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ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE Acanthamoeba spp. PRESENTE EM CAES
DA CIDADE DE PORTO ALEGRE-RS*

Ana Maris Carlesso
Orientadora: Dra. Marilise Brittes Rott

Co-orientador: Profa. Dr2. Marcia Bohrer Mentz

RESUMO

Protozoarios do génericanthamoeba estdo presentes nos mais variados ambientes, sstal@a
ameba mais isolada entre as amebas de vida livk&d)(AAcanthamoeba spp. pode causar
encefalomielite e outras doencas graves em anienaeres humanos. Os fatores que contribuem
para infeccbes pakcanthamoeba incluem biologia parasitaria, diversidade genéficapagacéo no
meio ambiente e suscetibilidade do hospedeoanthamoeba pode hospedar diversos
microrganismogomo: algas, bactérias, fungos, protozoéarios esvds estudos sobre as interacdes
entre Acanthamoeba e microrganismos tem aumentado nos Ultimos andscipalmente para
entender como certas bactérias resistem a fagedi®seus hospedeiros. Existem poucos estudos
sobre adeséao e a interagaoiitro de Acanthamoeba com macréfagos, que séo a primeira linha de
defesa em doencas infecciosas. Neste trabalhorémopto o isolamento de AVL do género
Acanthamoeba de amostras clinicas de caes. Os resultados tlabs#ho foram: 14 isolados de
Acanthamoeba confirmados pela PCR, sendo o alvo o gene do 188\ r[de mucosa nasal e lesbes
cutaneas de 96 amostras coletadas de 48 cédes.sD&8tdsolados décanthamoeba foram
sequenciados, o gendtipo foi determinado e o piatiede patogenicidade em células VERO de 8
isolados foi avaliado. Os isolados eram pertensemi@s gendétipos T3 (3 amostras), T4 (5
amostras), T5 (4 amostras) e T16 (1 amostra). Osdddos deAcanthamoeba continham pelo
menos uma espécie bacteriana internalizada e umaddsocontinha todas as espécies de
endossimbiontes pesquisados. Observou-se que 79%saados décanthamoeba hospedavam
Legionella pneumophila, 50% Mycobacterium, 79%seudomonas e 57% Enterobacteriaceae. Os
isolados deAcanthamoeba foram co-cultivados com macréfagos e observou-seleéréncia em
apenas 1h de contato, confirmando 4uanthamoeba é contato dependente. Este estudo descreveu
0s primeiros isolados d&canthamoeba de amostras clinicas provenientes de caes. Tambiém f
primeiro relato da presenca de endossimbionte tigst de isolado realizado na América Latina.
Neste estudo foi isolado pela primeira vez o geadlil6 de amostra clinica. A importancia deste
estudo estd no fato de verificar a presencaAdanthamoeba potencialmente patogénica em
amostras clinicas de animais e pesquisar bactfassgénicas internalizadas nestas amebas.
Podendo estes microrganismos estar envolvidos emcde infecciosas e futuras complicagbes
como doencas graves em mamiferos.

Tese de Doutorado em Microbiologia Agricola e dobfente - Instituto de Ciéncias Basicas e da Sdideersidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RSsiBrg1p.) Marco, 2014.



CHARACTERIZATION OF ISOLATES OF Acanthamoeba FROM THE NASAL
MUCOSA AND CUTANEOUS LESIONS OF DOGS'

Ana Maris Carlesso
Orientadora: Dra. Marilise Brittes Rott

Co-orientador: Profa. Dr2. Marcia Bohrer Mentz

ABSTRACT

Protozoa of the genuscanthamoeba are present in diverse environments and are tfs¢ coonmon
free-living amoeba (FLA)Acanthamoeba spp. cause encephalitis and can cause severssiline
animals and humans. The factors that contributéentections includeAcanthamoeba parasite
biology, genetic diversity, spreading in the enmireent and host susceptibilitgcanthamoeba may
host various microorganisms such as algae, bactangi, protozoa and viruses. Studies regarding
the interactions betweekcanthamoeba and microorganisms have increased in recent yeas|ly

to understand how certain bacteria resist phagesytoy their hosts. There are few studies on
adherence and in vitro interaction Afanthamoeba with macrophages, which are the first line of
defense in infectious diseases. In this study, m@gsed the isolation of the FLAcanthamoeba
from clinical samples from dogs. We found Adanthamoeba isolates confirmed by PCR and by
the 18S gene target rDNA in nasal mucosa and gsions out of 96 samples collected from 48
dogs. From this 14 isolates, ¥ anthamoeba isolates were sequenced and the genotype was
determined. Regarding the potential for pathoggniai VERO cells, 8 isolates was assessed. The
isolates belonged to genotype 3 (3 samples), Tgatbples), T5 (4 samples) and T16 (1 sample).
The 14 isolates oAcanthamoeba contained at least one bacterial species inteetland one
isolate contained all endosymbionts species studiestvas observed that 79% of isolates of
Acanthamoeba carrynglLegionella pneumophila, Mycobacterium 50%, 79%Pseudomonas and 57%
EnterobacteriaceaeAcanthamoeba isolates were co-cultured with murine macrophagesl
adherence was observed in 1h of contact, confirrtiagAcanthamoeba interact with defense cells

in a contact-dependent manner. This study descthedirst clinical isolates oAcanthamoeba
samples from dogs. It was also the first repothefpresence of this type of endosymbionts isolated
held in Latin America. As far as we know, this lie ffirst study to isolate a T16 genotype amoeba
from clinical sample. The importance of this stlieg on the fact verify the presence of potentially
pathogenicAcanthamoeba in samples from animals and search pathogeni@badhternalized by
these amoebae. These microorganisms may be invimvefikctious diseases in mammals.

'Doctoral thesis in Agricultural Microbiology, Inaito de Ciéncias Basicas da Salde, Universidader&iedo Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (81p.) éha2014
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1 INTRODUCAO

Acanthamoeba € uma das amebas de vida livre (AVL), potenciabmepatogénica e
oportunista, maissolada do meio ambiente e que pode causar infecgehumanos e animais.
AVL do géneroAcanthamoeba sdo protozoarios eucariontes, mitocondriados ébams que
contém numerosos vacuolos.

A interacdo Acanthamoeba-bactéria ganhou importancia nos ultimos anos, cam
observacédo de que varios microrganismos endossitelsiou patégenos resistem e sobrevivem no
interior de vacuolos de trofozoitos e cistos Atanthamoeba. Estas associacdes facilitariam a
entrada de microrganismos em hospedeiros sus&etiva quais este protozoario funcionaria como
“cavalo de Tréia”. A semelhanca morfologica ericanthamoeba e macrofagos na capacidade de
capturar presas por fagocitose e nas interagcdegpatdgenos microbianos, facilitaria ainda mais as
infeccdes pelos microrganismos em humanos e animais

Acanthamoeba pode estar associada a graves infeccdes em masyigguando como um
parasito. A via de entrada desta ameba nos orgasjsperalmente da-se pela mucosa nasal ou
lesbes de pelgpodendo afetar a regido da nasofaringe, pele, mdnedsistema nervoso central
(SNC). A infeccao no SNC é conhecida como Encefélinebiana Granulomatosa (EAG) e ocorre
via hematogénica ou disseminacdo pulmoiaanthamoeba também pode causar uma doenca
invasiva nos olhos conhecida como ceratite amebiana

Nos ultimos anos surgiram relatos de casos degdéscagudas e cronicas no SNC por
Acanthamoeba em cdes imunocompetentes e imudeprimiddsantamebiases em pulmdes,
coracao, figado, pancreas e SNC ja foram observawiosutras espécies animais como passaros,

macaco, canguru, touro, equino e bufalo. As doedg&NC causadas pelo referido género, séo



infeccbes graves que quase sempre levam a morpgeseatam sintomas neuroldgicos
semelhantes em seres humanos e animais.

No Brasil, diversas pesquisas tém sido realizadassentido de isolar e caracterizar
Acanthamoeba a partir de diversos ambientes. Entretanto, atéomentoAcanthamoeba nao foi
isolada de animais em nosso pais e nem na Améaiaaal.

Assim, o0 presente estudo € pioneiro no Brasil eosla€pidemiologicos relativos a
Acanthamoeba spp. Isolada de animais, sdo necessarios, parameitendimento da distribuicéo,
estabelecimento de diagndsticos e tratamentos ggecalém de adocdo de medidas preventivas
adequadas para controle das infec¢des causadastpqrotozoario. Baseado nisso o objetivo deste
estudo foi. Identificar e caracterizamotozoarios do génerscanthamoeba spp.isolados da mucosa
nasal e de lesbes cutaneas de cées da cidadetdéARgrre. Os objetivos especificos deste estudo
foram:

1. Realizar o isolamento de AVL em meio monoxénicelonagem dos isolados para
obtencao de cultunaura;

2. Realizar a axenizagédo dos isolados obtidokzarndo meio PYG (Peptona, extrato de
leveduras e glicose);

3. Caracterizar molecularmente os isoladosAdenthamoeba spp utilizando a técnica de
PCR com oligonucleotideos especificos para o g8BaRNA e posterior sequenciamentos;

4. Realizar estudos relativos a citopatogeniciddds isolados obtidos utilizando linha
celular de mamiferos (VERO);

5. Avaliar o comportamento dos macrofagos frenteismlados décanthamoeba spp.;

6. Investigar a presenca de Bactérias Resistentameabas (BRA) nos isolados obtidos
através da técnica da PCR utilizando oligonucleosdespecificos para cada gene de diferentes

bactérias.



2. REVISOES BIBLIOGRAFICAS

2.1 Amebas de vida livre potencialmente patogénicas

Amebas de vida livre (AVL) séo protozoarios amplateedistribuidos no ambiente,
isolados do ar, solo, agua, lentes de contato,ade&l de ar-condicionados, entre outros. (Khan,
2006) As AVL que causam patologias como encefalteratites, infeccdes de pulmdes, de pele e
infeccdo generalizada, em humanos e animais sé@makyespécies dos génerAsanthamoeba,
Naegleria, Balamuthia e Sappinia (De Jonckheere 2002; Marciano-Cabral e Cabral ;286Buster
e Visvesvara, 2004a). Alem disso, as AVL séo caraihs veiculos de microrganismos patdogenos
como: Legionella pneumophila, Helicobacter pylori, Vibrio cholerae, Mycobacterium spp. entre
outros (Martinez e Visvesvara 1997; Schuster €2@)3, Greub e Raoult 2004).

As AVL, também chamadas de amebas anfizoicas, éstés no meio ambiente e como
organismos oportunistas, invadem e coloniza hosmesdesuscetiveis (Marciano-Gabral, 2003;
Visvesvara, 2010). Os fatores importantes paraabekecimento da infeccdo por AVLs em seres
humanos e animais sdo: capacidade de sobrevivasliteeyar na temperatura do hospedeiro, de
persistir nas mucosas, dose infectante e fendmasgixiados a imunodeficiéncia do hospedeiro,
(Khan 2006; Visvesvarat al., 2007).

O primeiro caso de meningoencefalite amebiana pRMA@MAP) em seres humanos,
envolvendo AVL foi descrito na Australia por FowkerCarter (1965) que nomearam a ameba de
Naegleria fowleri. Entre as trinta espécies descritas do géNaegleria, apenad\. fowleri é o
agente de Meningoencefalite Amebiana Priméria (MA#@ccdo aguda hemorragica e fulminante
gue causa a morte de individuos saudaveis em pali@egmédia de 6 dias). Ja foram relatados
mais de 200 casos no mundo, em sua maioria, decasae adolescentes com histérico de ter

nadado ou estado em contato recente com agua doatiar(Schuster e Visvesvara, 2004b).



N. fowleri ja foi isolada de bovinos e antas que beberam dgusuperficie ndo tratada e
contaminada pela amebBaft e colaboradores (2005) atribuiranNafowleri, a morte de nove
novilhas em uma regiao da Califérnia (USA). Os mgaelataram que esse foi o primeiro caso de
N. fowleri em bovinos e que os sinais e sintomas de MAP enaito semelhantes aos de seres
humanos, assim como o modo de infeccao.

Espécies do génedcanthamoeba spp e a espéciBalamuthia mandrillaris sdo causadores
de EAG, de infeccdes pulmonares e de pele, que eteam principalmente individuos
imunodeprimidos. O primeiro caso de uma infeccéal faor encefalite causada @rmandrillaris
foi identificado por Visvesvara e colaboradores9@9em uma macaca mandril do zooldgico de
San Diego — EUAB.mandrillaris ja foi isolada de cavalos, ovelhas, gorilas e exemtemente
Dunnebacke e colaboradores (2004), isolaBammandrillaris pela primeira vez do meio ambiente
(Visvesvaraet al., 1990; Fuentealbat al., 1992; Kindeet al., 2007). Esta ameba também foi
identificada em um paciente com AIDS, além de caane idosos imunocompetentes perfazendo
mais de 100 casos de encefalite Bormandrillaris no mundo (Schuster e Visvesvara, 2004b,
Foremaret al., 2004).

Acanthamoeba spp. também provoca uma grave doenca que compFome@isdo
(ceratite), que incide principalmente em usuarieslehtes de contato (Radfoed al. 2002).
RecentementeSappinia diploidea, uma AVL normalmente encontrada em solo contanairemn
fezes de alces, bisdes e bovinos, foi identificenl@o a espécie causadora de um Unico caso de
encefalite em um ser humano imunocompetente quesebu (Gelmanet al., 2001). Outras
AVLs como Vahlkampfia, Hartemannella e Vanella foram também descritas em ceratites humanas
(Aitken et al., 1996, Schuster e Visvesvara, 2004).

