-ES, por critérios morfoldgicos, moleculares e

fisioldgicos.

3.2 Objetivos Especificos:
o Identificar os isolados de Acanthamoeba obtidos de lesdes de ceratite amebiana
e de poeira residencial por analise morfologica e por PCR.
e Realizar a identificacdo genotipica dos isolados por sequenciamento parcial do
gene 18S rDNA.
e Auvaliar os critérios fisiologicos de termotolerdncia e de osmotolerancia como
indicadores de potencial patogénico dos isolados.
e Comparar o comportamento dos isolados de cultura clonada em meio PYG
(sistema axénico) com o cultivo em agar soja com bactérias, pelos ensaios

fisiolégicos de termotolerancia e de osmotolerancia.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 ldentificacdo dos isolados clinicos e ambientais de Acanthamoeba

4.1.1 Amostras

Oito isolados utilizados neste trabalho foram obtidos e gentilmente cedidos pela
Profa. Dra. Cinthia Furst Leroy Gomes da Universidade Federal do Espirito Santo.
Quatro isolados s&o de raspado de cornea de pacientes com ceratite (com suspeita de
ceratite amebiana por Acanthamoeba) e quatro foram obtidos da poeira da residéncia de
um destes pacientes (Tabela 3).

Outras quatro culturas de Acanthamoeba foram incluidas, para fins de comparacéo
nos ensaios fisioldgicos e de sequenciamento parcial do gene 18S rDNA. Duas delas
foram obtidas de poeira hospitalar do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Parana (COSTA et al, 2009) e as outras duas foram cedidas pelo pesquisador Dr.
Fernando Costa e Silva-Filho, da Universidade Federal do Rio de Janeiro, referente as
cepas do American Type Culture Collection ATCC # 30461 (isolado clinico de leséo de
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ceratite amebiana) e ATCC # 30872 (isolado ambiental obtido de &gua fresca), aqui

denominados AP2 e AP4, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3: Isolados de Acanthamoeba obtidos de raspado de cornea e de poeira de
diferentes ambientes.

ISOLADO ORIGEM DATA DE HISTORICO
ISOLAMENTO
WAL Clinica, 01/2007 CA* associada ao uso de lente de
Vitdria, ES contato, raspado de cornea humana
ALX Clinica 10/2006 CA* associada ao uso de lente de
Vitdria, ES contato, raspado de cornea humana
LG Clinica 02/2008 CA* associada ao uso de lente de
Vitéria, ES contato, raspado de cérnea humana
AR Clinica 05/2007 CA* associada ao uso de lente de
Vitéria, ES contato, raspado de cérnea humana
AR11 Ambiental 07/2007 Poeira - grade posterior da
Vitoria, ES geladeira, na cozinha da residéncia
do paciente do qual se obteve o
isolado AR
AR12 Ambiental 07/2007 Poeira - cdmoda de suporte para
Vitéria, ES televisdo, na sala de estar do
paciente  do qual se obteve o
isolado AR.
AR14 Ambiental 07/2007 Poeira - Comoda localizada ao lado
Vitoria, ES da cama, local onde o paciente do
qual se obteve o isolado AR
guardava suas lentes.
AR15 Ambiental 07/2007 Poeira - Janela da sala de estar,
Vitéria, ES préximo ao sofd onde a paciente da
qual foi isolado a amostra AR
manipulava com freqliéncia as suas
lentes.
OPH Ambiental 02/2007 Poeira — Setor de Oftamologia
Curitiba, PR Hospital das Clinicas — UFPR
ICU Ambiental 02/2007 Poeira — Unidade de Tratamento
Curitiba, PR Intensivo — Hospital das Clinicas —
UFPR
AP2 ATCC30461 1973 CA* associada ao uso de lente de
contato, raspado de cornea humana
AP4 ATCC30872 1965 Ambiental — agua fresca

* CA = Ceratite amebiana
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4.1.2 Cultivo dos isolados em sistema polixénico (meio agar soja)
As amostras foram inicialmente cultivadas em meio solido &gar soja (ANEXO
1) juntamente com bactérias Escherichia coli, em placas de Petri (90 x 15 mm),

conforme descrito por Foronda (1979).

4.1.3 Identificacao dos isolados por critérios morfoldgicos

Critérios estabelecidos por Pussard e Pons (1977) e Page (1988), como a medida
do tamanho dos cistos, formato e caracteristicas de endocisto e ectocisto, foram
utilizados para estabelecer a classificacdo dos isolados originais de Acanthamoeba, em
culturas clonadas, nos grupos morfolégicos classicos I, Il e 1ll. Culturas mantidas em
agar-soja com bactérias, cultivadas por 72 horas, quando entdo a maioria das formas
observadas eram cistos, foram utilizadas para a avaliagdo. Os cistos foram recolhidos,
lavados por centrifugacdo (400 x g, 5 minutos) em 10 mL de agua destilada esterilizada
e colocados entre 1damina e laminula. A medida do didmetro foi realizada usando uma

ocular milimetrada em microscopio 6ptico comum, em aumento de 400x.

4.1.4 Confirmacao do género pela PCR (KHAN e PAGET, 2002)

Extracdo de DNA: Trofozoitos da cultura original mantidos em meio agar soja
foram utilizados para obtencdo de DNA por meio da técnica classica de extracdo por
fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) (SAMBROOK et al, 1989). Os
trofozoitos foram lavados por centrifugacdo em agua destilada esterilizada e o
sedimento foi ressuspenso em tampéao de lise (Tris 10mM pH 8.0, EDTA 10mM, NaCl
400mM, Triton X-100 a 2%), com 1% de dodecil sulfato de sédio (SDS) e proteinase K
(1ug/pL), na proporcio aproximada de 500 pL de tampéo de lise a cada 10° células.
Apdbs homogeneizacdo suave e incubacdo por 2 horas a temperatura de 55 °C, foram
realizadas duas extracBes consecutivas com fenol-cloroférmio-alcool isoamilico
(25:24:1) e depois com cloroférmio alcool isoamilico (24:1), com centrifugacéo a 1500
X g por 5 minutos. O DNA foi precipitado com etanol 96% e ap0s centrifugagdo a 5000
X ¢ durante 10 minutos, o material foi lavado uma vez com etanol a 70%, seco a
temperatura ambiente overnight e re-hidratado em 50 a 100 uL de &gua ultra-pura
esterilizada. As concentracdes de DNA foram determinadas em espectrofotdometro
Shimadzu UV-160 a 260 nm e a qualidade do DNA visualizada em gel de agarose 0,8%
corado com brometo de etideo.
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PCR: A PCR utilizou os iniciadores que amplificam uma regido conservada do
gene 18S rDNA em amostras de Acanthamoeba, os quais possuem as seguintes
sequéncias  nucleotidicas:  Primer Foward: 5’- TTTGAATTCGCTCCAA
TAGCGTATATTAA-3’, ¢ Primer Reverse: 5’- TTTGAATTCAGAAAGAGCTATCA
ATCTGT-3’ (KHAN e PAGET, 2002). As reacdes foram realizadas em volume de 25
uL, contendo 4mM de MgCl,, 200uM de dNTP, 0,2 U de Taq polimerase (Invitrogen
®), 0,5uM dos primers e 50 ng de DNA molde. As condi¢bes da reacdo foram de
desnaturacdo inicial a temperatura de 94 °C, durante 4 minutos; 30 ciclos de
desnaturacdo a temperatura de 94 °C, por 1 minuto, anelamento a temperatura de 60 °C
por 1 minuto, extensdo a temperatura de 72 °C, durante 2 minutos e extensdo final uma
temperatura de 72 °C, durante 10 minutos, em termociclador Biocycler, modelo MJ96
(Biosystems®). Os produtos, de tamanho esperado em torno de 900 a 1100 pb, foram

visualizados por eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo.

4.2 Clonagem e axenizacao dos isolados

4.2.1 Clonagem das amebas em meio de cultivo &gar soja

A clonagem visou a obtencdo de uma célula que daria origem a populagdes
homogéneas a partir da cultura obtida de material de raspado de cornea ou do ambiente,
para avaliacdo pelos testes fisiologicos e utilizacdo no sequenciamento génico. Uma
técnica de diluicdo foi empregada e para isto utilizou-se trofozoitos em agua destilada
esterilizada e quantificados em camara de Neubauer. A partir desta contagem, a
concentracdo foi ajustada para 200 trofozoitos/mL (estimativa de 1 trofozoito a cada 5
uL) e esta suspensdo foi distribuida, em volumes de 1,5 a 5 uL, em campos da placa de
meio &gar soja novo, delimitados externamente com caneta. Apds 24 a 48 horas 0s
campos foram examinados em microscopio invertido para selecdo daqueles onde foram
constatados trofozoitos. Detectada a presenca de clones no campo, foram transferidos a
outra placa, com auxilio de pipeta e pinca esterilizadas. Os clones foram escolhidos ao
acaso e cada um deles foi clonado mais duas vezes sucessivas, constituindo clones de
terceira geracdo (OROZCO et al, 1985).
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4.2.2 Axenizagao dos isolados e cultivo em meio PYG

As amostras clonadas foram cultivadas em sistema axénico para posterior
analise molecular da sequéncia parcial do gene 18S rDNA e comparar a taxa de
crescimento das culturas em diferentes condic¢des de cultivo (em &gar soja com bactérias
e em cultura axénica). Os cistos, predominantes em culturas com mais de 72 horas,
foram semeados em meio axénico. Os cistos foram recuperados da placa contendo meio
agar soja por lavagem com 5 mL de agua destilada esterilizada e transferidos a tubos de
cultura. O sedimento contendo os cistos foi lavado 3 vezes por centrifugacdo a 450 x g
em agua destilada esterilizada e suspensos em 1 mL de agua destilada, acrescentando-se
enrofloxacino (Baytril®) a uma concentracgdo final de 625ug/mL. Esta solucéo contendo
os cistos foi mantida overnight a 4 °C e depois os cistos foram lavados novamente por
centrifugacdo, sendo entdo transferidos a tubos de cultura (120 x 11 mm) com 5 mL de
meio PYG suplementado com 10% de soro bovino fetal (ROWBOTHAM,1980) e
contendo o antibiotico enrofloxacino (Baytril®) na concentracdo de 5ug/mL (ANEXO
2). Os tubos foram incubados a temperatura de 28 °C em estufa microbioldgica
(Fanem® modelo 5501) em posicdo inclinada. O crescimento de trofozoitos foi avaliado

por microscopio optico invertido a partir do quinto dia ap0s o repique.

4.3 Sequenciamento parcial do gene 18S rDNA

43.1 PCR

A reacdo de amplificacdo do fragmento do gene 18S rDNA de quase todos 0s
isolados foi realizada utilizando como molde DNA de trofozoitos de culturas clonadas
mantidas em meio PYG, em sistema axénico. Como um dos isolados, AR12, n&o
cresceu neste sistema de cultivo, utilizou-se, neste caso, para a reagdo de amplificacéo,
DNA extraido de trofozoitos clonados em cultivo em agar soja, no sistema polixénico.
A reacao foi realizada utilizando 0S iniciadores JDP1 (5
GGCCCAGATCGTTTACCGTGAA) e JDP2 (5’TCTCACAAGCTGCTA
GGGAGTCA), que amplificam um fragmento de aproximadamente 450 pares de base
denominado ASA.S1 (Acanthamoeba specific amplimer S1), conforme Schroeder et al,
(2001). O volume da reacgdo foi de 25 puL, contendo 4mM de MgCl, 200uM de dNTP,
0,2 U de Tag polimerase (Invitrogen®), 0,5 uM dos primers e 30 ng de DNA molde.