Devido ao diagndstico ser feito geralmeptst-mortem ou ap6s a perda da visao e das

dificuldades na identificacdo de infec¢cdes causadasA\VL, muitos casos de encefalite e ceratite



em seres humanos e animais, podem estar sendatisatoles, principalmente em paises em

desenvolvimento (Khan, 2006).

2.2 Historicos do génerdcanthamoeba spp.

Em 1913 Puschckarew isolou uma ameba de poeiraneamo deAmoebae polyphagus.
Page em 1967 a reescreveu cdhuanthamoeba polyphaga mantendcAcanthamoeba como género
criado por Volkonsky em 1931. Em 1930 Castellanlos uma ameba como contaminante em
cultura de leveduras e mais tarde esta ameba fioeadaAcanthamoeba castellanii.

Culbertson e colaboradores (1958) observaram mdupéom de vacinas para poliomelite, a
contaminacdo de culturas celulares por amebase@stin em 1971 confirmou a patogenicidade
deste protozoario inoculando uma cultura contan@inedm amebas em ratos e macacos. Os
animais morreram em uma semana de encefalite, qo@iseia da invasdo disseminada de
trofozoitos. Até entdo esta ameba era consideggutafitica e ndo patogénica. Subsequentemente o
isolado foi nomeadoAcanthamoeba culbertsoni. Culbertson criou a hipotese de que AVLs
poderiam causar infeccdo em seres humanos (Scleugisvesvara, 2004, Visvesvaataal., 2007).

Em 1972, Jager e Stamm registraram a primeira E@Aaina porcanthamoeba. Martinez
(1982) caracterizou a infeccdo como oportunistagum a doenga aconteceu em um paciente
debilitado. No mesmo caso, o autor distinguiu atlpgias causadas pdkcanthamoeba e
Naegleria. A primeira ceratite por Acanthamoeba em seres humanos (geralmente
imunocompetentes) foi detectada em 1974 no ReinddJiNagintonet al., 1974) e nos Estados
Unidos por Jonest al. ( 1975). A partir dai, outros casos tém sido descem diversas partes do
mundo, sendo estimados até entdo, 200 casos delgéases 3000 de ceratites pacanthamoeba

(Yoderet al., 2012).



2.2.1. Morfologia e ciclo de vida dé&canthamoeba spp.

Acanthamoeba apresentam duas formas evolutivas (Figura 1) dszinitos que sao formas
multiplicativas, de locomoc¢édo (movimentos polidiosais através da emissdo de pseuddpodes
globosos e hialinos, de onde surgem finos pseudspsdmelhantes a espinhos, chamados de
acantopodios) e de nutricdo (principalmente pej@ddose de bactérias, algas, fungos, leveduras,
matéria organica ou por inclusdo de particulasdag) e os cistos (Figura 2) que sdo formas de
resisténcia que favorecem a perpetuacao e a digpdos organismos no ambiente (Page, 1988;
Schuster & Visvesvara, 2004; Lorenzo-Moradeal., 2013).

Os cistos apresentam trés formas morfologicaseladty, poligonal e arredondado (Pussard
e Pons 1977). Cistos deanthamoeba spp. sdo resistentes a uma variedade de advessjdamno:
variacbes de temperaturas, congelamento, radialtfevioleta, cloro, herbicidas e pesticidas
(Siddiqui e Khan, 2012).

Acanthamoeba spp. ndo necessita de um hospedeiro para completau ciclo de vida,
sendo parasito facultativo ou oportunista. Samatids como anfizéicas devido a sua capacidade de
existir normalmente como organismos de vida livoeeesobreviver ou causar infecgbes em tecidos

de seres humanos e outros animais (Visvestala 2007).
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Figura 1. Trofozoitos deAcanthamoeba spp.isolados das amostras clinicas de cédes, comoadsulla presente tese.
(A) coloracdo de Giemsa, (vc) vacuolo contratil, (B coloracé@o de tricrémico. (D) coloragdo de Gréammento de
1000X. Barra = 5um. Nota-se no trofozoito a presenca das expans@igdasmaticas em forma de espinhos —
acantopddios (a); nucleo (n). Observa-se o nucléamante (nc) e a presenca de vacuolo contr&fil fonte: Ana
Maris Carlesso, 2014.

Figura 2. Cisto de Acanthamoeba spp. isolado de amostras
clinicas de cédes como resultado da presente tederaCao de
Gram. Cisto com a presenca da parede dupla (seta).

Fonte: Ana Maris Carlesso, 2014.



2.2.2.1. Ecologia do génerAcanthamoeba spp.

Protozoarios do génehoanthamoeba spp. estdo presentes nos mais variados ambiéntes (
ameba mais comum das AVL) e tem sido isolada de, smeira, plantas (bromélias), fontes
naturais de agua, reservatorios de agua, agua doagua de torneira, agua mineral de garrafa,
agua de piscinas, hidromassagem, solucfes de tmmtato, esgoto, amostras de ar atmosférico,
sistemas centrais de ar condicionado, ambientgsthlases (maquinas de dialise) e equipamentos
dentarios. E também em uma grande variedade deisngas, incluindo insetogAédes aegptis),
peixes, répteis, passaros, mamiferos (seres humgooks, cangurus, bovinos, equinos, cées,
gatos, etc.), (Marciano-Cabral & Cabral, 2003, Sthu e Visvesvara, 2004a Khan, 2006,
Visvesvaraet al., 2007, Sriramet al., 2008; Caumet al. 2009; Magliancet al., 2009 ; Carlesset
al., 2010; Wincket al., 2011; Ottaet al., 2012).

A abundancia destas amebas e a diversidade no ramhiepende da estacdo do ano, da
temperatura, da umidade, do pH, da salinidade enutgentes disponiveis como bactérias,
leveduras, fungos e algas (Schuster e Visvesva@d2Carlesset al, 2010).

Em seres humanoicanthamoeba foi isolada de mucosa nasal de voluntarios sauslave
(Vilchez et al., 2013) e pacientes com complicacdes respiratésecrecao pulmonar, ouvido, seio
maxilar, auto-transplante mandibular, cérebro, @ainpele, cérnea e amostras de fezes (Schuster e
Visvesvara, 2004; Visvesvaeh al., 2007). A ampla distribuicdo dcanthamoeba no ambiente,
também foi evidenciada pelos achados de anticarpgsopulacdo humana e animal, confirmando

um maior contato com esta ameba em diversos ambigi@chuster e Visvesvara, 2004).



2.2.3 Classificacéo e taxonomiaAmanthamoeba spp.

2.2.3.1. Classificacéo baseada na morfologia dostois

A classificacdo do génercanthamoeba inicialmente baseou-se em critérios morfolégicos
gue consideravam o tamanho e a forma dos cistadagsificacdo proposta por Pussard e pons
(1977), subdividiu o género em trés grupos morficligy distintos (I, Il e 1ll). Espécies do grupo |
(Acanthamoeba astronyxis, A. comandoni e A. tubiashi) sdo as que apresentam cistos de maiores
dimensdes (diametro médio >18 um) e se caracterpela forma estrelada da parede cistica
interna (endocisto) e a parede externa (ectoaistodis ou menos esférica.

No grupo I, estdo as espéciesAdanthamoeba mais isoladasA. castellanii, A. polyphaga,

A rhysodes, A. griffini, A. hatchetti, A. triangularis, A. divionensis, A. mauritaniensis, A.
lugdunensis e A. quina), seus cistos possuem um tamanho médio com didmEBum, o endocisto
pode apresentar-se de forma estrelada, oval, tli@angu quadrangular e 0 ectocisto segue mais ou
menos o contorno do endocisto (Khan, 2006).

O grupo Il compreende as espécies cujos cistos d&metro médio < 1Qum (A.
culbertsoni, A. healyi, A. jacobs, A. lenticulata, A. palestinensis, A. pustulosa e A. royreba), o
endocisto varia de poligonal a oval e o ectocigo (Khan, 2006 Visvesvara al., 2007). A
identificacdo de espécies Aeanthamoeba empregando unicamente critérios morfolégicos &anui
subjetiva, uma vez que resultados obtidos em estudgondmicos apresentam variagdes
importantes quando o uso de isoenzimas e biologlaaular s&o aplicados.

As caracteristicas morfoldgicas dos cistos saaenitiadas pelas condicdes ambientais.
Alguns trabalhos relatam que mesmo controlando oamslicbes de cultivo e de encistamento,
observa-se que diferentes espécies apresentantecestacas similares em seus cistos e que em

cultivos monoclonais aparecem cistos de diversatoiogias (Visvesvara, 1991).
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2.2.3.2 Classificacdo do génerfcanthamoeba spp. com base no sequenciamento do
gene SSU rRNA

Os eucariotos contém DNA ribossdmico (rDNA) umawggata conservada, complexa e
distinta. As regides conservadas permitem consbligonucleotideos e através da técnica de PCR
amplificar o gene ribossémico de diferentes organgs A subunidade menor do gene ribossémico
(SSU) é frequentemente utilizada nas analisesdiiléticas e evolutivas de protozoarios

A classificacdo das espécies Aeanthamoeba, baseada na determinacdo de genotipos foi
inicialmente estudada por Gagtal., 1995, que demonstraram a partir do desenvolvinedet
sondas de oligonucleotideos género-especificosredifas na identidade molecular entre isolados
de uma mesma espécie Almnthamoeba.

A organizacdo do género sofreu uma revolucao qu&tdihardet al. (1998), a partir da
analise da variacdo das sequéncias da subunidad® ($5U) do gene 18S do rRNA de diversos
isolados de amebas, dividiraAtanthamoeba spp. em diferentes genotipos, que resultou na
classificacdo de 53 isolados #deanthamoeba em &gua, solo, poeira e amostras clinicas, em 12
tipos de sequéncias ou genadtipos (numerados del12)aseparados por divergéncia% entre as
sequéncias (divergénci®d% colocam os isolados em um mesmo gendtipo). fezmente outros
pesquisadores classificaram novos isolados em genstipos: T13, T14 (Gast, 2001) e T15
(Hewettet al., 2003). Os gendtipos T16 e T17 e T18 foram rereahte descritos, ambos isolados
de agua natural de lagoa doce e de lesbes em huy@argaro e Venditti, 2010, Nuprosettal.,
2010, Qvarnstronat al., 2013).

O gendtipo T16 foi isolado pela primeira vez em siras clinicas no presente trabalho
(Carlessoet al., 2014). Observou-se, assim, que 0S grupos gémaostinham relacdo com a
classificacdo por espécie baseados na classificag@mlogica, evidenciando que a identificacao

molecular era mais precisa. E assim a taxonomikeaular descreve 18 gendtipos (também



11

chamados de ribotipos) diferentes dentro do géAeanothamoeba, sendo eles nomeados T1, T2,
T2a até T18.

Os gendtipos T2, T3, T4, T6 e T11 tém sido isoladimscamente como agentes causadores
da ceratite amebiana, sendo o gendtipo T4 em maimero como agente desta patologia, mesmo
guando ndo se trata do gendtipo de maior ocorr@miaeterminado ambiente (Maghsabdil .,
2005; Bootonet al., 2005). Os gendtipos T2a, T4, T5, T10 e T18 foraolathos de EAG. O
numero de sequéncias disponiveis vem aumentanddltio®s anos, e 0 genotipo T4 é o mais
isolado no ambiente e estd associado aos casosralitecem torno de 90% (Magshoedal.,
2005). A grande prevaléncia de isolamento no andiena maior associacdo do genotipo T4 a
ceratite amebiana; sugere uma maior viruléncia aiomguantidade de espécies desse gendtipo na

natureza, ou as duas hipoteses.

2.2.3.3 Taxonomia atual do génerécanthamoeba spp.

A Sociedade Internacional de Protozoologistas aptes uma nova classificacado
taxondmica para os protozoarios, baseada no usgrrdenentas moleculares (Adlal., 2005). Os
organismos eram agrupados em reinos, filos, classdxlasses, super-ordens e ordens, foram
substituidos por uma nova classificacdo que agragaicariontes em seis grandes grupos ou super-
grupos: Amoebozoa, Opisthokonta, Rhizaria, Plantdepmalveolata e Excavata (Figura 3). As
AVLs potencialmente patogénicas foram incluidas ehmis super-grupos: Amoebozoa e Excavata,
Acanthamoeba e Balamuthia mandrillaris estdo no super-grupo Amoebozoa e na subdiviséo
AcanthamoebidaeSappinea no super-grupo Amoebozoa, subdivisdo Thecamoebkelabellinea;

Naegleria fowleri no super-grupo Excavata, Heterolobosia: Vahlkamiaéi
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Plantae Streptophytes Discicristates Excavates
Heterolobosea
Lund plants Kinetoplastids
Green Algae Charophytes D‘Zplm:gmms
Chiorophytes Euglenids
Trebouxiophytes Core jakobids
Ulvophytes: Trimastix
Prasinophytes Oxymonads
Mesostigma Trichomonads
;, Hypermastigotes
Red Algae Eladicniyien Carpediemonas
Bangiophytes Retortamonads
Cyanidiophytes Diplomonads
Glaubophyles Malawimonads.
Cercomonads
Euglyphids
Apicomplexa Phdsoddres Gefiezca
Colpodelia Heteromitids
Dinoflagellates s tmonsEs
DstiTie Chlorarachniophytes
Alveolates el Phytomyxids
Clliates Haplosporidia
Foraminifera
E‘i:”:f"e”: Polycystines
enapeie Acantharla Rhizaria
Diatoms
Raphidiophytes Ascomycetes
Eustigmatophytes Basidiomycetes
Chrysophyles Zygomycetes
Phaeophytes Microsporidia
Bolidophytes Chytrids
Blastocystis Nucleariids
Actinophryids Animals
Stramenopiles Labyrinthulids
5 Thraustrochytrids C::::"D:",:gzﬂam Opisthokants
Domycetes Ichi o i a
Opalinids il
Bicosoecids Dictyostelids
Myxogastrids
Haptophytes
Cryptomonads Labm':'m“"ds
Archamoebae
Chromalveolates Amoebozoa ‘Unikonts’

Figura 3. Arvores dos eucariontes proposta pela Sociedade
Internacional de Protozoologistas.
Fonte; Keelingegt al., 2005.