As condicOes da reacdo foram de desnaturacgdo inicial a temperatura de 94 °C, durante 7
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minutos; 25 ciclos de desnaturacdo a temperatura de 94 °C, por 1 minuto; anelamento a
temperatura de 60 °C por 1 minuto; extensdo a temperatura de 72 °C por 2 minutos e
extensdo final & temperatura de 72 °C durante 10 minutos, em termociclador Biocycler,
modelo MJ96 (Biosystems®). O produto da PCR foi visualizado em luz ultravioleta

apos eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.

4.3.2 Purificacgéo do produto de PCR

O produto de PCR foi purificado segundo o protocolo do kit de purificacdo
PureLink (Invitrogen®). Foi adicionado 200uL de tamp&o de purificacdo Purilink
binding buffer ao tubo contendo o produto da PCR. A solucdo foi homogeneizada e
transferida para a coluna de purificacdo, centrifugada a 5000 x g por 1 minuto e o
contetdo do filtrado descartado. No centro da coluna foi adicionado entdo 650 uL do
tampdo de lavagem Purilink wash buffer e centrifugado novamente a 5000 x g durante 1
minuto. Este novo filtrado foi descartado e a coluna foi centrifugada por mais 3 minutos
a 5000 x g. Todo o filtrado foi descartado. A coluna foi ent&o transferida para tubo tipo
eppendorf com capacidade para 1,5 mL, onde foi adicionado 13 uL do tampdo de
separacdo de DNA Purilink Elution Buffer (Invitrogen®). Ap6s um minuto de
incubacdo a temperatura ambiente, a coluna foi centrifugada por 2 minutos a 5000 x g.
O volume separado foi coletado e depositado novamente no centro da coluna. Apds 2
minutos de centrifugagdo a 5000 x g, o volume eluido foi quantificado em
espectrofotdmetro Shimadzu UV-160 a 260 nm e 3 pL foram aplicados em gel de

agarose 2%, corado com brometo de etideo, para visualiza¢do da qualidade das bandas.

4.3.3 Reacdo de Sequenciamento

O sequenciamento génico foi realizado segundo a técnica classica descrita por
Sanger et al (1977) e posteriormente modificada por Karger et al (1996). Foi utilizado o
kit Big Dye terminator (Applied Biosystems®) em um sistema de 10 pL contendo: 0,5
uL de Big Dye Terminator; 0,5 uLL de Tampao 2,5X (200 mM TrisHCI e 5 mM MgCI2),
5 pmoles do iniciador universal JDP1 ou reverso JDP2 e 30 ng de DNA purificado. As
condigdes da reacdo foram de desnaturagdo inicial a temperatura de 94 °C durante 1
minuto; 45 ciclos de desnaturacdo a temperatura de 94 °C por 10 segundos, anelamento
a temperatura de 60 °C por 7 segundos e extensdo a temperatura de 60 °C durante 3

minutos, em termociclador Biocycler, modelo MJ96 (Biosystems®).
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Ao volume amplificado foi adicionado 60uL de isopropanol 75% e misturado em
homogeneizador. Apdés um periodo de 20 minutos a temperatura ambiente, foi
centrifugado a 5000 x g durante 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e ao
conteddo restante foi adicionado 190uL de etanol 65%. Apds mais 20 minutos de
centrifugacdo a 5000 x g, o sobrenadante foi descartado e o tubo contendo o produto foi
incubado em estufa a 37 °C para secagem. Estes produtos foram colocados em
sequenciador automatico de DNA ABI 377 (Applied Biosystems®).

4.3.4 Anédlise das sequéncias de DNA

As sequéncias foram analisadas e corrigidas com o programa Staden Package
(STADEN et al, 2001) e alinhadas com a versao 1.8 do CLUSTAL-W (THOMPSON et
al, 1994) e MEGA 3 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (KUMAR et al,
2004). O programa MEGA 3 foi utilizado também para a obtencdo da composicdo
nucleotidica e aminoacidica, calculo das distancias e posicdes nucleotidicas variaveis
(KUMAR et al, 2004).

4.3.5 Genotipagem de Acanthamoeba
As sequéncias nucleotidicas obtidas a partir da amplificacdo dos isolados para o
fragmento do gene 18S rDNA, foram comparadas quanto a maior porcentagem de
similaridade com as sequéncias nucleotidicas correspondentes das espécies publicadas
por Stothard et al (1998) (Tabela 4), dispostas no banco de dados nucleotidicos do
NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) por meio do algoritmo BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool). Para indicar as possiveis espécies dos isolados, as sequéncias
nucleotidicas foram comparadas com as sequéncias das demais espécies de
Acanthamoeba que também estdo dispostas no site da NCBI, seguindo a mesma

metodologia.
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Tabela 4: Espécies de Acanthamoeba utilizadas como referéncia para os estudos de
genotipagem (STOTHARD et al, 1998).

NUMERO DE ACESSO  ESPECIES DE FENOTIPO!  GENOTIPO?

AO GENBANK REFERENCIA
U07400 Acanthamoeba castellanii G2 T1
u07411 Acanthamoeba palestinensis G3 T2
AF019050 Acanthamoeba pustulosa G3 T2
AF019051 Acanthamoeba polyphaga G2 T2
u07412 Acanthamoeba griffini G2 T3
$81337 Acanthamoeba griffini G2 T3
AF019052 Acanthamoeba polyphaga G2 T3
AF019053 Acanthamoeba pearcei Gl T3
u07413 Acanthamoeba castellani G2 T4
u07414 Acanthamoeba castellanii G2 T4
u07416 Acanthamoeba castellanii G2 T4
07401 Acanthamoeba castellanii G2 T4
u07403 Acanthamoeba castellanii G2 T4
U07405 Acanthamoeba castellanii G2 T4
u07407 Acanthamoeba polyphaga G2 T4
AF019060 Acanthamoeba hatchetti G2 T4
u07415 Acanthamoeba polyphaga G2 T4
AF019061 Acanthamoeba polyphaga G2 T4
U07402 Acanthamoeba polyphaga G2 T4
AF019056 Acanthamoeba polyphaga G2 T4
AF019062 Acanthamoeba polyphaga G2 T4
AF019057 Acanthamoeba culbertsoni G3 T4
u07417 Acanthamoeba royreba G2 T4
U07406 Acanthamoeba rhysodes G2 T4
U94738 Acanthamoeba lenticulata G3 T5
U94730 Acanthamoeba lenticulata G3 T5
U94732 Acanthamoeba lenticulata G3 T5
U94733 Acanthamoeba lenticulata G3 T5
U94731 Acanthamoeba lenticulata G3 T5
U94735 Acanthamoeba lenticulata G3 T5
u94737 Acanthamoeba lenticulata G3 T5
U94736 Acanthamoeba lenticulata G3 T5
U94740 Acanthamoeba lenticulata G3 T5
U94739 Acanthamoeba lenticulata G3 T5
U94734 Acanthamoeba lenticulata G3 T5
AF019063 Acanthamoeba palestinensis G3 T6
AF019064 Acanthamoeba astronyxis Gl T7
AF019065 Acanthamoeba tubiashi Gl T8
AF019066 Acanthamoeba comandoni Gl T9
AF019067 Acanthamoeba culbertsoni G3 T10
AF019069 Acanthamoeba stevensoni G2 T11
AF019068 Acanthamoeba hatchetti G2 T11
AF019070 Acanthamoeba healyi G3 T12

1. Agrupameno morfologico (PUSSARD e PONS, 1977)
2. Sequéncias genotipicas (STOTHARD et al, 1998)



4.4 Ensaios de termotolerancia e osmotolerancia

4.4.1 Termotolerancia

Culturas clonadas em meio de cultivo agar soja: O ensaio de termotolerancia

para culturas clonadas mantidas em meio agar soja com bactérias foi realizado de
acordo com a técnica descrita por Griffin (1972). Trofozoitos de culturas em fase
exponencial de crescimento foram recolhidos da placa de meio de cultivo &gar soja e
contados em camara de Neubauer. A concentracdo dos parasitos foi ajustada de modo a
obter 4 x 10* formas/mL de &gua destilada esterilizada, correspondente a 1000
trofozoitos em cada 25 pL de suspensdo, volume que foi semeado em area central de
uma nova placa de meio de cultivo agar soja (1 cm de didmetro). As placas foram
incubadas em estufa, nas temperaturas de 28 °C, 37 °C, e 42 °C, em triplicata. A cada
24 horas, o crescimento foi avaliado pela medida do diametro atingido pela linha de
expansdo de trofozoitos em relacdo a area central. O crescimento foi expresso em
centimetros, considerando-se crescimento maximo quando a linha de expansdo de
trofozoitos atingia 4 cm, ou seja, o crescimento atingia toda a area da placa. A partir
destes dados, foi avaliada a taxa média de crescimento dos isolados, que foi estipulada
pela distancia percorrida pela linha de expansdo (cm), dividida pelo tempo total
expresso em horas.

Culturas clonadas em meio de cultivo PYG no sistema axénico: Os

trofozoitos em fase exponencial de crescimento foram contados em cémara de
Neubauer, tendo a sua concentracéo ajustada de modo a obter 2,5 x 10° trofozoitos/mL
de 4gua destilada esterilizada. Cem microlitros desta suspensdo (2,5 x 10° trofozoitos)
foram inoculados em tubos contendo 2,5 mL de meio PYG com soro bovino fetal a 10%
(inéculo inicial de 1 x 10° trofozoftos/mL de meio de cultivo). Os tubos foram
incubados em estufa, nas temperaturas de 28 °C, 37 °C, e 42 °C, em posicao inclinada,
com trés repeticdes para cada amostra. A cada 24 horas, para a avaliar o crescimento ou
a diminuicdo do namero de células, realizava-se a contagem dos trofozoitos em camara
de Neubauer, sendo expressa em numero de trofozoitos/mL de meio de cultivo. A partir
destes dados também foi avaliada a taxa ou velocidade média de crescimento, calculada
pela férmula (log NT — log N0O) / 0,301 x T, onde NT refere-se a densidade maxima de
trofozoitos, NO é o numero de trofozoitos do inoculo inicial e T significa o tempo em

que foi atingida a densidade maxima.
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4.4.2 Osmotolerancia

Culturas clonadas em meio de cultivo agar soja: Para o teste de

osmotolerancia, as placas de cultura contendo meio agar soja foram preparadas com
adicédo de 0,1 M, 0,5 M e 1,0 M de manitol, conforme experimentos de Khan et al
(2001). Foi feito um in6culo de 1000 trofozoitos em area central de cada placa de Petri
contendo 0 meio de cultivo preparado. O procedimento, que foi realizado em triplicata
utilizando-se a temperatura de 28 °C, e a avaliacdo do crescimento, foram realizadas
seguindo o mesmo protocolo descrito anteriormente para a termotolerdncia. O
crescimento dos isolados na temperatura de 28 °C em meio de cultivo agar soja sem
adicdo de manitol, que foi avaliado anteriomente no teste de termotolerancia, foi
considerado o controle para as comparacdes de taxas de crescimento nas diferentes

osmolaridades.

Culturas clonadas em meio de cultivo PYG no sistema axénico: O teste de

osmotolerancia foi realizado conforme j& descrito para o de termotolerancia, também
em triplicata, utilizando-se 0 mesmo in6culo em meio PYG com soro bovino fetal a
10% contendo 0,1 M, 0,5 M e 1,0 M de manitol e incubacdo em estufa na temperatura
de 28 °C. Procedimentos de contagem e calculo da taxa ou velocidade de crescimento
foram realizados como anteriormente. O crescimento dos isolados na temperatura de 28
°C em meio de cultivo PYG sem adicdo de manitol, que foi avaliado anteriomente no
teste de termotolerancia, foi considerado o controle para as comparagfes de taxas de

crescimento nas diferentes osmolaridades.

4.4.3 Anélise dos dados

Os dados dos testes de termotolerancia e osmotolerancia foram avaliados de
forma quantitativa e qualitativa.

Na avaliacdo quantitativa, as médias das taxas de crescimento foram comparadas
por andlise de variancia (ANOVA), visando determinar se uma dada temperatura ou
osmolaridade foi, de modo geral, mais propicia ao desenvolvimento das culturas. Para
isto, as taxas meédias de todos os isolados em uma mesma condi¢do (temperatura ou
osmolaridade) foram incluidas no mesmo grupo de andlise. Para determinar diferencas
na taxa de crescimento de um mesmo isolado em diferentes condicbes, ou seja,

avaliando-se individualmente o comportamento do isolado, foram empregados métodos
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de comparacGes maltiplas, como o teste de Bonferroni para as culturas em &gar soja e o
teste de Tukey para as culturas axénicas. Um nivel de significancia de 5% para validar
as diferencas entre as médias (p < 0,05) foi empregado em todos o0s testes.

Na avaliacdo qualitativa, a tolerancia dos isolados as diferentes temperaturas e
condicGes de osmolaridade foi determinada por presenca ou auséncia de trofozoitos

viaveis na cultura, durante o periodo de realizagcdo dos ensaios.

5 RESULTADOS

5.1 Classificacdo dos isolados originais de Acanthamoeba por analise

morfoldgica

5.1.1 Morfologia e caracteristicas de crescimento dos isolados do

género Acanthamoeba

Os quatro isolados obtidos de raspado de cornea (WAL, ALX, LG e AR) e 0s
quatro de poeira residencial (AR11, AR12, AR14 e AR15), inicialmente cultivados em
meio &gar soja contendo bactérias, apresentaram como caracteristica de crescimento a
proliferacdo com predominio das formas amebdides de 24 a 48 horas apds cada repique.
A partir de 72 horas, ocorria 0 processo de encistamento e as formas cisticas foram
predominantes (Figura 3). Os trofozoitos apresentaram pseuddpodes do tipo

acantopddios e os cistos duas membranas tipicas do género Acanthamoeba.

Figura 10: Fotomicrografia mostrando cistos de
Acanthamoeba (isolado AR), apds 72 horas de cultivo, em
meio &gar soja com Escherichia coli. Aumento: 400 X.
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5.1.2 Agrupamento dos isolados de Acanthamoeba por critérios

morfologicos

A classificacdo nos trés grupos de Pussard e Pons (1977) dos isolados, indicou

que a maioria deles pertence ao grupo Il.

caracteristicas do grupo | (Tabela 5, Figura 4).

Somente o isolado ICU apresentou

Dentre os quatro isolados obtidos do ambiente doméstico de um dos pacientes

com ceratite (AR11, AR12, AR14 e AR15), trés apresentaram tamanho e morfologia de

endocisto e ectocisto similares aos do isolado clinico (AR11, AR12 e AR14). Um dos

isolados, AR15, apresentou uma morfologia um pouco diferenciada devido a

caracteristica do ectocisto com ondula¢fes mais espagadas (Tabela 5, figura 4).

Tabela 5: Aspectos morfoldgicos dos cistos e agrupamento dos isolados originais clinicos e ambientais
de Acanthamoeba, cultivados em meio 4gar soja.

TAMANHO DOS

ISOLADO CISTOS (um)_+ E%RMATO FORMATO DO AGRUPA.-
DESVIO ENDOCISTO ECTOCISTO MENTO
PADRAO

AR 11,5 +0,96 Poliédrico Ondulado (Ondulagdes curtas e I
menos espagadas)

AR11 11,1+ 1,08 Poliédrico Ondulado (Ondulagdes curtas e I
menos espacadas)

AR12 15,1+ 1,74 Poliédrico Ondulado (Ondulagdes curtas e I
menos espacadas)

AR14 12,3+ 1,37 Poliédrico Ondulado (Ondulagdes curtas e I
menos espacadas)

AR15 11,6 +0,82 Poliédrico Ondulado (Ondulagdes longas e I
mais espagadas)

ALX 15,7 + 1,64 Poliédrico Ondulado (Ondulagdes curtas e I
menos espagadas)

LG 12,3+ 1,10 Globular Ondulado (Ondulagdes curtas e I
menos espagadas)

WAL 11,7 + 0,99 Poliédrico Ondulado (Ondulagdes curtas e I
menos espacadas)

OPH 11,8 +1,57 Triangular Ondulado (Ondulagdes leves e 1
espacadas)

ICU 17,9+ 1,88 Estrelado Liso (Arredondado sem |

ondulacdes)
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Figura 11: Fotomicrografia mostrando as diferencas morfolégicas dos cistos de isolados clinicos e
ambientais de Acanthamoeba isolados em meio agar soja com Escherichia coli e observados em
microscopio oOptico comum. AR, WAL, LG, ALX: Isolados clinicos obtidos de lesdo de ceratite
amebiana; AR11, AR12, AR14, AR15: Isolados ambientais obtidos de poeira doméstica; OPH e ICU:
Isolados obtidos de ambiente hospitalar. Aumento: 1000 X.

5.1.3 PCR para confirmacéao do género (KHAN e PAGET, 2002)
Os oito isolados foram confirmados como pertencentes ao género Acanthamoeba

pela PCR. Todas apresentaram um fragmento de aproximadamente 1100 pb (Figura 5).

AR
AR11
AR12
AR14
AR1S
ALX
LG
WAL
B

Figura 12: Produtos de amplificacdo por PCR de fragmento
do gene parcial 185 rDNA (KHAN e PAGET, 2002)
dos isolados originais clinicos e ambientais de Acanthamoeba
em cultivo em agar soja com Escherichia coli. Gel de agarose
2% corado com brometo de etideo. M: Marcador 1Kb. B:
Branco. AR, WAL, LG, ALX: Isolados clinicos obtidos de
lesdo de ceratite amebiana; AR11, AR12, AR14, AR15:
Isolados ambientais obtidos de poeira doméstica.
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5.2 Clonagem e axenizacao das culturas

Todos os isolados estudados neste trabalho foram clonados para utilizagdo nos
testes fisioldgicos e de sequenciamento génico. Estes isolados foram mantidos no
cultivo em &gar soja e tambem foram utilizados para 0 processo de axenizagao,
permitindo assim a obtencdo de culturas clonadas mantidas também em cultivo axénico.

Os cistos clonados, apds a axenizagdo, transformavam-se em trofozoitos apds 24
a 72 horas de cultivo (Figura 6). De uma a duas semanas foi 0 tempo necessario para
que pudessem ser realizados repiques regulares das culturas axénicas. Um Unico isolado
clonado, AR12, ndo se desenvolveu em meio PYG suplementado com 10% de soro

bovino fetal.

Figura 13: Fotomicrofrafia mostrando trofozoitos de
Acanthamoeba (isolado OPH), em meio PYG suplementado
com 10% de soro bovino fetal, com 72 horas de culltivo.
Aumento: 400 X.

5.3 Determinacdo de gendtipos por sequenciamento parcial do gene 18S rDNA
dos isolados clonados de Acanthamoeba

5.3.1 Dados gerais do sequenciamento

A amplificacdo com os primers JDP1 e JDP2 gerou fragmentos que variaram de
390 a 472 pares de base (Figura 7). As sequéncias nucleotidicas dos isolados analisados
podem ser visualizadas nos ANEXOS 3 e 4.
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Figura 14: Produtos de amplificagdo por PCR do fragmento ASA. S1 do gene 18S rDNA, de
amostras clinicas e ambientais de Acanthamoeba em cultivo axénico. Gel de agarose 2%
corado com brometo de etideo. M: Marcador 100bp. B: Branco. AR, WAL, LG, ALX:
Isolados clinicos obtidos de lesdo de ceratite amebiana; AR11, AR12, AR14, AR15: Isolados
ambientais obtidos de poeira doméstica; OPH e ICU: Isolados ambientais obtidos de hospital.
AP2: lIsolado clinico obtido de lesdo de ceratite amebiana (ATCC30461); AP4: Isolado
ambiental obtido de 4gua (ATCC30872).

A maioria dos isolados foram sequenciados, com excecdo dos isolados AR12 e
ICU, pois apresentaram mdaltiplos picos para um mesmo nucleotideo no
eletroferograma, impossibilitando a determinacdo de suas sequéncias. A comparagdo
das sequéncias nucleotidicas parciais do gene 18S rDNA dos isolados estudados neste
trabalho, com sequéncias nucleotidicas desta mesma regido génica de cepas publicadas
no site da NCBI, utilizando o programa BLAST, revelaram que a porcentagem de
similaridade foi maior ou igual a 97% (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/04/03/2010).

As sequéncias nucleotidicas obtidas a partir dos isolados AP2 e AP4 do ATCC,
utilizados como controles do ensaio de sequenciamento génico neste trabalho,
apresentaram 100% de similaridade com as respectivas sequéncias disponiveis no banco
de informacbes disposto no site da NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.qov/04/03/2010)
(Tabela 6).

5.3.2 Classificagdo genotipica
Os isolados clinicos obtidos de pacientes com ceratite amebiana (AR, ALX, LG e
WAL) foram classificados dentro genotipo T4, com mais de 97% de similaridade com

pelo menos uma das espécies de referéncia usadas por Stothard et al (1998) (Tabela 6).
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Os isolados AR11 e AR14 obtidos de poeira da residéncia do paciente de onde foi
isolada a amostra AR foram também classificados como pertencentes ao tipo sequencial
T4. O outro isolado (AR15) obtido da residéncia deste mesmo paciente foi classificado
como pertencente ao genotipo T11, juntamente com o isolado ambiental obtido de
unidade hospitalar (OPH) (Tabela 6).

Tabela 6: Porcentagem de similaridade obtida entre os isolados clonados de Acanthamoeba e as

cepas de referéncia utilizadas na genotipagem de Stothard et al (1998).