2.2.4 Infeccbes causadas pércanthamoeba spp.

Acanthamoeba podem ser agentes infecciosos de lesGes cutésiaasites, osteomelites,
doencas pumonares, ceratites e Encefalite AmelBasmaulomatosa (EAG) em humanos e animais.
A capacidade de o protozoario produzir, gravescgiies, principalmente como oportunista, esta
associada a um aumento no numero de pacientes d@pimmidos e usuarios de lentes de contato

(Visvesvara, 2010; Siddiqui e Khan, 2012).

2.2.4.1 Encefalite Amebiana Granulomatosa (EAG)

Encefalite Amebiana Granulomatosa (EAG) é uma géednsidiosa e cronica do Sistema
Nervoso Central (SNC). Granulomas formados duranfgocesso de EAG sdo compostos de
amebas, microglia, macréfagos, célula polimorfoeaies, células T e células B (Khan, 2008). O
periodo de incubacdo ndo é bem conhecido, mas, yertlr de semanas, meses a anos. EAG

ocorre na maioria das vezes em humanos e animais fsiologia metabdlica ou funcdes
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imunologicas comprometidas e também pode afetantds cronicos, diabéticos, com doencas
maliginas, com lapos eritomatoso sistémico, cormdaeade Hodgkin, transplantados ou pacientes
com HIV (virus da imunodeficiéncia humana). Os fasopredisponentes incluem: alcoolismo,
drogas, tratamentos com esteroides, quimioterapsaieterapia (Visvesvara, 1991; Turretral .,
2000). Acanthamoeba em casos de EAG também foi verificada em criancasdaltos
imunocompetentes (Ofori-Kwakyet al., 1986; Singhaét al, 2001).

A porta de entrada daécanthamoeba em individuos suscetiveis esta na maioria dos casos
relacionada com a inalagdo de amebas através desennasal e de pulmdes ou diretamente através
do neuroepitélio olfativo ou ainda atravées de lsesda pele. A partir do local injuriado o
protozoario pode alcancar a via hematogénica gessar a barreira hematoencefélica e ter acesso
ao SNC em seres humanos e animais provocando EA®ifelz e Janitschke, 1985; Visvesvara,
2010).Acanthamoeba spp. também pode causar EAG em animais, inclugaditas, macacos, caes,
ovinos, bovinos, cavalos e cangurus, assim comg, aépteis, anfibios, peixes e até mesmo
invertebrados (Visvesvara & Maguire, 2006).

O inicio da EAG é lento e geralmente apresenta festac6es neuroldgicas e alteragdes
comportamentais. Outros sintomas incluem dor deegagbdisturbios visuais, rigidez da nuca,
nauseas, vomitos, febre baixa, letargia e ataxibetar, anormalidade mental, aumento da pressao
intracranial, hemiparesia, convulsdes e coma (MacciGabral e Gabral, 2003; Pe#tyal., 2006;

Visvesvareet al 2007).

2.2.4.2 Diagndstico décanthamoeba spp. na EAG
Na EAG em seres humanos geralmente s8ao encontradosrofozoitos ou cistos de
Acanthamoeba no LCR. Os altos niveis de anticorpos especiffiars Acanthamoeba no soro de

pacientes sdo indicativos de infec¢do. Os niveiardieorpos em populagdes normais pode estar
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entre 1:20 a 1:60 (Siddiqui & Khan, 201ZFxames do liquido cefalorraquidiano (LCR) de
pacientes com EAG revelou pleocitose linfociticenagevacdo moderada das proteinas e a glicose
de normal a diminuida. Trofozoitas ou cistosAdanthamoeba geralmente nédo sédo encontrados no
LCR. Os altos niveis de anticorpos especificos pemanthamoeba no soro de pacientes séo
indicativos de infeccdo por EAG. Os niveis de amfios em populacdes normais pode estar entre
1:20 a 1:60 (Siddiqui & Khan, 2012).

A evidéncia confirmatoria vem da demonstracdo Adanthamoeba spp. nos tecidos
infectados, através de coloracbes como: Gram, Giamsematoxilina e eosina, essas coloracdes
nao diferenciam acantameba de macrofagos e desoctalas, mas com base na morfologia
nuclear dos trofozoitas de acantamebas se contErpreessa diferenciacdo. A estrutura nuclear de
acantameba tem cariossoma pronunciado e envolddaorm halo perinuclear, que é diferente de
células inflamatorias. Outras coloracdes sdo uspaiasidentificar cistos nos tecidos como: acido
periodico de Schiff, Gomori metanamina, calcoflomanco.

A utilizacdo de anticorpos especificos para difesenespécies décanthamoeba em
conjunto com a coloragéo por imunofluorescénciadajoa identificacdo da ameba. No entanto os
organismos podem ser identificados como membragdercAcanthamoeba, mas a discriminagéo
entre espécies é dificil, uma vez que muitas espé&Eio antigenicamente relacionadas (Martinez e
Visvesvara, 1999; Visvesvara 2010). Métodos basead reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
também podem ajudar no diagnético Almnthamoeba (Macleanet al., 2007; Visvesvarat al.,

2007).

2.2.4.3. Tratamento de EGA
O diagnéstico precoce da encefalite amebiana segiliodtratamento é essencial para o

prognéstico de sucesso. Nao existe um udnico agefiteaz contra todos os genoétipos de
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Acanthamoeba. O regime de tratamento inclui sulfadiazina, flugool, itraconazol, biguanida
polihexametileno ou digluconato de clorexidina @ménte com isotianato de propamidina ou
hexamidina, se tiver bactérias associadas comezgéabd deve ser incluidos antibidticos como:
neomicina ou cloranfenicol. As aplicacdes topicasafdesdes cutaneas causadas por acantameba
sdo: clorexidina, cetoconazol crensém de pentamidina, sulfadiazina, flucitosinagdnazol, ou
itraconazol que tém resultados terapéuticos dessad®isvesvarat al., 2007).

Os resultados do tratamento de EGA sédo poucosiassiem grande parte sdo por causa
de vérios fatores como: a falta de sintomas claadgajta de confianca nos testes de diagndsticos
nao invasivos e a falta de conhecimento dos adalisa dos exames. O diagndstico quase sempre €
feito pos-mortem (Figura 4). Em raros casos EAG e infeccbes cutajgedsram tratadas com
sucessdMarciano-gabral & Gabral, 2003; Visvesvagtaal., 2007; Waliaet al., 2007) O namero
de mortes associadas a EAG pode ser de 1,57 d¥¥01fortes de HIV/AIDS nos Estados Unidos

e este numero pode ser subestimado em paises snboleslos (Siddiqui & Khan, 2012).

Figura 4. Seccdao coronal dos hemisférios cerebrais com
necrose cortical e necrose subcortical de um cas@mho
fatal de GAE.

Fonte: Marcian- Gabral e Gabral, 20C



16

2.2.4.4. LesOes cutaneas pécanthamoeba spp.

A maioria dos pacientes com HIV na fase da AlID$pgigpalmente com acantamebiase
disseminada, apresentaram infec¢coes na pele comifestacao inicial da doenca, as lesdées sao
descritas como: papulas, pustulas, nédulos e @lcambcutdneas ou dérmicas, afetam mais as
extremidades, tronco e face (Figuras 5 e 6). Algunisres relataram que pacientes HIV negativos e
com acantamebiease disseminada, tiveram as lesf#aseas como manifestacao inicial em até

90% dos casos (Martinez, 1985; Finkiral., 2007; Martinezt al., 2010).

AN, - VRS D . T
Figura 5. Varios trofozoitos deAcanthamoeba spp. em meio a restos
necroticos da bidpsia de abscesso da pele. Doifoztibtos com
acantopodios e nucléolo proeminente (setas). Hediliatoeosina,
ampliacdo original de 160x. Fonte: Galaezal., 2009.

Figura 6. Lesdes cutaneas ulceronecroéticasAmanthamoeba
spp. em paciente aidético. Fonte Galaezal., 2009.
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2.2.4.5. Ceratite porAcanthamoeba spp.

Acanthamoeba pode levar a infeccfes dolorosas da cornea, tlazeérios problemas de
visdo aos usuarios de lentes de contato, especigirae as lentes sdo colonizadas por biofilmes de
bactérias (Martinez, 1985; Simmoasal,1998; Siddiqui e Khan, 2012Leratite crénica é outra
doenca em que espécies Meanthamoeba estdo implicadas. Relatos de casos de ceratite por
Acanthamoeba vém aumentando significativamente nos dltimos anparalelamente a
popularizacdo do uso de lentes de contato, prilmg#e hidrofilicas. Apesar disso, 10 a 15% de
casos de ceratite pdkcanthamoeba ocorrem em pessoas que ndo usaram lentes de ccontat

(Lorenzo-Moralest al., 2010).

Ao contrario da encefalite, a ceratite pacanthamoeba pode ocorrer em individuos
imunocompetentes. A contaminacdo ocorre principaley@uando o individuo utiliza praticas
inadequadas de desinfeccdo das lentes. Acreddaes&canthamoeba ndo tenha a capacidade de
invadir a cérnea integra, havendo a necessidageedanca de uma lesdo ou micro leséo prévia, o
gue explicaria a grande correlacdo entre a doemcas® de lentes de contato. Em contato com a
cornea, 0 préximo passo para o0 estabelecimentanféacBio € a aderéncia e penetragdo dos
trofozoitos no epitélio. Apds a penetracdo, segsemnulceracdes, infiltrado em forma de anel e

inflamagdes (Figura 7) (Siddiqui & Khan, 2012).

Olho Normal Olho Infectado com Acanthamoeba

Figura 7. Ceratite porAcanthamoeba spp.
Fonte: Siddiqui e Khan, 2012.
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Os sintomas mais comuns da ceratite poanthamoeba sdo fotofobia, opacidade da
cornea, dores intensas (normalmente despropora@ogra@vidade aparente das lesdes) e diminuicdo
da visao (Visvesvara, 2010). Estes sintomas satonseimelhantes aos da ceratite causada por
herpes virus e fungos e em muitos casos ocorrerdifidacdo incorreta do agente etiolégico. O
uso de lentes de contato associada a dor localsamtem paciente com infec¢do ocular é indicativo

de ceratite amebiana (Siddiqui & Khan 2012).

2.2.4.6. Diagndstico e tratamento deratite por Acanthamoeba spp.

Um dos problemas mais sérios e preocepamtas infecgcbes oculares por
Acanthamoeba é a deficiéncia de um diagnéstico rapido e corrdta maioria dos casos, 0
diagnostico efetuado refere-se a presenca de hefipegos e bactérias. A presenca da ameba
muitas vezes sO é detectada através de raspadopsiabda cérnea e, muitas vezes, somente apos
a remocao da cérnedlgrciano-Cabral & Cabral, 20D3Em muitos desses casos, foi realizada
ceratoplastia, por vezes sem sucesso devido aivedi@ infeccdo, levando a necessidade de
remocao do globo ocular. Mesmo ap0s um diagnosticeeto, outro problema € determinar um
tratamento eficaz, uma vez que as amebas dessegésgecialmente quando na forma de cistos,
mostram-se bastante resistentes a uma série detpriéypicos (Siddiqui & Khan 2012).

Dentre os métodos utilizados em laboratérios a®ic cultivo de biopsia da cornea, e
microscopia do raspado da cornea corados com hgiliveeeosina ou outros corantes mais
especificos, como o calcofluor branco, que reageaiscamente as paredes celuldsicas das formas
de resisténcia dAcanthamoeba spp., 0s cistos, sdo amplamente utilizados (Da&ézevedaoet
al., 2009). Para o diagnostico de ceratite amebianausmarios de lentes de contato, a analise
também pode ser feita através da analise das leatesntato e de seus estojos (Marciano-Cabral &

Cabral 2003). A microscopia confodal vivo surgiu como uma valiosa ferramenta néo invasiva
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para o diagnostico de ceratite infecciosa gravev@8varat al., 2007). Metodologias baseadas na
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) também foresendolvidas para a deteccdo de
Acanthamoeba ja que existem sequéncias de reconhecimento éspecpara este género de
amebas (Qvarnstroet al., 2006).

Os tratamentos utilizados para infec¢desAmanthamoeba sdo empiricos, baseados no uso
de antimicrobianos em numerosas combinacfes (Lo+Blmzales et al., 2010; Roberts &
Henriquez, 2010). A maioria deles tem acdo sobréraiszoitos, mas pouco efetivos sobre os
cistos, o que leva a recidiva das infec¢cdes nanmaaios casos (Schuster & Visvesvara, 2004b Dart
etal., 2009).

Dentre as drogas atualmente recomendadas paramérso de ceratite péicanthamoeba
o polihexametileno biguanida (PHMB), clorohexidimbamidinas, isotionato de 19 propamidina
(Brolene) e hexamidina (Desomedine). Ainda podenuskzados antifUngicos como miconazol,
fluconazol e cetoconazol e em casos de infeccatelmta associada, pode-se ainda utilizar
neomicina ou cloranfenicol.