ISOLADO ORIGEM GENOTIPO NUMERO % DE
(STOTHARD DEACESSO SIMILARIDADE
et al, 1998) AO
GENBANK
AR Ceratite T4 u07413 98%
AR11 Poeira doméstica T4 u07407 99%
AR14 Poeira doméstica T4 u07407 99%
AR15 Poeira doméstica T11 AF019068 98%
ALX Ceratite T4 u07401 99%
LG Ceratite T4 U07413 98%
WAL Ceratite T4 AF019060 97%
T4 AF019061 97%
T4 u07413 97%
T4 U07416 97%
OPH Poeira hospitalar T11 AF019068 98%
AP2 Ceratite T4 ATCC30461 100%
AP4 Agua T4 ATCC30782 100%

Ao comparar as sequéncias das amostras deste trabalho com sequéncias de varias
cepas do Genbank (Banco de Sequéncias nucleotidicas do NCBI), para a identificacéo
especifica, obteve-se que os isolados AR, AR11, ALX, e OPH foram identificados
como: A. quina; A. polyphaga; A. castellanii; e A. hatchetti, respectivamente, com 99%
de similaridade. Com os demais isolados, a determinacdo da espécie ndo foi realizada,
pois apresentaram maxima similaridade com mais de uma espécie. O isolado AR14, por
exemplo, apresentou 99% de similaridade com 3 espécies diferentes: A. polyphaga, A.

rhysodes e A. lugdunensis (Tabela 7).
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Tabela 7: Maxima porcentagem de similaridade encontrada entre os isolados e as sequéncias de espécies
publicadas no Genbank (banco de sequéncias nucleotidicas do NCBI). AR, WAL, LG, ALX: Isolados
clinicos obtidos de lesdo de ceratite amebiana; AR11, AR14, AR15: Isolados ambientais obtidos de
poeira doméstica; OPH: isolado ambiental obtido de ambiente hospitalar.

ISOLADO ESPECIE NUMERO DE ACESSO AO SIMILARIDADE
GENBANK MAXIMA
AR A. quina AY703023 99%.
AR11 A. polyphaga U07407; DQO013363 99%
AR14 A. polyphaga AY026243; DQ013363; U07407 99%
A. rhysodes AF260720
A. lugdunensis AF260718
AR15 A. hatchetti AF251937; AF019068 98%
A. polyphaga DQO013363; AY237735
A. triangularis AF316547
A. quina AY703023
A. castellanii AF260721
A. rhysodes AF260720
A. lugdunensis AF260718
ALX A. castellanii u07401 99%
LG A. quina AY703023 99%
A. polyphaga AF260725
A. palestinensis AF260719
WAL A. hatchetti AF019060 97%
A. polyphaga AF019061
A. castellanii U07413; U07416; AF114438
OPH A. hatchetti AF251937 99%

5.3.3 Similaridade entre os isolados de ceratite e ambientais
Ao analisar a porcentagem de similaridade entre os isolados da residéncia do
paciente com o isolado clinico AR, obteve-se que os mais proximos sdo os isolados
AR11 com apenas cinco nucleotideos diferentes e 0 AR14 com apenas quatro. O
isolado AR15 mostrou-se 0 mais distante com 31 nucleotideos diferentes. Quando esta
comparacéo foi realizada entre todos os isolados, verificou-se que os isolados AR e LG,
ambos clinicos, possuem apenas um nucleotideo diferente e s&o portanto as linhagens

mais proximas (Tabela 8).
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Tabela 8: NUmero de nucleotideos diferentes encontrados entre os
isolados de Acanthamoeba, pela analise das distancias par a par de
diferencas nucleotidicas, utilizando o programa MEGA 3 (KUMAR et
al, 2004), a partir das sequéncias obtidas pelo sequenciamento parcial
do gene 18S rDNA. AR, WAL, LG, ALX: Isolados clinicos obtidos de
lesdo de ceratite amebiana; AR11, AR14, AR15: Isolados ambientais
obtidos de poeira doméstica.

ISOLADOS AR AR11 AR14 AR15 ALX LG WAL

AR 0

AR11 5 0

AR14 4 4 0

AR15 31 29 25 0

ALX 14 3 7 32 0

LG 1 5 4 31 14 0

WAL 10 6 11 36 14 10 0

5.4 Ensaios de termotolerancia e osmotolerancia

5.4.1 Termotolerancia

a) Cultivo dos isolados clonados em meio 4gar soja com bactérias

As culturas em agar soja apresentaram crescimento detectavel a partir de 48 h de
cultivo, atingindo o maximo de 2,5 a 4 cm nas temperaturas de 28 °C e 37 °C (Figura
8).

As médias das taxas de crescimento foram significativamente maiores na
temperatura de 37 °C que a 28 °C (ANOVA, p < 0,05). Ao analisar individualmente as
taxas de crescimento de cada isolado, observou-se que todos apresentaram maior
velocidade de crescimento a 37 °C (p < 0,05, teste de Bonferroni), com excecdo da
cultura do isolado ALX (Tabela 9). Nenhum isolado apresentou crescimento na

temperatura de 42 °C.
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Figura 8. Cinética de crescimento de culturas clonadas de Acanthamoeba nas
temperaturas de 28 °C e 37 °C, em meio &gar soja com bactérias (Escherichia coli).
O crescimento maximo na placa corresponde a 4 cm.

Tabela 9. Taxa média de crescimento das culturas de Acanthamoeba
em agar soja com bactérias nas temperaturas de 28 °C, 37 °C e 42 °C.

H a
Cultura  Origem Taxa de crescimento (cm/h)

28 °C 37°C 42°C
AR Ceratite 0,0333 0,0417° -
AR11 Poeira doméstica 0,0333 0,0417° -
AR12 Poeira doméstica 0,0292  0,0333° -
AR14 Poeira doméstica 0,0417 0,0833° -
AR15 Poeira doméstica 0,0292  0,0333° -
ALX Ceratite 0,0208 0,0208 -
LG Ceratite 0,0417  0,0833" -
WAL Ceratite 0,0333 0,0417° -
OPH Poeira hospitalar 0,0333 0,0417° -
ICU Poeira hospitalar 0,0250 0,0292° -

a. Média de 3 repeti¢Bes, cada uma calculada pela formula D/It, onde D=
distancia do halo de crescimento em relagdo ao didmetro do indculo
inicial e It= intervalo de tempo em horas.

b. Taxas de crescimento significativamente maiores (p < 0,05) em relacéo
as taxas de crescimento na temperatura de 28 °C. ComparagOes
multiplas pelo teste de Bonferroni.



b) Cultivo dos isolados clonados em meio PYG no sistema axénico

O perfil de crescimento das culturas axénicas durante uma semana de avaliagéo
variou entre os diferentes isolados, tanto na temperatura de 28 °C como a 37 °C, porém
a 42 °C apenas o isolado AP2 foi capaz de crescer no meio por um breve periodo
(Figura 9). As maiores densidades de células obtidas na temperatura de 28 °C foram
observadas com os isolados AR11 e AR14 (14 e 15,0 x10° trof/mL, respectivamente),
enquanto que a 37 °C, os isolados ALX e OPH (15,5 e 16,75 x 10° trof/ mL,

respectivamente) foram os de melhor rendimento (Figura 9).
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Figura 9. Cinética de crescimento de culturas clonadas de
Acanthamoeba nas temperaturas de 28 °C, 37 °C e 42 °C, em 2,5 mL
de meio PYG sumplementado com 10% de soro bovino fetal.
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As taxas de crescimento foram significativamente maiores na temperatura de 37
°C do que na de 28 °C (ANOVA, p < 0,05). Nas analises individuais (cada isolado nas
diferentes temperaturas), duas culturas de isolados clinicos (ALX e AP2) e uma de
isolado ambiental (OPH) cresceram mais em 37 °C, enquanto duas culturas de isolados
ambientais (AR14 e AP4) desenvolveram-se menos nesta temperatura do que em 28 °C
(p < 0,05, teste de Tukey) (Tabela 10).

Tabela 10. Taxa média de crescimento de culturas axénicas de
Acanthamoeba com indculo de 10° trofozoitos por mL, em 2,5 mL de
meio PYG sumplementado com 10% de soro bovino fetal, nas
temperaturas de 28 °C, 37 °C e 42 °C.

Taxa de crescimento

Cultura  Origem (geracBes/h)?

28°C 37°C 42 °C
AR Ceratite 0,014 0,015 -
AR11 Poeira doméstica 0,023 0,022 -
AR14 Poeira doméstica 0,023 0,019° -
AR15 Poeira doméstica 0,011 0,009 -
ALX Ceratite 0,023 0,025" -
LG Ceratite 0,023 0,023 -
WAL Ceratite 0,026 0,027 -
OPH Poeira hospitalar 0,019 0,024° -
ICU Poeira hospitalar 0,012 0,016" -
AP2 Ceratite — ATCC 0,031 0,043° 0,020
AP4 Agua— ATCC 0,028 0,011° -

a. Calculada pela formula (log NT — log NO) / 0,301 x T, onde NT = densidade
maxima de trofozoitos, NO é o nimero de trofozoitos do in6culo inicial e T
é o tempo em que foi atingida a densidade méaxima.

b. Diferencas significativas (p < 0,05) em relagdo ao crescimento na temperatura
de 28 °C. Teste de Tukey.

5.4.2 Osmotolerancia

a) Cultivo dos isolados clonados em meio agar soja com bactérias

As culturas apresentaram crescimento maximo de 2 a 4 cm no meio contendo
0,1 M de manitol e de 1 a 3 cm na condi¢éo de 0,5 M, com excecdo da amostra ICU que
ndo cresceu nesta osmolaridade (Figura 10). Nas condigdes de 1,0 M, apenas o
isolado ALX manteve-se viavel, porém com baixa multiplicagdo (0,5 cm) (Figura 10).

As taxas de crescimento nos meios com manitol foram significativamente
menores que no controle, sem manitol (ANOVA, p < 0,05), porém nas analises

individuais (por amostra), ndo houve diferenca significativa de crescimento em relagao
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ao controle para os isolados AR, AR11 e OPH em 0,1 M de manitol e o isolado ALX

em 0,5 M (p > 0,05, teste de Bonferroni) (Tabela 11).
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Figura 10. Cinética de crescimento de culturas clonadas de
Acanthamoeba na temperatura de 28 °C em placa de meio 4gar soja com
bactérias (Escherichia coli), contendo 0,1 M, 0,5 M e 1,0 M de manitol.
O crescimento méaximo na placa corresponde a 4 cm.
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Tabela 11. Taxa média de crescimento das culturas de Acanthamoeba em agar
soja com bactérias na temperatura de 28 °C, em meio contendo manitol a 0,1 M,
0,5Mel1,0M.

H a
Cultura  Origem Taxa de crescimento (cm/h)

Controle 01M 05M 1.0M

AR Ceratite 0,0333  0,0333  0,0250 -
AR11 Poeira doméstica  0,0333  0,0278  0,0208° -
AR12 Poeira doméstica 0,0292 0,0264° 0,0208° -
AR14 Poeira doméstica  0,0417  0,0333°  0,0250° -
AR15 Poeiradoméstica  0,0292  0,0167°  0,0167° -
ALX Ceratite 0,0208  0,0292  0,0208  0,0104
LG Ceratite 0,0417  0,0333°  0,0069" -
WAL Ceratite 0,0333  0,0208°  0,0069" -
OPH Poeira hospitalar 0,0333 0,0333 0,0313° -
ICU Poeira hospitalar ~ 0,0250  0,0167°  0,0167° -

a. Média de 3 repeticdes, cada uma calculada pela formula D/It, onde D= distancia do halo
de crescimento em relacdo ao didmetro do indculo inicial e It= intervalo de tempo em
horas.

b. Taxas de crescimento significativamente menores (p < 0,05) em relagéo as taxas de
crescimento na temperatura de 28 °C. Comparagdes multiplas pelo teste de Bonferroni.

b) Cultivo dos isolados clonados em meio PYG no sistema axénico

Com excecdo do isolado AR15, todos os demais foram capazes de se
desenvolver em cultivo axénico contendo 0,1 M de manitol. Somente os isolados ICU,
AP2 e AP4 permaneceram viaveis a 0,5 M e apenas AP2 e AP4 sobreviveram a 1,0 M,
embora por pouco tempo (Figura 11). Comparando o crescimento na condigéo controle
(meio sem manitol) com os meios contendo manitol, observou-se queda significativa na
taxa de crescimento nestes Gltimos (ANOVA p < 0,05). Nas analises individuais (por
amostra), o efeito do aumento da osmolaridade resultou na diminui¢cdo da taxa de

crescimento para a maioria das culturas (p < 0,05, Teste de Tukey) (Tabela 12).
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Fig. 11: Cinética de crescimento de culturas clonadas de Acanthamoeba
na temperatura de 28 °C, em 2,5 mL de meio PYG suplementado com
10% de soro bovino fetal e contendo 0,1 M, 0,5 M e 1,0 M de manitol.
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Tabela 12. Taxa média de crescimento das culturas de Acanthamoeba em meio
PYG suplementado com 10% de soro bovino fetal, a temperatura de 28 °C, em meio
contendo manitol a 0,1 M, 0,5Me 1,0 M.

1 A a
Cultura  Origem Taxa de crescimento (geragdes/h)

Controle 0,1M 05 M 1,0M
AR Ceratite 0,014 0,011° - -
AR1l  Poeira 0,023 0,013 0,002° -
AR14  Poeira 0,023 0,009° 0,002° -
AR15 Poeira 0,011 - - -
ALX Ceratite 0,023 0,011° - -
LG Ceratite 0,023 0,009" - -
WAL  Ceratite 0,025 0,008° - -
OPH Poeira 0,019 0,011° - -
ICU Poeira 0,012 0,011 0,008" -
AP2 Ceratite —~ATCC 0,031 0,011° 0,017° 0,010°
AP4 Agua— ATCC 0,028 0,009" 0,011° 0,014

a. Calculada pela formula (log NT — log NO) / 0,301 x T, onde NT = densidade
maxima de trofozoitos, NO é o nimero de trofozoitos do indculo inicial e T éo
tempo em que foi atingida a densidade méxima.

b. Diferengas significativas (p < 0,05) em relagdo ao crescimento na temperatura de
28 °C. Teste de Tukey.

5.4.3 Cultivo em meio agar soja com bactérias versus cultivo axénico
Quando o desenvolvimento das culturas foi avaliado apenas em termos
qualitativos (presenca ou auséncia de crescimento), observou-se que o0s isolados
apresentaram 0 mesmo comportamento no cultivo em agar soja e axénico nas diferentes
temperaturas testadas (Tabela 13). Nos testes de osmotolerancia, ndo foi observado
correspondéncia de crescimento entre os dois tipos de cultivo para o isolado AR15a 0,1
M de manitol, para todos os outros a 0,5 M e para o isolado ALX na concentracao de
1,0 M de manitol. (Tabela 13).
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Tabela 13. Termotolerancia e osmotolerancia dos isolados clonados de Acanthamoeba em meio agar soja

(AS) e em cultivo axénico (Ax) no meio PYG suplementado com 10% de soro fetal bovino.

Termotolerancia Osmotolerancia

Cultura Origem 28°C 37°C 42 °C 01M 05M 1,0 M

AS Ax AS Ax AS Ax AS Ax AS Ax AS Ax
AR Ceratite ++ ++  ++ ++ - - ++ ++  +4+ - o
AR11 Poeira ++ ++ ++ ++ - - ++ ++  +4+ - - -
AR12  Poeira ++ na ++ na - na ++ na ++ na - na
AR14 Poeira ++ ++ ++ ++ - - ++ ++  ++ - - -
AR15 Poeira +4+ ++ +4+ ++ - - ++ - ++ - - -
ALX Ceratite ++ ++  ++ ++ - - ++ ++  ++ - + -
LG Ceratite ++ ++ ++ ++ - - ++ + ++ - - -
WAL Ceratite ++ ++  ++ ++ - - ++ o+ ++ - - -
OPH Poeira ++ ++ ++ ++ - - ++ ++  +4+ - - -
ICU Poeira ++ ++  ++ ++ - - ++ ++ -+ - -
AP2 Ceratite na ++ na ++ na + na ++ na + na +
AP4 Agua na ++ na + na - na ++ na + na +

(+ +): Densidade méxima > 2 x 10° trof/mL para cultivo axénico e crescimento acima de 0,5 cm para
cultivo em agar soja.

(+): Densidade maxima até 2 x 10° trof/mL para cultivo axénico.

(- ): Ndo houve crescimento ou foi considerado insignificante.

na: N&o avaliado.

6 DISCUSSAO

Amostras clinicas obtidas de pacientes com suspeita de infeccdo da cornea por
Acanthamoeba, geralmente sdo analisadas por meio de isolamento, cultivo do agente
etioldgico e testes utilizados para identificacdo do patdgeno. Este € o modo pelo qual
ocorre a confirmacdo de que a ameba € o verdadeiro agente causal da infeccdo. Neste
trabalho, as culturas contendo os isolados provenientes da cidade de Vitdria-ES foram
recebidas em meio &gar soja e com diagnostico de Acanthamoeba, confirmado
posteriormente por analises morfologicas e moleculares.

A cultura em agar € a técnica laboratorial geralmente utilizada para permitir a
identificacdo de Acanthamoeba. Tanto isolados clinicos como os ambientais podem
crescer em um agar ndo nutriente ou pobremente enriquecido contendo uma cultura de
bactérias (Escherichia. coli ou Enterobacter aerogenes) para serem utilizadas na
alimentacdo destas amebas. Foronda (1979) realizou um estudo comparativo entre

varios meios de cultura que estavam sendo utilizados para o crescimento de Amebas de
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Vida Livre e comprovou a eficiéncia do meio agar soja. Por este motivo optou-se por
usar este meio para o cultivo dos isolados utilizados neste trabalho.

Para os estudos fisiologicos e moleculares, optou-se por utilizar culturas
clonadas a partir dos isolados originais. A obtencéo dos clones possibilita trabalhar com
culturas homogéneas, pois todos os trofozoitos da cultura originam-se da divisdo de um
unico trofozoito inicial. Desta forma, evita-se que, em estudos subsequentes, como 0
sequenciamento génico e avaliagdo de termotolerdancia e osmotolerancia, haja
dificuldades de interpretacao devido a presenca de linhagens diferentes na cultura.

A partir das culturas clonadas, foi realizada a axeniza¢do em meio PYG. Obteve-
se desta forma, a manutengdo das mesmas linhagens em duas condic¢des diferentes de
cultivo: Culturas clonadas em meio de cultivo &gar soja com bactérias e culturas
clonadas em meio PYG no sistema axénico.

De acordo com a literatura, a maioria dos isolados de Acanthamoeba consegue
se adaptar as condi¢Bes axénicas de cultivo, exceto algumas cepas mais exigentes que
requerem suplementos nutricionais adicionais como soro e vitaminas para 0 Seu
desenvolvimento (DE JONCKHEERE, 1980; SCHUSTER, 2002). Considerando que
relatos anteriores mostraram que ndo foi possivel axenizar uma linhagem do isolado
OPH em meio PYG (COSTA et al, 2009), optou-se por suplementar este meio com soro
bovino fetal em todas as tentativas de axenizacdo do presente estudo. Apesar desta
suplementacdo, um dos isolados, AR12, ndo se adaptou ao cultivo axénico.

A sobrevivéncia em condi¢do axénica tem sido citada por alguns autores como
um critério indicador de patogenicidade, uma vez que isolados patogénicos sdao mais
adaptados a diferentes ambientes e, por este motivo, possuem maior capacidade de
sobreviver e se desenvolver como parasitas no organismo humano (DE JONCKHEERE,
1980; WALOCHNIK et al, 2000; KHAN et al, 2001). Considerando o critério
estabelecido por estes autores, o isolado AR12 utilizado neste trabalho, por ser um
isolado ambiental e ndo ter se desenvolvido em condicdo axénica, poderia ser
considerado de baixo potencial patogénico. No entanto, conforme sera discutido mais
adiante, 0 uso de um unico critério parece nao ser adequado para qualificar o potencial
patogénico de Acanthamoeba.

Para a identificacdo do género dos isolados, a analise morfologica efetuada
baseou-se na descri¢do da morfologia tipica realizadas por Page (1988) e Pussard e Pons
(1977). A morfologia de todos os isolados originais estudados neste trabalho confirma

as caracteristicas do género Acanthamoeba. Outro nivel de classificagdo morfoldgica de
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Pussard e Pons (1977) envolve a inclusdo dos isolados, de acordo com a morfologia
cistica, nos grupos 1, 11 e 111. O grupo Il é conhecido por incluir a maioria dos isolados
clinicos ja descritos, até mesmo os de ceratite amebiana (WALOCHNIK et al, 2000).
Neste trabalho, a maioria dos isolados apresentou caracteristicas morfoldgicas do grupo
Il, com a exce¢cdo do isolado ICU, o qual foi obtido de ambiente hospitalar e
classificado como pertencente ao grupo I. No entanto, pelo menos até o momento, a
informacdo do grupo ndo fornece confirmagdo quanto a patogenicidade dos isolados,
pois o grupo Il é também considerado o mais prevalente na natureza (WALOCHNIK et
al, 2000). Os resultados também mostram que dentre os quatro isolados do ambiente
domestico de um dos pacientes com ceratite, trés (AR11, AR12 e AR14) apresentaram
semelhanga morfoldgica com o isolado clinico (AR) e por este motivo, poderiam estar
relacionados com a fonte de infec¢do do paciente.

Além da identificacdo morfoldgica do género Acanthamoeba, a confirmacgéo do
género também foi obtida por meio de um ensaio de PCR, duja técnica foi descrita por
Khan e Paget (2002), e fundamentada pela utilizacdo de primers que amplificam uma
regido bastante conservada em Acanthamoeba, localizada dentro do gene 18S rDNA,
perfeitamente capaz de discriminar somente este género. Esta PCR foi inicialmente
aplicada para confirmar o género dos isolados originais de Acanthamoeba, por ter sido
previamente validada em trabalhos anteriores do grupo (COSTA et al, 2009).
Considerando que em amostras ambientais podem estar presentes outros género de
Amebas de Vida Livre que podem ser similares a Acanthamoeba, a confirmacao por
PCR fornece um suporte adicional a identificacdo (KONG e CHUNG, 1996; KHAN e
PAGET, 2002; COSTA et al, 2009).