O tratamento da infecgdo ocular é dificil e de mpgazo. As drogas de aplicacdo topica sédo
utilizadas por dois ou trés dias, a cada hora.efloginente o niumero de aplicagbes por dia é
reduzido, porém o tratamento pode durar varios spetegando um ano (Lorenzo-Moradtsl .,
2010; Trabelskt al., 2012). O tratamento quando realizado na faskatgpoodera néo ter o efeito
esperado, fazendo-se necessérias intervencfegicasircomo ceratoplastia, debridamento e
transplante de cornea (Marciano-Cabral & Cabra320 Quando o tratamento ndo é realizado,
podera ocorrer ulceragdo da cornea, com presengdilttado no estroma, perfuracdo e finalmente,

perda de visédo (Saeetdal., 2009).
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2.2.5. Patogénese d&canthamoeba spp.

A instalacdo da doenca provocada pmanthamoeba inicia com a adesdo a célula
hospedeira com o primeiro passo e € mediada porpuataina de ligacdo a manose expressa ha
superficie déAcanthamoeba (Garate, 2004). As adesinas também estdo inclmeste processo de
adeséao. Entre os receptores da célula hospedsiggtor Toll-like 4 (TLR4) mostrou envolvimento
no reconhecimento d&canthamoeba induzem a secrecéo de interleucfha interleucinar, TNF-

a, interferony, citocinas em células da cérnea humana (Sissoak 2004). Outros fatores que
podem contribuir para a patogénésanthamoeba incluir ecto-ATPases estes estdo envolvidos na
ativacdo da caspase-3 que faz parte da cascatpopaose celular (Sissoret al, 2004). As
atividades da neuraminidase Aeanthamoeba pode ser relevante na colonizacdo do parasita, e
também importante na producéo de dano do epitéfimeano rica em acido sialico e nas alteracdes
de glicolipideos associados meningoencefalite.

Os fatores independentes de contatmnthamoeba possue enzimas hidroliticas, incluindo
elastases (Ferrante & Bates, 1990), fosfolipaseertéavi et al, 2011), glicosidases e uma
variedade de serina, cisteina e metaloprotease$n@a 2010). No entanto, 0s seus mecanismos
precisos de agdo no nivel molecular estdo apemasgamdo a emergir. Em geral, o mecanismo
pelo qual cAcanthamoeba rompe barreiras biolégicas é complexo e é susegié envolver tanto
parasita (adesinas, proteases, fosfolipases), bam determinantes do hospedeiro [interleudina-

a interleucinaz, TNF-0, interferony, sediar a apoptose celular. Além acima menciontdoses de
viruléncia potenciais, a capacidade Aeanthamoeba para sobreviver a condi¢cbes ambientais
adversas e sua resisténcia a farmacos quimiotaiepepor diferenciacdo em cistos contribui para

a sua patogenicidade .
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2.2.6Acanthamoeba spp. em animais

Atualmente séo poucos os relatos de infec¢coed\gmthamoeba em cdes. Acredita-se que
isto pode ser devido ao dificil diagnostico do protrio e a falta de profissionais especializadas n
assunto. Acanthamoeba spp. pode causar infeccdo no SNC, do tipo Entefalimebiana
Granulomatosa (EAG), em diversos animais, incluigdolas, macacos, ovinos, bovinos, equinos,
cangurus, passaros, repteis, anfibios e peixegg@hismo também foi isolado a partir de outros
orgaos de animais como: pele, tiredide, pancreaagéo, pulmdes, linfonodos e rins (Visvesvara
& Maguire, 2006; Visvesvaret al., 2007).

O primeiro caso relatado dcanthamoeba isolada de céo ocorreu no Vietna do Sul. O
animal era da raca Pastor Alemao e apresentavalag@a no escroto. A infeccdo causada pela
ameba teve manifestacdes multifocais necrohemeasgio coracdo, pulmdes, figado e pancreas,
onde foram observados numerosos organismos moidalngnte compativeis coAtanthamoeba.

Os autores sugerem que a invasdo da ameba noosde, ter ocorrido através da lesdo do escroto e
propagou-se pela via hematogénica, ou atravésatio respiratério por inalacdo de organismos ou
por extensdo direta de uma infeccdo inaparente (Fgas e Garner em 1972). A partir dai varios
outros relatos ocorreram (Kadlec, 1978; Pearet,1985; Visvesvara, 1991; Buergeital., 1991,
Bauer eet al., 1993; Greene & Howerth, 2006).

Estudos baseados no sequenciamento de isoladesaathamoeba de peixes, reptéis e de
ceratite humana pertencentes ao grupo T4, sugenencagacteristicas que facilitam esta ameba a
infectar animais pode também ajudar infectar hum@¥svesvarat al., 2007).

Os veterinarios estdo cada vez mais buscando ciomdr®o sobre a epidemiologia,
ecologia e possiveis vetores ou hospedeirogadathamoeba, possibilitando a prevencdo e um

tratamento adequado para as infec¢des provocadastes protozodrios.
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2.2.7. Citopatogenicidaden vitro de Acanthamoeba spp.

Os varios relatos na literatura espeeda descrevem o0s testes de
citopatogenicidade como os mais indicados, pardiaava viruléncia deAcanthamoeba spp.
principalmente com células epiteliais de mamifekbgste certa discordancia entre alguns relatos
sobre os testes mais indicados principalmente, tquao uso de animais de laboratdrio para
averiguar a patogenicidade Aeanthamoeba. Segundo alguns autores a dificuldade de padnmoniza
para amebas: a via de inalagdo, a quantidade dolnde trofozoitas, a viruléncia da cepa e a
resposta da suscetibilidade individual dos aninfaiscom que essa técnica seja abandonada cada
vez mais (De Jonckheeret, 1980; Gonzalez-Ro#tles., 2013). Os comités de ética em geral,
também sugerem o uso dos testes de citopatogesagitatro, ex vivo no lugar den vivo.

Cursons e Brown (1978) compararam o0 terapa concentracdo do inoculo de
Acanthamoeba spp. e Naegleria spp., necessarios para o desenvolvimento do efédpatico em
cultura de células VERO, com que eram necessaaos gausar a morte de ratos. Os autores
concluiram que o tempo que as amebas levam padazr® efeito citopatico nas células VERO é
duas vezes mais rapido em comparacao com a indouday ratos. Nesse estudo foi observado um
aumento da viruléncia décanthamoeba e Naegleria pela passagem na cultura de células VERO
guando comparada a inoculagéo de cultivo axénicta&us.

Os autores do estudo relatado acima, sugerem gse de culturas celulares tem vantagens
em relacdo ao uso de animais para avaliar a patidghe de amebas, como: evitar as variagoes da
suscetibilidade individual dos animais de laboiatoalém da dificuldade de decidir quantos

trofozoitos séo necessarios para causar a infeccao.
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2.2.8. Interacdo dacanthamoeba spp com macréfagas

Acanthamoeba spp. e macréfagos compartilham notaveis semelhagigasuas estruturas
celulares (caracteristicas morfologicas e ultrauastais — figura 8), na motilidade molecular, na
fisiologia e na bioquimica, Alguns autores acreditgue macrofagos e amebas evoluiram
igualmente nos seus processos evolutivos (Coss@oldati, 2008; Khan, 2009). Na analise do
genoma parcial dAcanthamoeba, observou-se que a ameba pode organizar-se interma como
uma célula humana (Andersenal., 2005). A habilidade da ameba de distinguir entréceque é
dela) e ndo-eu (células estranhas); significazafumidamental do sistema imune de varias espécies
do reino animal (Janewagt al., 2001). Trabalhos recentes mostram deanthamoeba é
considerada “cavalo de Tréia” de varios microrgauais (virus, bactérias e leveduras), ndo se sabe
a real especificidade para a captacdo pela amedsa diéversidade de organismos (Khan, 2009).
Reciprocamente macrofagos sédo considerados “gramelesradores”, sendo a maior linha de
defesa contra microrganismos invasores. A pring@papriedade dos macréfagos € a fagocitose, da
mesma forma que ocorre cdknanthamoeba (Siddiqui & Khan, 2012).

O processo de fagocitose na ameba e nos macréfagependente de actina resultando na
formacao de pseudopodes e motilidade celdeanthamoeba tem sido utilizada como modelo para
estudar o citoesqueleto, a estrutura, a funcdopeadsinas de ligacdo de actina e miosina (Khan,
2009). Portanto ha muita semelhancga, entre amelm@s®fagos, em nivel molecular, na estrutura,
funcdo e regulacdo bioquimica de fagocitose e idatie celular. Porém, algumas diferencas
existem entre os dois, por exemplo: a capacidadea@hamoeba viver livremente no ambiente e
como parasita e se diferenciar em um estagio de em condi¢cbes adversas, sdo caracteristicas
nao observadas em macrofagos. (Cohn & Benson, Tafi#hetal, 1965).

A evolugdo da fagocitose provavelmenpmareceu mais cedo em eucariontes

unicelulares (Delvest al., 2006). Existe uma semelhanca entre varias liastpara infectar e se
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multiplicar no interior de macrofagos humanos e lzase as formas sdo analogas e utilizam os
mesmos mecanismos para a transcricdo, pos-tradsoeigniveis celulares. Em suma, bactérias
poderiam realizar de maneira semelhante a infetag@o em macrofagos como em amebas, uma
vez que amebas e macrofagos humanos tém propriedadgaraveis (Yaet al., 2004; Segal &
Shuman, 1999; Al-Khodoet al., 2009). Ainda:Acanthamoeba poderia ser utilizada como um
campo de treinamento para microrganismos tornaseepadgenos, “aprendendo” a evitar a morte

mediada por macréfagos em humanos e animais.

Acanthamoeba spp. Macroéfago Alveolar

Figura 8. Microscopia de transmissdoAcanthamoeba
castellanii do grupo T4 e um macréfago alveolar.
Fonte: Khan, 2008.

2.2.9. Microrganismos Resistentes Acanthamoeba spp. (MRA)

Acanthamoeba pode hospedar diversos microrganismos incluintiasa bactérias, fungos,
protozoarios e virus, alguns sédo potencialmentegpaicos para humanos e animais. A natureza
precisa dessa simbiose ndo esta bem clara, maesgegue essas interacdes com acantameba e
outras AVL permitam que microrganismos patogénisobrevivam a condicfes hostis e que
possam ser transmitidos para hospedeiros susecetibbeista forma,Acanthamoeba no meio

ambiente, pode funcionar como reservatério de mgarismos. Pesquisa relacionada a interacdes



25

entre Acanthamoeba e microrganismos tem aumentado nas ultimas décpagsorcionalmente ao
interesse da comunidade médica e cientifica (Kh&ud&liqui, 2012).

Estudo sobre simbiontes de AVL foi publicado pelanpira vez em 1956 por Drozanski,
gue descreveu a presenca de bactérias intraceludgmeamebas lisadas. Ciobanu MP (1975),
demonstrou microrganismos internalizados Aoanthamoeba e evidéncias sorologicas desses
microrganismos em humanos. A partir de entdo, mmginumerosos estudos de microganismos
internalizados em AVL, sendécanthamoeba 0 protozoario mais encontrado nessas interacdes. A
disponibilidade de ferramentas moleculares, comitréion para compreensdo dessas interacdes
(Greubt & Raoult, 2004).

O interesse nas interagcbes de amebas e micrengasichamou mais a atencéo,
quando uma doenca misteriosa foi fatal para 2%pssse 182 infectadas, durante adBvencao
estadual da Legido Americana em julho de 1976. énda na época ficou conhecida como doenca
do Legionario, e apenas em 1978 foi atribuidaegionella pneumophila, (Fraseret al, 1977,
McDade et al, 1977; Winn, 1988) Atualmente estima-se que 8.000 a 18.p68soas sao
hospitalizadas com a doenc¢a do Legionario por asoHUA, no entanto, apenas cerca de 3.000
casos sao relatados ao CDC, (MMWR-CDC, 2011).

Tobin e colaboradores (1980), isolar&ampneumophila do ambiente pela primeira vez na
agua de chuveiro, em unidade de transplantaddsgjstal no Reino Unido, no qual dois pacientes
apos banho, foram contaminados e desenvolverarergdao Legionario. Faltava descobrir como
a bactéria que era fastidiosa nos meios de cubivbrevivia e se multiplicava em ambientes com
poucos nutrientes como a adgua. Rowbotham em 13Rbieu queAcanthamoeba era responsavel
pela transmissdo deegionella para o ser humano, através da inalagdo de amdkatadas ou das
suas vesiculas que ao serem destruidas no trgtivatéso inferior libertavam as bactérias que

infectavam os macréfagos alveolares (Rowbothan))198
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Uma vez queAcanthamoeba habita naturalmente ambientes aquaticos e sistataas
armazenamento e distribuicdo de agua de hospitaigd®s publicos (Carlesgbal, 2010, Winck
et al, 2011) e também é€ resistente a extremos de tetuperaloro, pH e osmolaridade quando
encistadas, a sua importancia como reservatorimocmeio de transmissdo e multiplicacdo de
Legionella parece evidente. Isso pode explicar a emergércig@gionelose apds a exposicdo de
humanos a aerossois produzidos por equipamentoe s@temas de ar condicionado, jacuzzis,
chuveiros, etc (Harb & Kwaik, 2000).