Embora a identificacdo de Acanthamoeba em nivel de género seja suficiente
para fechar o diagndstico em casos de ceratite infecciosa, o estudo taxonémico das
espécies tem sido utilizado na identificacdo de linhagens que apresentem maior
potencial para causar doencas.

Para a identificagdo morfologica especifica, os critérios de Pussard e Pons
(1977) e Page (1967) levam em consideracdo caracteristicas como tamanho do cisto;
formato de endo e ectocisto; numero de bragos do endocisto; dobramentos do ectocisto;
numero e caracteristicas dos poros ou operculos, como por exemplo, seu formato e
presenca ou auséncia de protuberdncias. Consideraram também caracteristicas
citoplasmaticas, como presenca de granulos em regides proximas a membrana

citoplasmatica e nuclear. Vérios autores tentaram realizar a identificagdo morfoldgica
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especifica seguindo estes modelos, porém, a grande maioria deles verificou ndo haver
uma boa correlagdo com os resultados de testes moleculares (ARMSTRONG, 2000;
WALOCHNIK et al, 2000; 2001; KHAN et al, 2001; DA ROCHA-AZEVEDO e
COSTA e SILVA-FILHO, 2007). Além disso, a morfologia cistica varia conforme o
cultivo, até mesmo em culturas de amebas que derivam de um clone, pois polimorfismo
intraespecifico € comum em Acanthamoeba (ARMSTRONG, 2000; WALOCHNIK et
al, 2000). Os préprios autores que propuseram este esquema de identificagdo admitem
que é comum encontrar em culturas clonadas, alteracdes no numero de poros e bracos
(PAGE, 1967; PUSSARD E PONS, 1977). Considera-se, portanto, que esta
identificacdo é problemaética e inconsistente para a determinacéo das espécies.

Atualmente, varios grupos de pesquisa tém desenvolvido e utilizado técnicas de
analises moleculares para elucidar a taxonomia das espécies. A técnica de
sequenciamento parcial do gene 18S rDNA foi escolhida neste trabalho por ser a mais
utilizada para a caracterizagcdo genotipica de Acanthamoeba. Doze gen6tipos distintos
foram descritos por Stothard et al (1998), baseado na reconstrucdo filogenética que
inclui 1846 pares de base obtidos com este gene completo. Posteriormente, outros
pesquisadores tiveram como objetivo descobrir uma sequéncia menor, mas que também
poderia ser utilizada. Assim, se reduziria o tempo e o0s custos envolvendo o
sequenciamento do gene inteiro. Como parte destes estudos, Schroeder et al (2001),
demonstraram que um par de primers para PCR, denominados JDP1 e JDP2, produz
um amplificado que é realmente especifico para Acanthamoeba. Este amplificado,
designado ASA.S1 (Acanthamoeba specific amplimer S1), possui tamanho que pode
variar de 423 a 551 pares de base e foi obtido a partir de todos os genétipos dos isolados
de Acanthamoeba que foram por eles estudados.

Este amplificado possui variaces em sequéncias interespecificas suficientes
para distinguir muitos genétipos, sendo que a sequéncia génica localizada entre 1271 e
1383 pares de base, que codifica a extremidade 5’ do genel8S rDNA a partir do braco
29 e a maioria do 29-1, poderia ser aceitavel para este propdsito, uma vez que essa
regido € altamente variavel e expandida em Acanthamoeba (SCHROEDER et al, 2001).

A partir dos dados deste pesquisador, varios outros grupos tém utilizado o
sequenciamento do fragmento gerado pelos primers JDP para caracterizacdo genotipica
de Acanthamoeba (BOOTON et al, 2002; BOOTON et al, 2005; LORENZO-
MORALES et al, 2007).
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Os resultados do sequenciamento génico dos isolados clonados utilizados neste
trabalho indicaram que as amostras estudadas apresentam altas porcentagens de
similaridade com sequéncias j& descritas no banco de sequéncias nucleotidicas do NCBI
para o0 género Acanthamoeba. N&o foi possivel determinar a sequéncia nucleotidica de
dois isolados (AR12 e ICU), pois como resultado do sequenciamento génico
apareceram multiplos picos para 0 mesmo nucleotideo no eletroferograma. Estas
amostras também foram clonadas a partir de um Unico trofozoito, logo, os multiplos
picos ndo poderiam ter sido consequéncia de linhagens diferentes na cultura. Uma
possivel explicacdo é que estas amostras apresentem mais de um alelo para a sequéncia
avaliada, necessitando da técnica de clonagem molecular em plasmidio. De fato, ha
evidéncias de que mais de um alelo do gene 18S rDNA pode ser encontrado em
Acanthamoeba (STOTHARD et al, 1998). Ainda ndo esta claro quais espécies tém mais
de um alelo. A experiéncia de Stothard et al, (1998) mostra que a maioria dos isolados
tem um alelo predominante que resulta em uma Unica sequéncia. Com base nos dados
obtidos por este pesquisador, a variagdo entre as sequéncias dos alelos € menor do que
entre as sequéncias de diferentes isolados dentro de um tipo sequencial. Sendo assim, a
selecdo dos alelos ndo teria um maior impacto na classificacdo, pois os varios alelos de
um anico isolado parecem pertencer ao mesmo genotipo.

Das amostras que foram sequenciadas no presente trabalho, obteve-se que todos
os isolados clinicos obtidos de pacientes com ceratite amebiana, pertencem ao genoétipo
T4. Dois dos isolados que foram obtidos do ambiente doméstico de um destes pacientes
também foram agrupados neste gendtipo. Ainda ndo esta bem claro se o genétipo T4
representa o genotipo evolutivo das amebas causadoras da ceratite amebiana ou se é 0
mais encontrado entre estes isolados por ser também o mais abundante na natureza. Na
literatura, observa-se que este assunto tem sido motivo de muita discussdo. Booton et al
(2005), verificaram em seus experimentos que a maioria dos isolados de Acanthamoeba
resultaram de um Udnico tipo sequencial, o T4. A frequéncia deste gendtipo variou
dependendo do grupo estudado, sendo ele identificado em 55,3% dos isolados
ambientais, 79,3% de isolados de infec¢des sistémicas (encefalite amebiana, infecgdes
cutaneas e pulmonares) e 94,3% dos obtidos de pacientes com ceratite amebiana. Em
isolados de ceratite, dados similares foram obtidos por Stothard et al (1998), que
encontraram genotipo T4 em 17 entre 18 isolados. Somente um pertencia ao genotipo
T3. Estes pesquisadores sugerem que, devido a proximidade entre os tipos sequenciais

T3 e T4, estes possam ter evoluido a partir de um ancestral comum durante 0 processo
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de evolugcdo de Acanthamoeba ao longo dos anos. De acordo com Walochnik et al
(2000), a maioria dos isolados ambientais também pertence ao gendtipo T4, mas
concorda com a teoria sobre a evolugdo de Acanthamoeba citada por Stothard et al
(1998), pois ao comparar a porcentagem de similaridade entre seus isolados do genétipo
T4, verificaram que a semelhanca era maior com as amostras clinicas que com as
ambientais de outros grupos, o que sugeria que a capacidade de causar infec¢do poderia
ter se perdido entre a espécies ao longo dos anos.

Neste trabalho, a genotipagem de Acanthamoeba confirmou a predominancia do
gendtipo T4. Embora o numero de amostras sequenciadas tenha sido pequeno, a
frequéncia de 100% do genotipo T4 nas amostras clinicas e de 50% nas amostras
ambientais foi préxima a que tem sido relatada por outros autores com isolados de
outros paises (STOTHARD et al, 1998; BOOTON et al, 2005). No Brasil, apenas dois
trabalhos relatam a identificacdo genotipica de Acanthamoeba usando o sequenciamento
de regides de DNA ribossomal, porém a caracterizacdo foi realizada com isolados
ambientais (MAGLIANO et al, 2009; CARLESSO et al, 2010). Portanto, este trabalho
é o primeiro que relata a genotipagem por sequenciamento do gene parcial 18S rDNA
em amostras clinicas de pacientes com ceratite amebiana no pais.

As andlises de sequéncias também permitiram inferir sobre a proximidade
genética entre os isolados obtidos neste trabalho. Comparando os isolados clinicos entre
si, AR e LG possuem apenas 1 nucleotideo diferente e sdo portanto as espécies mais
préximas. De forma geral, os isolados clinicos mostraram-se relativamente proximos
entre si, diferindo em no maximo 14 nucleotideos. Além disso, como ja mencionado
anteriormente, todos pertencem ao genétipo T4. De acordo com Kong (2009), a
taxonomia de Acanthamoeba, principalmente dentro do gendtipo T4, ndo esta
claramente definida. Como as cepas deste tipo sequencial apresentam-se muito
proximamente relacionadas, deveriam ser classificadas como uma Unica espécie, A.
castellani. Sendo assim, os dados obtidos sobre a similaridade de sequéncia entre os
isolados deste trabalho mostram que a infeccdo destes pacientes possa ser atribuida a
uma mesma espécie de Acanthamoeba.

Quando analisados os isolados de poeira do ambiente doméstico de um dos
pacientes (AR11, AR14, AR15) em comparacdo com o isolado clinico deste paciente
(AR), observou-se que os isolados ambientais AR11 e AR14 possuem sequéncia
nucleotidica bastante proxima a do isolado AR, com no maximo 5 nucleotideos

diferentes. A proximidade molecular entre estes isolados, aliada a semelhanga
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morfologica, sugere que representem uma mesma linhagem de Acanthamoeba,
indicando que a fonte de infec¢do do usuario de lentes de contato poderia ser a poeira do
ambiente doméstico. J& o isolado AR15 mostrou-se 0 mais distante, pois possui 31
nucleotideos diferentes, além de pertencer ao outro gendtipo (T11) e apresentar
morfologia diferenciada, como a presenca de ondulagdes mais espacadas no ectocisto.

Outra anélise que pode ser obtida a partir de dados do sequenciamento é a
tentativa de identificacdo especifica, a partir da comparacdo com sequéncias de cepas
previamente descritas. Os resultados apresentados mostraram que até mesmo o0
sequenciamento génico é duvidoso para a identificagcdo especifica. O isolado AR15, por
exemplo, apresentou sua méxima similaridade com 7 espécies diferentes. Por causa
destas inconsisténcias e devido a proximidade entre cepas dentro do genotipo T4,
admite-se que as espécies pertencentes ao genotipo T4 realmente deveriam ser
reclassificadas como uma espécie Unica (GAST et al, 1996, KONG, 2009). Mesmo
grupos que utilizam outras sequéncias variaveis (como DNA mitocondrial e sequéncia
ITS) para classificacdo de Acanthamoeba, tém encontrado dificuldade na especiacgdo do
género (KOSHLER et al, 2006; XUAN et al 2008). Por este motivo, atualmente os
investigadores preferem classificar um isolado de Acanthamoeba por seu gendtipo do
que pelo nome cientifico (KONG, 2009).

Independentemente das controvérsias acerca da classificacdo genotipica e
especifica de Acanthamoeba, é reconhecido que existem linhagens patogénicas e outras
sem relevancia clinica. Por isto, quando se trata de estudos envolvendo a caracterizacédo
de isolados de Acanthamoeba provenientes do ambiente, torna-se importante avaliar o
potencial patogénico para determinar o risco para humanos.

A termotolerancia foi proposta inicialmente por Griffin (1972) como
caracteristica de Amebas de Vida Livre patogénicas. O autor demonstrou que Naegleria
fowleri sobrevivia em temperaturas de até 45 °C, enquanto que a outra espécie nao
patogénica N. gruberi, crescia somente até 37 °C. Com Acanthamoeba, observou que
isolados virulentos para camundongos, ou seja, capazes de causar Encefalite Amebiana
Granulomatosa (EAG) ap06s inoculacéo intranasal, cresciam até 37 °C, enquanto que a
maioria dos ndo virulentos crescia somente abaixo desta temperatura. Posteriormente,
De Jonkheere (1980) testou varios outros isolados, mostrando uma tendéncia daqueles
considerados patogénicos em crescer a temperaturas de 37 °C e 40 °C.

Apesar de varios autores utilizarem o cultivo em &gar com bactérias e expressar

resultados dos ensaios de termotolerancia apenas mencionando Sse ocorre ou nao
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crescimento (WALOCHNIK et al, 2000; KHAN e TAREEN, 2003; LORENZO-
MORALES et al 2005, 2007; CARLESSO et al 2010), neste trabalho optou-se por
analisar inicialmente outro pardmetro, que foi taxa ou velocidade de crescimento, ndo sé
no meio agar soja, como também no sistema axénico de cultivo. Com isto, buscou-se
obter dados adicionais como o perfil de crescimento de cada amostra, se havia algum
padrdo de taxa de crescimento que pudesse ser correlacionado a patogenicidade do
isolado e se o comportamento de cada isolado em diferentes sistemas de cultivo seria
equivalente em relacéo a este parametro.

A maioria das culturas cresceu mais rapidamente na temperatura de 37 °C que a
28 °C em meio agar soja, com excecdo do isolado ALX que manteve a mesma taxa nas
duas temperaturas. Porém, no cultivo axénico, esta tendéncia a maior taxa de
crescimento na temperatura de 37 °C ndo se repetiu, pois em um dos cinco isolados
clinicos (LG) o valor da taxa de crescimento foi 0 mesmo nas duas temperaturas e
quatro isolados (AR11, AR14, AR15 e AP4) dentre os seis ambientais avaliados,
apresentaram menor taxa de crescimento na temperatura de 37 °C. Na literatura, alguns
autores estabeleceram relacdo entre taxa de crescimento e capacidade de causar
infeccdo, ao observar em seus experimentos que os isolados clinicos cresciam mais
rapido que os ambientais (KHAN et al, 2001; WALOCHNIK et al, 2001; DA ROCHA-
AZEVEDO e COSTA E SILVA-FILHO, 2007). Segundo estes autores, cepas que
apresentam crescimento mais rapido podem se estabelecer na infeccdo mais facilmente,
ja que formariam um namero de amebas suficiente para causar infeccdo. Outro aspecto
a ser destacado € que, para o desenvolvimento de lesdo, 0s organismos precisam, no
minimo, sobreviver a temperatura corporal humana, que é de 37 °C (WALOCHNIK et
al, 2000). De acordo com estas caracteristicas, as amostras que apresentaram maior taxa
de crescimento a 37 °C deveriam entdo ser classificadas como de maior potencial
patogénico. No entanto, as variacGes das taxas de crescimento dentro do grupo das
amostras clinicas, assim como no grupo das ambientais, indicaram que a velocidade ou
taxa de crescimento pode ser varidvel entre diferentes linhagens, refletindo
caracteristicas individuais em sua capacidade de adaptacdo ao cultivo in vitro. Assim,
ndo foi possivel estabelecer uma relacdo entre valores de taxa de crescimento e
patogenicidade. Apesar disto, conhecer o perfil de crescimento pode ser util para se
conhecer o rendimento e tempo necessario para obter culturas ricas e utiliza-las em

experimentos laboratoriais.
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Devido as dificuldades de interpretacdo da taxa de crescimento das amostras, a
avaliacdo da termotolerancia neste trabalho utilizou o critério de crescimento positivo
ou negativo, conforme tem sido relatado em outros trabalhos. Na verdade, ndo existe
uma padronizacdo quanto as temperaturas exatas que devem ser utilizadas neste teste,
pois alguns utilizam como discriminantes de patogenicidade as temperaturas de 37 °C
somente (KHAN e TAREEN, 2003; LORENZO-MORALES et al 2005), de 37 °C e 40
°C (DE JONKHHERE, 1980, CARLESSO et al 2010) ou de 37 °C e 42 °C (KHAN et
al, 2000; WALOCHNIK et al, 2000). A dinamica do crescimento observada no presente
trabalho mostrou que as culturas morrem quando ocorre 0 aumento da temperatura de
37 °C para 42 °C, exceto o isolado AP2 que foi 0 Unico capaz de resistir a temperatura
de 42 °C, mas somente em cultivo axénico. Devido a esta caracteristica, sugere-se que o
isolado AP2 possa se desenvolver em temperatura corporal humana e resistir a
temperatura mais alta como as ocasionadas pela febre, mostrando-se capaz de causar
tanto ceratite amebiana, como também as infec¢Bes sistémicas por Acanthamoeba,
incluindo a EAG. De fato, esta cepa de referéncia foi caracterizada como patogénica em
ensaios de citopatogencidade por Da Rocha Azevedo e Costa-Silva Filho (2007). Neste
raciocinio, todos os outros isolados testados neste trabalho, inclusive os ambientais,
poderiam ndo ser capazes de causar infecgdes sistémicas, mas ainda assim seriam
patogénicos por crescer em temperaturas que Ihe permitissem colonizar pelo menos a
cérnea humana. A maioria deles foi identificada como pertencente ao genotipo T4, o
mais comum em infeccbes humanas e também o gendtipo T11, que tem sido
demonstrado em frequéncias menores nas infecgdes de cornea (BOOTON et al, 2009).

Quando a andlise foi realizada de forma qualitativa, verificou-se que a
comparagdo entre os dois sistemas de cultivo (dgar soja com bactérias e axénico), no
que se refere ao comportamento das culturas nas diferentes temperaturas, revelou
correspondéncia na resposta ao teste, indicando que o mesmo pode ser usado
independente do sistema em que as amebas sdo mantidas.

Para complementar o presente estudo com um teste adicional de patogenicidade,
foi utilizado também o teste de osmotolerancia, proposto por Khan et al (2001). Este foi
um ensaio de plagueamento desenvolvido por apresentar correlagdo com os resultados
do teste de efeito citopatico, podendo substitui-lo como teste diagndstico. E baseado no
pressuposto de que somente isolados patogénicos de Acanthamoeba sdo capazes de
crescer em altas concentragbes osmoticas (1,0 M de manitol) (KHAN et al, 2001). A

partir de entdo a maioria dos estudos envolvendo avaliagdo de osmotolerancia de
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Acanthamoeba tem adotado a osmolaridade de 1,0 M de manitol como limitante para
Acanthamoeba néo patogénica (WALOCHNIK et al, 2000; KHAN e TAREEN, 2003;
LORENZO-MORALES et al 2005; CARLESSO et al 2010). Apesar disto, utilizou-se
neste trabalho trés osmolaridades diferentes (0,1, 0,5 e 1,0 M de manitol), pois buscou-
se investigar se haveria alguma tendéncia nos valores das taxas de crescimento que
pudessem ser associadas a patogenicidade.

De forma geral, o perfil de crescimento dos isolados diminuiu a partir da adi¢éo
de manitol e também do aumento da sua concentracdo nos meios de cultivo. Este
mesmo comportamento foi citado por Khan et al (2001), que também verificaram uma
diminuicdo brusca no crescimento das cepas, tanto patogénicas quanto nao patogénicas,
com a adigdo de manitol.

Analisando os valores das taxas de crescimento obtidas, no entanto, observou-se
que eram variadas dentro do grupo dos isolados clinicos e dos ambientais. Assim, da
mesma forma que nos ensaios de termotolerancia, ndo foi possivel fazer correlacdo da
taxa de crescimento com a patogenicidade no teste de osmotolerancia. Deste modo, a
interpretacdo do teste também passou a ser realizada com base na auséncia ou presenca
de crescimento nas osmolaridades testadas.

Os resultados mostraram que em meio agar soja, o isolado ALX foi o Unico que
resistiu a concentracdo de 1,0 M de manitol. Isto leva a questionar se o fato de os
demais isolados testados neste trabalho ndo terem se desenvolvido nesta condicdo de
osmolaridade seria suficiente para classifica-los como ndo patogénicos, apesar de terem
sido isolados da infeccdo ativa de cérnea. Assim, é possivel que a concentracdo de 1,0
M de manitol seja muito alta para discriminar isolados patogénicos e ao emprega-la
como limitante para ndo patogénicas corre-se 0 risco de subestimar o potencial de
causar doenca de algum isolado.

Outras inconsisténcias foram encontradas durante a avaliacdo da osmotolerancia
em cultivo axénico. As cepas AP2 e AP4 axénicas, patogénica e ndo patogénica,
respectivamente, conforme dados de citopatogenicidade (DA ROCHA-AZEVEDO e
COSTA-SILVA FILHO, 2007), apresentaram ambas crescimento a 1,0 M de manitol.
Isto novamente reforca a suspeita de que a resisténcia a esta concentragdo de 1,0 M de
manitol ndo seja adequada para predizer a patogenicidade de Acanthamoeba. Além
disto, isolados que apresentaram caracteristica de potencial patogénico quando
analisados neste sistema de cultivo axénico, ndo mostraram esta mesma caracteristica

guando cultivados em meio agar soja. Por exemplo, um dnico isolado, AR15, ndo se
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desenvolveu em concentracdes de 0,1 M de manitol quando em cultivo axénico. Devido
a esta caracteristica de crescimento, este isolado poderia ser considerado como de
menor potencial patogénico. No entanto, pela anélise do seu perfil de crescimento nesta
mesma concentracdo osmolar, mas em cultivo misto em &gar soja, observa-se que 0
mesmo se desenvolveu relativamente bem. E para os demais isolados, a auséncia de
correspondéncia dos resultados da osmotolerancia ficou evidente quando avaliada a
concentracdo de 0,5 M de manitol para todos os isolados e de 1,0 M para o isolado
ALX.