Entre os MRA, alguns sdo hospedes naturais de anubaida livre (identificados dentro
AVL isolada por enriquecimento), alguns foram reamaplos por co-cultura com amebas e alguns
foram identificados como microrganismos resistereamebadn vitro. Alguns sédo bactérias
intracelulares obrigatérias, enquanto outros sadebas intracelulares facultativas ou bactérias
extracelulares. Alguns sdo estabelecidos patogdmosanos, enquanto outros sao patdgenos
emergentes. A lista ndo inclinterobacteriaceae que resistiram a destruicdo pela AVL somente
sob condi¢Bes nao fisiologicas, tais como a claragao exemplos de microrganismos facultativos
em Acanthamoeba: (Helicobacter pylori, Flavobacterium spp, Listeria monocytogenes,
Mycobacterium avium, M. marinum, M. ulcerans, M. simiae, M. phlei, M. fortuitum, M smegmatis
Afipia felis, A. broomae, Bosea spp. Bradyrhizobium japonicum Caedibacter acanthamoebae,
Paracaedibacter symbiosus, Paracaedibacter acanthamoebae, Procabacter acanthamoeba,
Francisella tularensis, Legionella pneumophila Many species... anisa, L. fallonii, L. rowbothamii,
outras LLAP, Listeria monocytogenes, Odyssella thelassonicensis. Os MRA obrigatérios
estabelecidos incluemChlamydophila pneumoniae, Parachlamydia acanthamoebae, Smkania
negevensis, Amoebophilus asiaticus, Mycobacterium leprae, Ehrlichia-like organismo
Saccamoebac, Rickettsia-like, Coxiella burnetii. Os MRA extracelulares como exemplos tem-se:

Mezor hizobium amor phae, Burkholderia cepacia, Burkholdereria pseudomallel, Ralstonia pickettii,
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Escherichia coli 0157, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae, Molibuncus curtisii (Greubt e
Raoult, 2004).

Além de bactérias, ja foram obtidos outros grup@sricrorganismos em co-cultivo com
Acanthamoeba, como fungos Qryptococcus neoformans- Greub & Raoult, 2004) e protozoarios
(Cryptosporidium — Goméz-Couset al., 2007). Acanthamoeba também pode albergar alguns virus
como: mimivirus relacionado com os Iridovirus, Fioxs e Asfarvirus, entre outros, que infectam
naturalmente amebas. Juntamente com outros vioghtemente descobertos, esta incluido na
familia Mimiviridae que contém os maiores virustecidos (La Scolet al., 2003).

O termo “endossimbiontes”, definido por Buchner 539 “como uma coabitacdo
regulamentada, harmoénica de dois parceiros naem@aaios em que um deles vive no corpo do
outro”, refere-se a localizacdo dos microrganismbos-amebas e a estreita relacdo com estas. Os
patdogenos de amebas como: amebianos patogéniposl.agionella (LLAP — Legionella-like
amoebal pathogens), foram denominados de acordoacgua citopatogenicidade e representam o
paradigma das bactérias lisarem as amebas, enqoattas sdo consideradas endossimbiontes
(Parachlamydia acanthamoeba), na qual a relacdo com o hospedeiro é estavel.

Sabe-se que as amebas alimentam-se de microrganismiizando-os como fonte de
energia, entdo o termo “Microrganismos ResisteaseBmebas” (MRA) ou endobiontes, utilizado
originalmente por Greub G & Raoult D em 2004, &drste adequado para o grupo de organismos
que nao sdo destruidos pelas amebas. Ha indicqgéésanthamoeba protege microrganismos de
antibioticos (Barkeret al., 1995; Miltneret al., 2000) e de substancias biocidas (Bawsteal.,
1992), principalmente quando encistadas (Kahgl., 1988; Steinerét al. 1998). Sendo os cistos
resistentes a estas e outras agressées ambiagifaisono estresse osmatico, salinidade e pH
(Rodriguez-Zaragoza, 1994), as amebas tém uma dungfural como reservatérios de MRA,

permitindo a sua persisténcia e distribuicao noiamé (Barker & Brown, 1994).
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A bactériaL. pneumophila € Gram-negativa, intracelular facultativa e resaoel por
diversas infeccdes respiratérias que podem culneéimapneumonia, e que podem ocorrer em surtos
ou casos isolados, sendo a sua presenca associadtes de agua contaminadas em ambientes
publicos, particularmente em ambientes nosocon(&tisut et al., 1985; Patrizieet al., 2013). A
infeccdo aguda mais grave é conhecida por doentaglonario enquanto a versdo menos grave é
a Febre de Pontiac, que tem sintomas analogosrigassg Fieldset al., 2002). Entre os MRA, 0s
mais estudados pertencem ao génagionella, com mais de 50 espécies e classificadas em 70
sorogrupos (Euzeby 2008), sendo a esplécpmeumophila responsavel por 80-90% da doenca do
Legionario, Obitos sédo variaveis de 1-80% dos catEendendo do estado imunologico do
paciente, (Benirt al 2002; Yuet al, 2002; Patriziat al., 2013). Segundo Patrizia e colaboradores
(2013), 92% dos casos da doenca do Legionariorueme al. pneumophila sorogrupo tipo LP-1 e
L. pneumophila Philadelphia-1, os autores sugerem que pode sédad@vgrande habilidade da
bactéria entrar em células do hospedeiro, da niodigio e da inducdo a citopatogenicidade,
guando comparado com outros sorogrupos (Pagtizla, 2013).

Estudos realizados na andlise das semelhancas aestrinfeccdes porlegiondla,
principalmente em\canthamoeba e macrofagos, mostram que tanto nas amebas cosrfagricitos
humanos, as bactérias se multiplicam em um fagassespecializado que nédo se funde com
lisossomas (Bozue & Johnson, 1996) e que se apaeseteado pelo reticulo endoplasmatico
rugoso (Sinai & Joiner, 1997; Ga# al., 1997). Foi demonstrado também que a proteina de
membrana Mip (macrophage infectivity potentiatogtgmcia a infecgao intracelular tanto nos
protozoarios como nos macréfagos e dquegneumophila utiliza os mesmos genes para poder
crescer intracelularmente em macrofagos humanosaebas.

De fato, ha dados consistentes que indicam gquéradanem mondécitos e a viruléncialde

pneumophila aumentam significativamente apds crescimentodalusdar em amebas (Fielésal.,
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1990; Cianciotto e Fields 1992; Cirilebal., 1994; Cirilloet al., 1997; Cirilloet al., 1999; Segal &
Shuman, 1999; Patersah al., 2011). Essa bactéria tem sido utilizada como undet@opara o
estudo de interacbes coAtanthamoeba, 0 interesse na ameba é devido a semelhanca com os
macrofagos de mamiferos, principalmente nas attesldagocitarias e nos receptores de membrana
(Yan et al., 2004). Além del.. pneumophila, foram descritas outras espécies do mesmo género
associadas a Febre de Pontiac e pneumonias, taLc@nisa, L. micdade, L. jordanise L. Iytica
entre outras (Fields et al., 1990; Gobbo et aB61®arrieet al., 2001; La Scolat al., 2003).

Além destas espécies deesgionella também foram isolados 0s micro-organismos
denominados como Amebianos Patogénicos tipgionella (LLAP — Legionella-like amoebal
pathogens). Embora néo cresgamvitro em meio BCYE (buffered charcoal yeast extract)ppm
paralLegionella e ndo fluorescam com marcadores especificos pgémero, estes LLAPs podem
ser isolados a partir de amostras de expectoraginbéentais recorrendo-se ao co-cultivo com
Acanthamoeba spp. (culturas de amebas inoculadas com as amastrdaminadas), em que as
amebas se alimentam das bactérias, mas as bac&sistem a destruicdo e se multiplicam no
interior deAcanthamoeba, (Rowbotham 1986; Michet al., 1998; Adelekest al., 2001).

Os LLAPs tém sido isolados de doentes com pneumbaigendo cada vez mais indicacdes
gue estas espécies emergentes sdo responsavemsspsrde pneumonia de etiologia previamente
desconhecida, (Frgt al., 1991; McNallyet al., 2000). O recurso de métodos moleculares para
caracterizar a filogenia destes LLAPs permitiu sifesar a maioria como pertencentes ao género
Legionella, e para estas e outras espécies de microrganigotescialmente patogénicos ao co-
cultivo com Acanthamoeba sendo o Unico método viavel para conseguir a sulipiicacdo e
isolamento em laboratorio (Greub & Raoult, 2004).

Recentemente foi publicado um estudo em que sdvamain varias espécies de

Acanthamoeba, obtidas de sedimento marinho e estuarino. Osiemns®mm a técnica de PCR
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demonstraram que 48% das culturas de amebas isolrdan positivas para a presenca de
Legionella, tendo a espécie. pneumophila sido detectada em 4% das culturas. Estes ressltado
indicam que as amebas capazes de crescer em amibyianihho podem albergar no seu interior
varias espécies deegionella potencialmente patogénicas e protegé-las do ssetsadino, (Gasit
al., 2011).
A capacidade de alguns microrganismos de sobmeeivee multiplicar dentro de

amebas nao significa apenas que estas possamdemnaservatorio para esses microrganismos. O
crescimento intra-amebiano de bactérias pode indemdtipos consideravelmente diferentes das
espécies mantidam vitro. Essas diferencas podem ocorrer a nivel celuléisi@dgico, por
exemplo, expressdo de lipopolissacaridos, acidasogre proteinas de superficie (Barkeal.,
1993) ou ainda na sua capacidade de sobrevivérmatogenicidade (Barker e Brown, 1994). No
decorrer da evolucdo da relacdo predador-presa promozoarios, as bactérias desenvolveram
mecanismos de defesa, como a secrecdo de toxiragaaidade de evitar a fusdo fagossoma-
lisossoma (Hilbi et al., 2007) e a resisténcia lddpido do lisossoma (Maurat al., 1992).

Por outro lado, alguns autores referem que a @dgatiogenicidade décanthamoeba pode
ser aumentada apos infecgdo por MRAs (Fritsttad., 1998). Protozodrios com microrganismos
internalizados podem ter co-evoluidos e com isgara organismos se tornaram endossimbiontes
obrigatérios ou facultativos, que infectam e lisapus hospedeiros proporcionando a algumas
espécies a capacidade de fazer o mesmo dentro deéfags de animais ou outras células
hospedeiras (Brown & Barker, 1999; Weissenbeegat., 2007).

Os dados obtidos até agora sugerem que as amebasnégapel ambiental importante na
manutenc¢ao, evolugéo e transmissao de microrgasipatogénicos para o ser humanos (Goebel &
Gross, 2001; Brown & Barker, 1999), tendo sido ppemlamente chamadas “cavalos de Troia” do

mundo microbiano (Brown & Barker, 1994) e identfilas como vetores desses microrganismos
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por varios autores (Winiecka-Krusnell & Linder, 9%Greub & Raoult, 2002, Greub & Raoult
2004). A resisténcia de microrganismos a destrupgiocélulas predadoras também tem interesse
em termos evolutivos, porque podera contribuir gareompreensao dos mecanismos que terao

levado a origem de organelas na célula eucariaieséoet al., 1999).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da presente tese estdo organizadiwésoapitulos apresentados na forma de
artigos cientificos.

No capitulo | é apresentado o artigo intitulado d€icterization of Isolates of
Acanthamoeba from the Nasal Mucosa and Cutaneous Lesions osDpgblicado na revista Curr
Microbiol. Este artigo descreve o isolamento eraatarizacdo genotipica, termo e osmotolerancia
e patogenicidade em células VERO de isolado&cdathamoeba de amostras clinicas, obtidas de
caes com problemas de pele no hospital de clivetesinaria — UFRGS- Porto Alegre — RS e
representa o primeiro trabalho de isoladosAdanthamoeba de amostras clinicas de animais do
grupo de pesquisa de AVL da UFRGS. No presentgoa#direlatado o primeiro isolamento do
genotipo T16 em amostra clinica, pag 33.

No capitulo Il € apresentado o artigo intitulad@tBerial Endosymbionts iAcanthamoeba
Isolates from the Nasal Mucosa and Cutaneous LedrDogs” submetido para publicacédo na
revista Applied Enviromental Microbiology. Este igat descreve o0 primeiro estudo de
endossimbiontes internalizados efsanthamoeba isolada de amostras clinicas de animais na
América Latina, pag 39.

O capitulo Il apresenta 0 manuscrito em preparagde tem como titulo “Investigation of
the interaction oAcanthamoeba with Murine Macrophages J774.A1”. Neste trabalbioverificada
a adesdao e comportamento entre os isoladoBAcdethamoeba de amostras clinicas de caes e

macrofagos, pag 59.
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Abstract Acanthameoeba spp. are free-living amoebae
that are ubiquitously distributed in the environment and can
cause encephalomyelitis in animals and humans. The fac-
tors that contribute to Acanthamoeba infections include
parasite biology, genetic diversity, environmental spread,
and host susceptibility. The aim of the present study was to
characterize isolates of Acamthamoeba from the nasal
mucosa and cutaneous lesions of dogs in order to access the
occurence and pathogenicity of these organisms in this
animal group. We studied 13 isolates of Acanthamoeba
confirmed by polymerase chain reaction. They were
sequenced, the genotype was determined, and their poten-
tial of pathogenicity was evaluated.

Introduction

Free-living amoebae (FLA) belonging to the genus Acan-
thamoeba are ubiguitous, and have been isolated from dust,
soil, swimming pools, fresh and salt water, drinking water,
contact lens washing solutions, ventilation systems, dialysis
apparatus, hydrotherapy areas in hospitals, dental irrigation
systems, bottled mineral water, distilled water bottles,
insects, vegetables, and surgical instruments [5, 7, 20, 21,
26, 39]. This wide dispersal of the organism facilitates
contact with humans and animals. Since these amebae have
the ability to exist as free-living organisms in nature and
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only occasionally invade a host and live as parasites within
host tissue, they have also been called amphizoic amoebae
[27]. In humans, Acanthamoeba have been cultured from the
cornea and corneal biopsies, nasal and sinus cavities, ears,
throat, pharyngeal swabs, lung tissues, skin lesions, and
human feces [33, 34]. Acanthamoeba may have veterinary
significance, as demonstrated by the presence of amebae in
diseased or dead cows, dogs, pigs. rabbits, pigeons, sheep,
reptiles, fish, turkeys, keel-billed toucan (Ramphastos sul-

Jfuratus), horses, and non-human primates [19, 37). Infec-

tions with Acanthamoeba spp. were reported in the central
nervous system (CNS) in dogs [1. 2, 4, 10, 28].

Based on the above, it is generally accepted that Acan-
thamoeba is ubiguitously present in the environment and
that humans routinely and commeonly encounter this
organism, as evidenced by the presence of anti-Acantha-
moeba antibodies in healthy populations.

The FLA Acanthamoeba spp.. Naegleria fowleri, and
Balamuthia mandrillaris can cause encephalomyelitis in
animals and humans [19, 23, 38]. Strains of Acanthamoeba
cause three clinical syndromes: granulomatous amebic
encephalitis (GAE), an infection that produces severe
clinical disease, which is challenging to diagnose ante
morem, extremely difficult to treat, and usually fatal;
disseminated amebic discase (e.g., skin, sinus, and pul-
monary infections), which has occurred in AIDS patients;
and amebic keratitis (AK), a painful, vision-threatening
infection caused by these amebae. AK is associated with
trauma or contact lens wear and the use of ameba-con-
taminated saline. Individuals who develop GAE or dis-
seminated disease are usually immunocompromised,
whereas those with amebic keratitis are generally immu-
nocompetent [16, 33]. The taxonomy and classification of
these protozoa are under revision, following the successful
application of molecular techniques [3, 35]. Evolutionary
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studies have led to the identification of at least 18 geno-
types (T1-T18) based on 18S rRNA gene sequencing [3, 8,
11, 22, 29, 35]. The aim of the present study was to
investigate and isolate Acanthamoeba from the nasal cavity
and skin lesions of dogs in the city of Porto Alegre,
Southern Brazil, in order to assess the occurrence of this
organism in this animal group.

Materials and Methods
Ethics Statement

Experiments with dogs were performed in compliance with
the guidelines of the Institutional Animal Care and Com-
mittee on Ethics of Animal Experimentation (“Comissio
de Etica em Experimentagio Animal”, national guidelines,
Law number 11.794, 8/10/2008) from Universidade Fed-
eral do Rio Grande do Sul, Porto Alegre- RS (approved

protocol number 18631).
Clinical Samples

This study was designed in Porto Alegre, the capital of Rio
Grande do Sul State, Brazil, in dogs of both sex. unknown
ages attended at the Dermatology Department of the Hos-
pital de Clinicas Veterindrias da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul. Clinical samples were collected from
nasal and skin lesion from dogs using sterile swabs for
amebae isolation. Swabs were gentle rubbed against the
nasal mucosa or skin lesion and transferred into sterile
tubes.

Amoebae Culture

The swabs were placed in centrifuge tubes of 50 mL with
sterile distilled water for 2 h. Later, the material was
centrifuged and the supernatant discarded. The pellet was
resuspended in 500 pL of Page saline. The isolation of
amebae was made in monoxenic cultures inoculating 100
pL of the sediment in Petri dishes containing non-nutrient
agar 1.5 % with overlayer of Escherichia coli (ATCC
25922) suspension that had been heat inactivated (2 h at
56°C). The plates were scaled with Parafilm® (SPI
Supplies, West Chester, PA) and then incubated at 30 °C
for up to 30 days [9]. Each plate was examined daily
under a light microscope (at 1003 ) to check the presence
of FLA. All positive samples were cloned by the method
of dilution, where only one microorganism is seeded in
each isolate. The isolates were cultured axenically in
75-cm” culture tissue flask without shaking, at 30 °C, in
PYG medium [0.75 % (wt/vol) proteose peptone, 0.75 %
(wt/vol) yeast extract, and 1.5 % glucose] supplemented

"1;;\ Springer

with penicillin G potassium (400 [U/mL) and strepto-
mycin (400 mL/mL) [32].

Molecular Identification of Acanthamoeba Isolates

The total DNA in sample of each FLA-positive culture
(containing 10° rophozoites) was extracted, as described by
Salah and Iciar [30]. Primers JDP1 (¥-GGCCCAGATCGT
TTACCGTGAA-3") and JDP2 (5'-TCTCACAAGCTGCTA
GGGAGTCA-3) were used to amplify a 423- to 551-bp
fragment for the 18S rDNA, termed ASA.S1 region of the
gene (Rns) coding for the ameba’s nuclear small-subunit
ribosomal RNA [31]. The polymerase chain reaction (PCR)
was performed as described by Booton et al. [3]. In brief, the
amplifications were carried out in a 25 pL volume con-
taining 20-30 ng of DNA, 0.2 mM dNTPs (Mix, Invitrogen
T™M), 04 pM of each oligonucleotide, reaction buffer
(50 mM KCly, 10 mM Tris-HCI), 1.5 mM MgCl,. and 1 U
of Platinum® Tag DNA Polymerase (InvitrogenTM). The
amplification reaction was carried out in a PTC-150 Mini-
cycler MJ Research thermocycler. under the following
conditions: 94 °C for 1 min, 67 °C for 1 min, 72 °C for
1 min, and 72 °C for 5 min. The amplification product was
separated in 1.5 % agarose gel. stained with 0.5 M/mL
cthidium bromide, and observed under UV-light transillu-
minator. PCR products were purified using a QIAquick”™
extraction kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) accord-
ing to the manufacturer’s instructions. The genomic frag-
ments were sent to Ludwig Biotec Ltda (Brazil) and
resolved with a MegaBace 1000 automated sequencer. In
order to classify the Acanthamoeba isolates of this study. all
sequences of 185 rDNA gene were uploaded into the Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) program of the US
National Center for Biotechnology Information (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), these sequences were deposited
in the GenBank database and 7 of these are already available
under the accession numbers: KF054072, KFO54073,
KF054074, KF054075, KF054076, KF054077, KF962051,
KF962049, KF962050, KF962052. KF962048, KF962047
and KF054078.

Tolerance Assays

All the tolerance assays were carried out in triplicate, with
the environmental (Neff—ATCC 30010) and clinical
(T4—ATCC 50492) strains of A. castellanii used as ref-
erence examples of isolates.

Osmotolerance
In order to investigate the effect of osmolarity on the

growth of Acanthamoeba, 107 rophozoites of each isolate
were transferred to the center of fresh plates of 1.5 % non-
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nutrient agar containing no mannitol (as a control) or 0.5 or
1.0 M mannitol each, with the usual overlayer of E coli
suspension. The plates were incubated at 30 °C for
10 days, and the growth was evaluated. For this, the
number of trophozoites or cysts seen, about 20 mm from
the center of each plate, was counted in five microscope
fields at 100, and the presence of growth and no growth
being scored as — and +, respectively, according Caumo
et al. [6].

Thermotolerance

For the assay of tolerance to temperature, plates were
inoculated as for the osmotolerance assay and incubated at
30 °C {as a control), 37, or 42 °C for 10 days. Growth at
the end of this incubation time was assessed in the same
way as for the osmotolerance assays.

Cytopathic Effect of Acamthamoeba on VERO Cells

The cytopathic effect (CPE) of Acanthamoeba isolates on
VERO cells line (African Green Monkey Kidney, ATCC
CCL-81) was evaluated three times by 3-(4.5-dimethyl-2-
thiazolyl)-2.5-diphenyl-2ZH-tetrazolium  bromide (MTT)
assay according Mosmann [25]. In brief the VERO cell line
was cultured and maintained in complete Dulbecco’s
modified Eagle medium (i.e., DMEM supplemented with
10 % fetal bovine serum [GIBCO], 100 U/mL penicillin G,
100 pg/mL streptomycin) at 37 °C with 5 % CO,. Cells
were seeded at a concentration of 4.0 x 10% cells per well
on 96-well microplates and incubated for 24 h to form
confluent monolayers. Then, the medium was removed and
fresh DMEM with Acanthamoeba isolates 4 x 10° (D1,
D3, D4, D5, D7, D8, D11, D12, D13, and D16) were added
to each wells in triplicate and incubated at 37 °C for 24 h.
After this time, 20 pL of MTT (Sigma Chemical Co., Saint
Louis, MO, USA) solution (3 mg/mL) was added to cach
well and incubated for a further 4 h. The supematant was
removed with untransformed MTT and 100 pL of DMSO
(Dimethyl sulfoxide) was added to each well for solubi-
lizing formazan crystals, then, the optical density (OD) was
measured in a Microplate reader (Benchmark BioRad) at
570 nm with a 620 nm reference filter. The amount of
formazan produced was directly proportional to the number
of living cells in culture. Results were expressed as the
percentual OD of viable cells treated with Acanthamoeba
isolates in comparison to the OD of untreated control cells.

x0D sample — xOD blank
x0D control — xOD blank %

xOD sample = mean of optical density of the wells with
each isolate (sample)

Yo cell viability =

x0D control = mean optical density of the wells with
untreated cells

x0D control = mean optical density of the wells with
DMSO only (blank)

Statistical Analysis

Statistical comparisons between two groups were per-
formed by the Tukey-test. For multiple comparisons among
groups, one-way ANOVA was used, and then a post hoc
least significant difference test was performed.

Results and Discussion

Thirteen isolates of Acanthamoeba were analyzed: six from
nasal mucosa and seven from skin lesion. They were
sequenced and the genotype determined as T3 (1sample),
T4 (2 samples), T5 (2 samples), and T16 (1 sample) from
nasal mucosa. T3 (1 sample). T4 (3 samples). and TS (3
samples) from skin lesion (Table 1). Kadlec [15] examin-
ing samples from domestic animals, found 15 species and
strains of FLA in their bodies. One of these. Hartmannella
vermiformis, was isolated from the bronchi of one dog; and
several isolates of Acanthamoeba from the prepuce of a
bull, vagina of a cow, and liver of a rabbit. McConnell
et al. [24] described a case of Harmannella (Acantha-
moeba) infection in a bull. The discase was manifested by
multifocal necrohemorrhagic nodules throughout the lung.
The suggested mode of entry of the organism was via
inhalation of the organisms or by direct extension from an
inapparent nasal infection. Bauer et al. |2] isolated Acan-
thamaeba from lung lesions of a greyhound puppy that was
affected by a progressive fatal neurologic and respiratory
disease. Ayers et al. [1] reported Acamthamoeba as a
causative agent of infection in a dog that showed multifocal
necrohemorrhagic lesions in the heart, lungs, liver, and
pancreas. The infection may have been caused by local
invasion of a wound and hematogenous spread, via the
respiratory tract, by inhalation of the organisms, or by
direct extension of an inapparent nasal infection. Many
dogs with signs of CNS do not receive a post-mortem
examination, and the cause of death or disease is not
established. Hodge et al. [13] and Ithoi et al. [14] isolated
Acanthamoeba in comea swab samples from cats with eye
symptoms. In our study, we evaluated Acanthamoeba iso-
lates from nasal mucosa and from skin lesions from live
dogs, in order to assess the presence of this organism at
these sites, which could be used as a gateway. The thirteen
isolates found were tested for osmotolerance and thermo-
tolerance (Table 2). These, five isolates grew in the pre-
sence of 1 M mannitol: thirteen isolates grew at 37 and
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Table 1 Genotypic characterization of isolates found in dogs in RS-
Brzil

Isolates  GenBank Genotype Reference [dentity*
acoession sequences (%)
GenBank
accession

DI KF054072 Ti6 GQ342607.1 93

D2 KF054073 T4 JFT02856.1 99
D3 KF054074 T4 IX104341.1 97
M KF054075 15 AB741044.2 98
D5 KF962051 T3 HQ236519.1 98
D7 KF054076 T4 IX043490.1 93
D8 KF962049 T5 AB741044.2 98
DIl KF054078 T3 $81337.1 99
DI2 KF962050 5 AB741044.2 96
DI3 KF962052 T5 AB741044.2 96
DI5 KF962048 T3 KC694191.1 99
D16 KF054077 T4 HM036176.1 98
DI8 KF962047 T4 AF019052.1 98

* Percentage of identity and access number compared to GenBank
sequences of isolates of this study; ND: Waiting for access number
(sending to GenBank)

Table 2 Behavior of Acanthamoeba isolated from skin lesion and
nasal mucosa of dogs at different temperatures and osmolarities

Isolate  Source T growth Mannitol growth

3778 42°C 05 M LOM

DI NM + = + =
D2 SL + - + -
D3 NM + — + =
2] SL + = + =
D5 NM + - + -
D7 SL + = + +
D8 NM + - + -
DIl NM + - 75 -
DI2 SL + = + +
D13 SL + = + =k
DIS SL + - + +
D16 NM + = + =
DI8 SL + = + =