Em resumo, os testes de osmotolerancia e termotolerancia sdo amplamente
usados para predizer o potencial patogénico de Acanthamoeba, porém nossos resultados
indicaram que existem inconsisténcias em relagdo as temperaturas e/ou osmolaridade
que seriam discriminantes de patogenicidade. Também observou-se que o cultivo
axénico nem sempre reproduz os resultados obtidos no cultivo em &gar soja com
bactérias. Devido a distribuicdo ubiqua destes protozodrios na natureza, em contato
extremo com microrganismos que inclusive sdo utilizados em sua alimentacdo, €
possivel que o cultivo com bactérias mimetize melhor as condi¢des normais de seu
habitat natural. O cultivo axénico, devido as necessidades nutricionais diferenciadas
dos isolados, poderia, por si sé estar inibindo o crescimento deles. Além disto, por ser
realizado em meio liquido e em uma condicdo distinta da normalmente encontrada na

natureza, a sensibilidade dos isolados frente as concentracdes de manitol se torna maior.
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7 CONCLUSAO

1. Os isolados estudados no presente trabalho séo do género Acanthamoeba, o que
foi confirmado por meio de analise morfoldgica e por PCR (KHAN e PAGET,
2002), sendo que 90% apresentam caracteristicas morfologicas do grupo Il de
Pussard e Pons (1977), o principal grupo encontrado em isolados clinicos deste
protozoario.

2. No Brasil, este é o primeiro trabalho a relatar a genotipagem de isolados de
ceratite amebiana por sequenciamento do gene parcial do gene 18S rDNA, e
revelou uma frequéncia de 100% do gendtipo T4 em amostras clinicas, 0 que
confirma ser este o principal tipo sequencial encontrado em isolados de ceratite
por Acanthamoeba.

3. Pela comparacdo da morfologia e também a da sequéncia nucleotidica de dois
isolados ambientais (AR11 e AR14) com o respectivo isolado clinico (AR),
conclui-se que a fonte de infeccdo do paciente era a poeira do ambiente
domestico.

4. Os valores da velocidade ou taxa de crescimento foram varidveis entre as
linhagens e ndo mostraram um padrdo caracteristico relacionado ao grupo das
amostras clinicas ou das ambientais. Portanto, a anélise da taxa de crescimento
ndo se mostrou eficiente para ser usada como critério de patogenicidade.

5. O cultivo axénico ndo reproduziu os resultados obtidos no cultivo em &gar soja
com bactérias em relacdo ao teste fisiologico de osmotolerancia. Além disto, as
condicdes de temperatura e osmolaridade que tém sido tradicionamente usadas
como discriminantes de patogenicidade podem ndo ser adequadas para
determinar esta caracteristica em isolados de Acanthamoeba.
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8 PERSPECTIVAS

Com este trabalho, foi possivel realizar a caracterizagdo molecular de
quase todos os isolados clinicos e ambientais de Acanthamoeba que foram
obtidos para o estudo, com exce¢do dos isolados AR12 e ICU que ndo tiveram
suas sequéncias determinadas pelo sequenciamento génico. Como continuidade,
seria interessante realizar a clonagem molecular destes isolados para que suas
sequéncias pudessem ser determinadas, possibilitando assim a sua caracterizacao
molecular.

Apesar de o sequenciamento parcial do gene 18S rDNA representar a
abordagem mais utilizada para a identificacdo genotipica de isolados de
Acanthamoeba, a utilizacdo de outras regides génicas, como sequéncias ITS1,
por exemplo, poderiam ser também empregadas para estudos moleculares com
estas amebas. Em pesquisa com Acanthamoeba, esta sequéncia foi avaliada em
um Unico trabalho (KOHSLER et al, 2006) Por representar uma regifo de alta
variabilidade, a andlise destas sequéncias tem o potencial de discriminar
espécies proximamente relacionadas, confome tem sido observado em outros
organismos (NILSSON et al, 2009). Por este motivo e como até 0 momento a
classificacdo de Acanthamoeba encontra-se duvidosa e passivel de mudancas,
estudos com este marcador poderiam ser Uteis na busca de uma taxonomia mais
convincente.

Quanto a caracterizacdo fisioldgica, como os ensaios de termotolerancia
e osmotolerancia apresentaram incoeréncias e ndo foram conclusivos na
determinacdo da patogenicidade dos isolados, ensaios de inoculacdo destes
isolados em animais experimentais e/ou células de cultura, poderiam ser usados

para indicar de forma mais consistente o potencial patogénico de Acanthamoeba.
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Modo de preparo:

1.

2
3
4,
5

Preparar uma infuséo de dgua destilada e farinha de soja e deixar em repouso por 24 horas.

ANEXO 1

Meio 4gar soja— AS
(FORONDA, 1979)

Reagentes Quantidades
Farinha de soja 209
Agar bacterioldgico 15,0 g
H,O destilada q.s.p. 1000 mL

Filtrar a infusdo em papel filtro.

Acrescentar o agar e fechar o frasco.

Autoclavar por 20 minutos.

Distribuir o meio em placas de petri ou tubos e esperar solidificar. Os tubos devem ser mantidos

inclinados.

Na hora do uso, acrescentar de 100 a 200 uL de suspenséo de Escherichia coli vivas ou

inativadas.
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ANEXO 2

Meio PYG modificado de Rowbotham (1980)

Reagentes Quantidades

MgSO,4 x 7 H,0 098¢
CaCl, 0,06 g
CeHsNazO7 x 2 H,0O 109

Fe (NHy)2 (SO4)2 X 6 H,0O 0,02 ¢g
Na,HPO4 0,449
KH,PO, 0,349
Glicose 9,09
Proteose Peptona 2009
Extrato de levedo 2,090
H,0 destilada g.s.p. 1000mL

Modo de preparo:
1) Dissolver os sais separadamente em 100 mL de agua.
2) Reunir as solugdes em um frasco maior e acrescentar os demais ingredientes, sob agitacéo
3) Ajustar o pH para 6,5 e completar o volume
4) Aautoclavar durante 20 minutos e esperar esfriar
5) Acrescentar ImL de penicilina 500.000 U/mL ou 0,25 mL de estreptomicina 2,5 mg/mL

Obs: Se for acrescentar soro bovino fetal (SBF), separar uma aliquota e misturar 5 mL de SBF

inativado e estéril a cada 45 mL de meio

(Adaptado de CROZETTA et al, 2007)



ANEXO 3

Sequéncias nucleotidicas dos isolados clinicos de Acanthamoeba determinadas

pelo sequenciamento parcial do gene 18S r DNA.

ISOLADO

SEQUENCIA NUCLEOTIDICA

AR

ACCGTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGG
GATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGAT
TAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGATTA
ACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACG
ATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACGTTGAATACAAAA
CACCACCATCGGCGCGGTCGTCCTTGGCGTCTCGGTCCTTCACGGGGCCGGGGCGCGGGGGCGGCTTAC
CCGGTGGCACCGGTGAATGACTCCCCT

ALX

ATGGGCCCAGATCGTTTACCGTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACC
GAATACATTAGCATGGGATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGA
GGACTAGGGTAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTG
GATTTATGAAAGATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTT
AGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAG
ACGTTGAATACAAAACACCACCATCGGTGCGGTCGTCCTTGGCGTTGGTCTTCAAAAGCCAGCGCGGG
GGTGGCTTAGCCCGGTGGCACCGGTGAATGACTCCCCTAGCACTTTGTGAGAAAGTTTTT

LG

TACCGTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATG
GGATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGA
TTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGATT
AACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGAC
GATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACGTTGAATACAAA
ACACCACCATCGGCGCGGTCGTCCTTGGCGTCTCGGTCCTTCACGGGGCCGGGGCGCGGGGGCGGLTT
AGCCCGGTGGCACCGGTGAATGACTCCCCTAGCAC

WAL

ATTGGCCCAGAANGTTTACCGTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACC
GAATACATTAGCATGGGATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGA

GGACTAGGGTAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTG
GATTTATGAAAGATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTT
AGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAG
ACGTTGAATACAAAACACCACCATCGGCGCGGTCGTCCTTGGCGTTGTCGGCTTCACGGCTGGCGGCGC
GAGGGCGGTAGAGCCCGGTGGCACCGGTGAATGACTCCCCTAGCANNTTGTGAGAATTNTT

AP2

AAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGATAATGG
AATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGATTAATAGGG
ATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGATTAACTTCTGC
GAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATA
CCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACGTTGAATACAAAACACCACCA
TCGGTGCGGTCGTCCTTGGCGTCGGTTTCGGCCGGCGCGGGGGCGGCTT

AR, ALX, LG, WAL.: Isolados clinicos obtidos de lesdo de ceratite amebiana de pacientes do Espirito
Santo; AP2: Isolado clinico obtido de lesdo de ceratite amebiana (ATCC30461);
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ANEXO 4

Sequéncias nucleotidicas dos isolados ambientais de Acanthamoeba
determinadas pelo sequenciamento parcial do gene 18S r DNA.

ISOLADO

SEQUENCIA NUCLEOTIDICA

AR11

ACCGTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGG
GATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGAT
TAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGATTA
ACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACG
ATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACGTTGAATACAAAA
CACCACCATCGGTGCGGTCGTCCTTGGCGTCGGTTTCGGCCGGCGCGGGGGCGGCTTACCCGGTGGCAC
CGGTGAATGACTCCCCT

AR14

ACCGTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGG
GATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGGGTAATGAT
TAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGATTA
ACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACG
ATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACGTTGAATACAAAA
CACCACCATCGGTGCGGTCGTCCTTGGCGTCGGTTTTCGGCCGGCGCGGGGGCG

AR15

CAAGTCGTTTACCGTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTCTCTGCCACCGAATAC
ATTAGCATGGGATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGACACGCGAGGACCAG
GGTAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTAT
GAAAGATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGA
TCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACGTTG
AATACAAAACACCACCATTGGTGCGGTCGTCCCTTGGCATTTGGTCGTGGCGCGAGTCCACGGCCAGGT
GCGGGG

OPH

AAAAAGTTGGCCCAGNANNGTTTACCGTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTC
TGCCACCGAATACATTAGCATGGGATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGC
ACGCGAGGACCAGGGTAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAA
ATTCTTGGATTTATGAAAGATTAACTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAAC
GAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGA
TTAGGAGACGTTGAATACAAAACACCACCATCGGTGCGGTCGTCCTTGGCGCGTCGCGGCTTGCCGCG
GCGTGCGAGGGCGGTTTAGCCTGATGGCATCNGTGAATGACTCCCCTAG

AP4

CGTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATTCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGA
TAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTCTTTTCAGTTGGTTAATTTATGTGCGAGGATCAGGGTAATGATT
AATAGGGATAGTTGGGGGCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGATTAA
CTTCTGCGAAAGCATCTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGA
TCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAACGATGCCGACCAGCGATTAGGAGACGTTGAATACAAAAC
ACCGCTAAAGATAATTCATTATATGGCTTCACGGCTGTATAGTGTTTGTCTTTAGTTCATGGTGAATGAC
TCCCCTAGCA

AR11, AR12, AR14, ARI15: Isolados ambientais obtidos de poeira da casa de um dos pacientes com

ceratite amebiana do Espirito Santo; OPH: Isolado ambiental obtido de hospital. AP4: Isolado ambiental
obtido de agua fresca (ATCC30872).
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