+ viability or growth, — ahsence of growth, NM nasal mucosa, SL
skin lesion

30 °C. with 0.5 M mannitol; none of the isolates grew at
42 °C. The isolates that grew with mannitol at 1 M (D7,
D12, D13, D13, and D18) were considered to have low
pathogenic potential, and the remaining isolates (D1, D2,
D3, D4, D5, D8, D11, and D16)—which did not grow at
42 °C or with 1 M mannitol—were considered probably
nonpathogenic. The in vitro growth of an Acanthamoeba
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Fig, 1 Cytopathic effect of Acamthamoeba isolates from nasal
mucosa and lesion of dogs on VERO cell (*£ < 0.01). Control only
with VERO cells

isolate under relatively high osmotic stress or at a relatively
high temperature can be related to virulence, since viru-
lence is at least partially associated with an isolate’s
capacity to adapt and remain viable in the tissues of a
mammalian host [17, 18]. Khan et al. [16] showed that
pathogenic Acanthamoeba strains are temperature and
osmolarity-tolerant compared to non-pathogens. Khan and
Tareen [ 18] found that Acanthamoeba isolates can be dif-
ferentiated based on osmolarity assays performed in the
presence of 1 M mannitol. Some studies have found that
pathogenic isolates of Acanthamoeba showed growth in
increased temperatures and osmolarity, and that these
physiological determinants can be used in the differentia-
tion and prior characterization of the environmental and
clinical isolates correlated to assays of their cytopathic
effect in tissue cultures and in vivo infections [12, 18].
Strains of Acanthamoeba that can infect humans and other
mammals must be capable of surviving at temperatures of
37 °C and slightly higher body temperatures. Different
species may be thermotolerant but nonpathogenic, making
thermotolerance a necessary but insufficient condition for
the determination of pathogenicity. Our present findings
demonstrated that eight Acanthamoeba isolates from nasal
mucosa (D1, D3, D5, D8, D11, and D16) and skin lesions
of dogs (D12 and D13) had a cytopathic effect on VERO
cells. The Acanthamoeba isolates (4 x 107 mL™") signifi-
cantly decreased the viability of VERO cells compared
with the control, ranging from 55 to 67 % (mean 61 %),
but there was no statistically significant difference among
the isolates in CPE (F = 125249) P<0.01 (Fig. 1)
Takaoka-Sugihara et al. [36] demonstrated that all of the
Acanthamoeba strains isolated from Acanthamoeba kera-
titis patients had a cytopathic effect on human comeal
fibroblasts, and that this cytopathic effect was due to a
direct adhesion to corneal fibroblasts rather than to soluble
factors. Interestingly, six Acanthamoeba isolates (D1, D3,
D5, D8, D11, and D16) that had CPE, did not grow in 1 M
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mannitol or at 42 °C (Table 2). Thus, the isolates that
would be considered nonpathogenic according to thermo-
tolerance and osmotolerance parameters, may show path-
ogenic potential as revealed by CPE. In our study we
determined that the presence of isolates with CPE.
Although we cannot assert that these skin lesions had
Acanthamoeba as the causal agent, lesions may serve as a
gateway for this organism to access other organs by the
hematogenous route, which could also occur with isolates
from nasal mucosa through the respiratory pathway.
Therefore, Acanthameeba may have veterinary clinical
significance.
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ABSTRACT

Acanthamoeba hosts diverse microbial organisms some of whiah pathogens to human and
animal. Increased in recent years studies on theractions between microorganisms and
Acanthamoeba, mainly to understand how certain bacteria rasigthagocytosis of their hosts and
the reason of the pathogenicity of both is changddnction of these interactions. In this study 14
samples ofAcanthamoeba of the genotypes T3, T4, T5 and T16, from the hasacosa and
cutaneous lesions of dogs were investigated fotebat presence. All isolates @fcanthamoeba
contained at least 1 bacteria endosymbiont. Onlates@ontained 4 endosymbionts. Isolates of
Acanthamoeba hosted Legionella pneumophila (79%), Mycobacterium (50%), Pseudomonas
(79%), Enterobacteriaceae (57%), bacteria thatanemonly involved in severe diseaséhis is
the first report of isolation ohcanthamoeba as a host of resistant bacteria isolated fromdaliogcal

samples.

1. INTRODUCTION

Acanthamoeba spp is an important predator that controls microbialmoaunities at
environment. It is ubiquitous and has been isolét®u various natural sources such as freshwater,
salt water, soil, dust and air (8, 12, 38tanthamoeba spp. also has been isolated from the nasal
mucosa, cutaneous lesions and brain of humansrandila (10, 13)Acanthamoeba ssp. is able to
infect the skin, brain and the lungs producing ehsmated infections in susceptible hosts, but is
more frequently associated to keratitis causedhieyuse of contact lenses (39, 40, 42). Several
bacteria have developed mechanisms to survivedgqaytosis byAcanthamoeba.

Transient association with amoebae has been reptwtea number of different bacteria
including Legionella pneumophila, Mycobacterium  spp., Pseudomonas spp. and
Enterobacteriaceae, among others (2, 3, 9, 11394 ,As most of these bacteria are pathogens in
humans and animals, amoebae have been suggestefdrésent their environmental reservoirs,

acting as “Trojan horses” of the microbial world €1 37).There are several reports that pathogenic
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bacteria internalized iMcanthamoeba cysts could survive in many different environmeatsd
more easily survive in unfavorable conditions sashhigh temperatures, antibiotic therapy or
treatment with disinfectant@, 31, 36). Bacteria have been shown to mairdastable interaction
with their hosts and are able to outlast in enclyatr@oebae (46).

L. pneumophila is a gram-negative facultative intracellular blasil responsible for
Legionnaires’ disease. It replicates within evauodrily distant eukaryotic host cells such as
protozoa and mammalian macrophages (3, 27) Furtirerrhegionellae have been co-isolated
from protozoa or have been found in typical habitait free-living protozoa, such as freshwater
environments and moist soil (3, 7, 9, 14, 18, Z), Ihfection of amebas hlyegionella enhances
bacterial propagation in several ways and it issatered to be the central of the pathogenesis and
ecology ofL. pneumophila (15, 16, 23, 43).

Mycobacteria are a large group of microorganisna thhabit a diverse range of natural
environments. Environmental mycobacteria are augatcause of opportunistic infection in human
and livestock animaldvlycobacterium spp. shown to survive iAcanthamoeba. However, neither
bacterial multiplication nor amoebal lysis occuri(dd 14, 47). The interactions betweldn avium
and Acanthamoeba were subsequently studied and demonstrétat theM. avium that grown
within amoebae were more virulent those grown in just broth mediurW. avium was also
shown tosurvive within cyst walls ofAcanthamoeba (14, 36, 46). On the other hand, the
pathogenicity of ameba and bacterial may be enliandeen hosting bacteria, as shown for
Acanthamoeba spp. naturally or artificially infected with bada endosymbionts. In fact,
intracellular growth oMycobacterium andLegionella in Acanthamoeba enhances invasiveness and
virulence of the bacteria (14, 15, 16).

Pseudomonas spp. is also very frequent in natural and recreatiovaters, and this has also

become increasingly recognized as an emerging appstic pathogen of clinical relevance.



42

Because of the intrinsic antimicrobial resistant@®seudomonas spp. and the emergent multidrug
resistant straing?seudomonas is the first cause of hot tub fulliculitis, ketédiand fatal pneumonia
cases, both in hospitals and in the community @B, 35). However, somPBseudomonas spp.
evolved to become resistant to amoebae, as deratatstby the isolation oAcanthamoeba
naturally infected withP. aeruginosa (35).

Enterobacteriaceae are the most preferred nutsentces ofAcanthamoeba, in vitro.
Escherichia coli and Klebsiella aerogenes appeared to be a better nutrient source for amoebae
Interestingly, viableE. coli organisms provide a higher yield of trophozoiteant do nonviable
ones. Conversel\g. coli is able to multiply in the presence Afanthamoeba. However, unlike
Legionella, which multiplies within the trophozoites, tie coli growth is also possible when the
bacteria are separated frokoanthamoeba by a semipermeable membrane (2, 26, 48). Oneeof th
strategies used by pathogeric coli to survive in aquatic environments is to use fregd
amoebae as hosts. It had been shown that to suatienvironmentg. coli cohabited inside
protozoa such a#canthamoeba polyphaga and Acanthamoeba castellanii (2). In addition to
enhanced environmental survival, bacterial coha@brtawith protozoa could induce adaptive
changes in bacteria (2). Although at the populat@nspecies level Enterobacteriaceae and
Acanthamoeba spp. may be seen as mutualisms, at the indiviball, the amoebae are better
considered to be the predator of the Enterobactam (1, 4, 31, 35, 36).

In this study, we describe the presence of endomyrtgoin 14 strains oAcanthamoeba
isolated from the nasal mucosa and cutaneous Estofected of 48 dogs in Brazil. The
endosymbiotic bacteria were characterized with gdpecific genesnip (L. pneumophila), hsp65
(Mycobacterium spp.), 16S rDNA Rseudomonas spp.) andcsgA (Enterobacteriacead)e also
analysed theytopathic effect oAcanthamoeba on VERO cells This is the first report of isolation

of Acanthamoeba as a host of resistant bacteria isolated fromdiogal samples.
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2. MATERIAL AND METHODS

Ethics Statement

Experiments with dogs were performed in complianggh the guidelines of the
Institutional Animal Care and Committee on EthidsAmimal Experimentation (“Comisséao de
Etica em Experimentacdo Animal”, national guidebn Law number 11.794, 8/10/2008) from

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Poremid- RS (approved protocol number 18631).

2.1 Clinical Samples

This study was designed in Porto Alegre, the chpityt of Rio Grande do Sul State in
Brazil. The dogs used were from the both sex, unknages and that attended to the Dermatology
Department of the Hospital de Clinicas Veterinafrasn Universidade Federal do Rio Grande do
Sul. Clinical samples were collected from nasal oesacand skin lesion from dogs using sterile

swabs for amoebae isolation.

2.2 Amoebae Culture

The isolation of amoebae was made in monoxeniu@iltontaining non-nutrient agar 1.5
% with overlayer oEscherichia coli (ATCC 25922) suspension that had been heat irsetiv(2 h
at 56°C) (Page 1988). The isolates were culturezhiaally in PYG medium (0.75 % (wt/vol)
proteose peptone, 0.75 % (wt/vol) yeast extraat,ab % glucose) supplemented with penicillin G

potassium (400 IU/mL) and streptomycin (400 pL/rd5).
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2.3. Enzymes and chemicals
For all PCR procedures, the primers were from IDiegrated technologies, Tag DNA
polymerase was from CENBIOT (Porto Alegre, Braai}d the 100-base pair DNA marker from

Ludwig Biotec (Porto Alegre, Brazil).

2.2. Reference strains

Reference strains used as positive controls for P@Redure:Escherichia coli ATCC
25922, Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC 25618Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
and Legionella pneumophila Philadelphia-1 ATCC 33152. The environmental (NefTCC

30010) and clinical (T4—ATCC 50492) strainsfofcastellanii were also used as reference.

2.4. Sample preparation

Genomic DNAs from the referente pneumophila, M. tuberculosis andP. aeruginosa were
kindly donated by the Central IPB-LACEN/LaboratéRorto Alegre-Brazil StateThe E. coli
bacterial DNA was obtained from whole organismsbbiling preparation (5). ThAcanthamoeba

DNA was obtainedccordingSalah and Iciar, 1997 (44).

2.4. PCR bacterial detection:

In this study the bacteria were identified in isetabelonging to the genotypes T3, T4, T5
and T16 ofAcanthamoeba obtained of cutaneous lesions and nasal mucosagst dhe presence of
csgA was examined according to the method of Mauret,et998, as an indicative to the presence
of the Enterobacter bacterial family E. coli, E. ferrrusonii, Enterobacter sp., Shigella flexneri)
(34). Briefly the reactions were performed in 25phtaining 2.5 pl of 20X PCR buffer, 1.5 pl 50

mM MgCl,, 2 U Taq DNA polymerase (CENBIOT), 0.5 pl 10 mM TN 0.2 pl (100 pmol) of
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each primer pair and 1 pl (40 ng) of DNA samplethia following conditions: 94 °C for 5 min; 25
cycles at 94 °C for 30 sec, 55 °C for 30 sec, BhdC for 1 min; and a final extension of 72 °C
for 10 min. The presence bf pneumophila, M. tuberculosis, andP. aeruginosa were performed as
described in (11) independent PCR reactions. Brigle PCR was performed in a final volume of
25 ul containing 1 pl of sample, 2.5 ul of 10X P8&fer, 1.5 pul 50 mM MgGl 2 U Taq DNA
polymerase (CENBIOT), 0.5 pul 10 mM dNTP, 0.2 pl @Pmol) of each primer pair and the
corresponding primers (sdeble ). The reaction mixture was initially denatured9dt °C for 5
min and then amplified for 25 cycles with denatioratat 94 °C for 1min, annealing at 45 °C for
1min, extension at 72 °C for 1 min and a final esten at 72 °C for 10 min. After, 5 ul of the
amplification product obtained from correspondinGRPwere diluted 1:10 with Milli-Q sterile
water, and a 5 pl-aliquot was used as a templatdhéonested PCR performed in a final volume of
25 ul. The reaction mixture was initially denaturd94 °C for 5 min and then amplified for 20
cycles with denaturation at 94 °C for 1min, annmegkat 48 °C for 1 min, extension at 72 °C for 1
min and a final extension at 72 °C for 10 min. Tkeults were monitored in a 2% agarose gel
stained with ethidium bromide, 100 bp molecular ghéi marker and analysed in a UV

transiluminator.

Table 1. — OligonucleotidesOligonucleotides sequences used in PCR

Target Bacteria Primer Sequence 5°-3" Product (bp)
Escherichia coli CsgA F ACTCTGACTTGACTATTACC 220
R AGATGCAGTCTGGTCAAC
Legionella Mip-Leg186F F GCATTGGTGCCGATTTGG 186

pneumophila Mip-Leg186R R GYTTTGCATCAAATCTTTCTGAA

Legiondla N-Mip-dir F GAA GCA ATG GCT AAA GGC ATG CAA 112

pneumophila SN-Mip-rev R GCTTTGCCATCAAATCTT TCTGAAACTTG

Mycobacterium spp. Hsp65-dir F CCCGTACGAGAAGATCGG 354
Hsp65-dir R TCCTCGACGGTGATG

Mycobacterium spp. N-Hsp65-dir F GAGCTGGTCAAGGAAGTCGCC 300
N-Hsp65-rev R GTTGCCGACCTTGTCCATCGC

Pseudomonas spp. R16S-dir F GGTCTGAGAGGATGATCAGT 962
R16S-rev R TCTGTACCGACCATTGTAGC

Pseudomonas spp. N-R16S-dir F GACGTTACCGACAGAATAAGCACCG 476
N-R16S-rev R ACCCACATGCTCCACCGCTTGTG
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2.5. Cytopathic Effect ofAcanthamoeba on VERO Cells

The cytopathic effect (CPE) dfcanthamoeba isolates on VERO cells line (African Green
Monkey Kidney, ATCC CCL-81) was evaluated by 3-{dithethyl-2-thiazolyl)-2.5-diphenyl-2H-
tetrazolium bromide (MTT) assay according Mosm&883 (38). In brief the VERO cell line was
cultured and maintained in complete Dulbecco’s redi Eagle medium (i.e., DMEM
supplemented with 10 % fetal bovine serum [GIBCQ@QDO U/mL penicillin G,100 Ig/mL
streptomycin) 100 U/mL penicillin G, 100 pg/mLeggtomycin) at 37°C with 5 % CGOCells were
seeded at a concentration of 4.0 %a6lls per well on 96-well microplates and incullaiar 24 h to
form confluent monolayers. Then, the medium wasonad and fresh DMEM wittAcanthamoeba
isolates 4 x 10(D1,D3, D4, D5, D7, D8, D11, D12, D13, and D16)revadded to each wells in
triplicate and incubated at 37°C for 24 h. Afteisttime, 20 uL of MTT (Sigma Chemical Co.,
Saint Louis, MO, USA) solution (3 mg/mL) was addedeach well and incubated for a further 4 h.
The supernatant was removed with untransformed BITd 100pL of DMSO (Dimethyl sulfoxide)
was added to each well for solubilizing formazagstals, then, the optical density (OD) was
measured in a Microplate reader (Benchmark BioRadj70 nm with a 620 nm reference filter.

The amount of formazan produced was directly priopaal to the number of living cells in culture.

3. RESULTS AND DISCUSSION

The purpose of this study was to determine theemas of bacterial endosymbionts in

Acanthamoeba isolates recovered from nasal mucosa and skiordesf dogs and to assess their

potential in the pathogenesis of the disease.
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We searched for 4 different bacteria speciesng PCR with specific primers for each bacteria,
Legionella pneumophilla, Pseudomonas, Mycobacterium, andEnterobacteriaceae to analyse if any
of the amoebae isolates were hosting any of thasietia as an endosymbiont.

We found that in thécanthamoeba isolates(Table 1), all 14 (100%) were hosting at least 1
bacteria as endosymbionts, a more than the 59 hd¥%ere observed by lovieno et al., 2010 (22)
and the 63.9% observed by Calvo et al.,, 2013 (ahy were 4-fold greater than the 26%
endosymbionts presence observed by Fritsche 983 (30). Irthis study we observed positivity
for bacteria in all analyzed amoebae unlike thesiotksults of the above observed studies. So we
can conclude that the use of PCR technique mag mmagroved our results. In the present study,
we identified that 79% of the isolates (11 isolpf@®sented.. pneumophila (Fig 2) hosted inside
Acanthamoeba. Other work fromCalvo et al, 2013, isolated only 7.2%ladgionella in free living
amoebataken from different natural and anthropogenic wateurces in Aragon (Spain) from
January 2010 to August 20111).

The microbial ecology of. pneumophila is currently a topic of fundamental importance for
the prevention of diseases caused by this microesga and many biological characteristics and
environmental behaviours are still partially unkmowl, 18, 24, 29). The reason thhat
pneumophila serogroup-1 is so predominant among clinical teslés unknown, and little is known
about the ecological factors influencing the dition of L.pneumophila serogroups in the
environment (20, 21, 28, 41). Environmental paramsets water temperature (29), presence of
disinfectants, and microbial competitor, favourfagtors as presence of biofilm and protozoa (19,
24, 31) may influence the presence and the sprieadpoeumophila serogroups.

The ubiquity of free living amoeba is a seriousa@n not only because of their potential
virulence but also because they are reservoirsrdsistant to protozoa bacteria that survive

chlorination and others disinfection treatments.
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lovieno et al, 2010 isolated twenty-two (59.4%)tlé 38Acanthamoeba cultures from 12
(52.2%) of 23 patients examined yielded endosynibi@hlamidya was found in one patient and
Legionella was found incorneal scrape and corneal buttofthree patients and a@ap water
environmental sample such as endosymbiont&cahthamoeba. Legionella was not isolated from
Acanthamoeba in contact lens or lens case (3Mere, we observedPseudomonas in 11
Acanthamoeba isolates (Fig 3). In the study of lovieno et al1@GoundPseudomonas species in 13
sample of 6 patients observad 5 of cornealscrapeand 8 of contact lenses or lens casés
Acanthamoeba isolates (30)Calvo et al, 2013 observed 26.1% of the free liveimgoebas isolates
taken from different natural and anthropogenic watairceshostingPseudomonas (11). Also we
analyse the presence Miycobacterium in Acanthamoeba isolates.

We found 7 isolatesostingMycobacterium (Fig 4). A previous study showed that 4 patients
(5 Acanthamoeba isolates: 3 of corneal and 2 contact lenses) amhvironmental isolate with
Mycobacterium genes. Mycobacterium has been previously reported as endosymbionts in an
environmental Acanthamoeba isolate (38). Calvo et al., 2013 showed a higher preserfice o
Mycobacterium spp., that was detected in 36.9% of the samplBs The present study was the first
to reportMycobacteria in clinical dog samples.

The presence ofsgA gene was examined according to the method of Maetral, (1998) to
identify Enterobacteriaceg84). We found Enterobacteriaceae8 of theAcanthamoeba isolates
(Fig 5).

Enterobacteriaceaare among the preferred nutrient sources of fnaagiamoebae. This
explains whyEnterobacter spp.,Klebsiella spp., ancE. coli are preferred for amoebal enrichment
procedures (45). Interestingly, viakite coli organismsprovide a higher yield of trophozoites than
do nonviable. To isolate amoebae from clinical S@splates with agar non-nutrient covered with

Escherichia coli heat killed were used. In light of this, we couldt rule out thatAcanthamoeba
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isolated from dogs were already houskhgoli when they were isolatad vitro. Yousuf et al, 2013
used a keratitis isolate @&. castellanii of the T4 genotype and studied its interactions watb t
bacterial genera, which have not been tested hetorerobacter aerogenes and Aeromonas
hydrophila, as well as. coli, (48). That was thérst time the findings revealed thAt hydrophila
andE. aerogenes were associated and survived insideastellanii trophozoites and cystBoth A.
hydrophila andE. aerogenes remained viable durintipe encystment process and multiplied.

Unlike the results of other authors, in our reseavee isolatedL. pneumophila and
Pseudomonas in greater number followed bivlycobacterium and Enterobacteriaceae. In our study
we observed the persistence of gram negative l@obathin trophozoites and cysts (Fig 1).
Acanthamoeba were isolated 3 years ago of dogs and still hagadhogenic bacteria. It suggests
that Acanthamoeba can be stored and still carry pathogenic bacferia long time.

Nevertheless Acanthamoeba are feed with bacteria bphagocytosis, in attempting to
speculated if amoeland bacteria are involved in interactions of thiaeical specimenswe tested
the cytopathic effect (CPE) oAcanthamoeba isolates using VERQCells line (African Green
Monkey Kidney)in vitro. The CPE on VERO cells demonstrated thadc@nthamoeba isolates
from nasalmucosa and skin lesiomd dogs had a higher cytopathic effetanthamoeba isolates
significantly decreased the viability of VERO cells. Because Wbf Acanthamoeba isolates
possessed one or more bacterias, we could notveb$ehe presence or absence of endosymbionts
in isolates fromAcanthamoeba increase or not the pathogenicity of amoebaeetaviet al. 2010,
observed a significantly higher cytotoxic effectr fédcanthamoeba hosting endosymbionts
compared with isolates without endosymbionts. ARseudomonas and Mycobacterium enhanced
Acanthamoeba CPE significantly more thalbegionella (30).

Endosymbionts may influenc&canthamoeba pathogenicity, virulence, or susceptibility to

antiamebic drugs. An enhancement Aglanthamoeba cytopathogenicity after the acquisition of
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bacterial endosymbionts has been describedtro (23). The presence of the endosymbiont may
modify Acanthamoeba phenotype, making the protozoa more pathogeniesistant to therapy.
Conversely Acanthamoeba can affect endosymbionts pathogenicltyfact, intracellular growth of
Mycobacterium and Legionella in Acanthamoeba enhances invasiveness and virulence of the
bacteria (14, 15, 16, 23).

Acanthamoeba also can protect endosymbiont bacteria from auiiits, disinfectant, and
hostile environmental conditions (31, 36). Glasérak 2011 described the isolation of a
Mycobacterium from Acanthamoeba castellanii strain Ma) (ATCCs50370"). (Acanthamoeba
castellanii strain Ma (ATCCs50370') was solated from a case of keratitis in New Yiorkl978
(Ma et al.1981) and deposited in ATCC.

Although bacteriaAcanthamoeba symbiosis has been reported and analyzed in makipidies, the
real contribution of endosymbionts to the pathogenef amoebal infections has not been clarified
yet.

In present studycanthamoeba was isolated three years ago of dogs and stilamesnwith
endosymbionts. It is in agreement with the studyGtdser and colleagues, 2011 (25). In present
studyAcanthamoeba was isolated three years ago of dogs and stilanesrcitotoxic to VERO cells.
On the other hand, the standard strains (T4 ant) Bledl that were grown to more than 10 years in
our laboratory lost their pathogenicity. There peeviously reports that repeated subcultures srain
of Acanthamoeba ATCCs (17), reduced their virulence, It is in agnemt with our findings,
because our ATCCs showed no cytopathic effect iR@Eells (data not shown). But it is not clear
how many subcultures are needs to lose its pathogen

In summary our paper showed that, all 14 isolafedcanthamoeba contained at least 1
bacterium as endosymbiont, and one isolate comtaatiehe 4 endosymbionts. We observed that

79% of the isolates oAcanthamoeba hostsLegionella pneumophila, 50 % hostgVlycobacterium,
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79% hostsPseudomonas and 57% hosts Enterobacteriaceae. And also the @P¥ERO cells

demonstrated that Bcanthamoeba isolates had a high cytopathic effect. This isfils reportof

isolation ofAcanthamoeba as a host of resistant bacteria isolated fromdliogcal samples.

Figure 1. Acanthamoeba strains isolated from dogs with Gram negative dxd@ttherein (arrow). Cyst isolated from the
cutaneous lesion (A). Trophozoyte isolated fronanabus lesion of two dogs (B nd C). Bars 5u. 1000X.
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Table 2- Genotypic characterization of isolates found in dogs in RS Brazil. Endosymbionts and Cytopathic effect of Acanthamoeba
isolates from nasal mucosa and lesion of dogs on VERO cells

Source isolates GenBank Genotype Reference Identif(%) Legiondla Mycobacterium Pseudomonas  Enterobacteriaceae  Cytopatl
Acanthamoeba  accession sequences pneumophila effect
NM KF054072 T16 GQ342607.1 93 + - - - +
SL KF054073 T4 JF702896.1 99 - + + + ND
NM KF054074 T4 JX104341.1 97 + - + - +
SL KF054075 T5 AB741044.2 98 ND ND ND ND ND
NM KF962051 T3 HQ236519.1 98 + - + + +
SL KF054076 T4 JX043490.1 93 - - + + +
NM KF962049 T5 AB741044.2 98 + + + - +
NM ND ND ND ND - + - +

SL KF054078 T3 S81337.1 99 + - + - +
SL KF962050 T5 AB741044.2 96 + + + - +
SL KF962052 T5 AB741044.2 96 + - - + +
SL ND ND ND ND + + + + ND
SL KF962048 T3 KC694191.1 99 + + + + ND
NM KF054077 T4 HMO036176.1 98 + - + - +
SL KF962047 T4 AF019052.1 98 + + + + ND
Environment ND ND + + - + -
Keratitis Genbank Genbank + + + + -

A: Percentage of identity and access number cordp@aré&enBank sequences of isolates of this study; Was not
done NM nasal mucosa, SL: skin lesion
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Figure 2 Legionella pneumophila PCR amplification. The DNA obtained from the whole
organism ofAcantamoebae samples were amplified for tmdip gene (112 bp).
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Figure 3 Mycobacterium PCR amplification. The DNA obtained from the whole organism
Acantamoebae samples were amplified for tisp65 gene (300 bp).
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Figure 4 Pseudomonas PCR amplification. The DNA obtained from the whole organism of
Acantamoebae samples were amplified for the R16S gene (476 bp).
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Figure 5 EnterobacteriaceadPCR amplification. The DNA obtained from the whole organism of
Acantamoebae samples were amplified for tlissgA gene (220 bp).
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CAPITULO Il

Investigation of the interaction of Acanthamoeba spp. with Murine Macrophages
J774.A1

Introduction

Acanthamoeba, one of free-living amoebae widely distributechiamture, are known to cause
opportunistic diseases such as encephalitis, kieratid skin lesions (Marciano-Gabral, 2003). Its
body has microprojections called acanthopodium,ctvhare responsible for the adherence to
biological or inert surfaces, cell movement and ypreapture. During trophozoitic stage,
Acanthamoeba feeds bacteria, algae, fungi or small organicigad, and many of visible vacuoles
in the cytoplasm of power cells (Khan, 2008¢anthamoeba and macrophages share remarkable
similarities in their cellular structure (morphoiogl and ultra-structural features), molecular
motility, biochemical physiology, ability to captumprey by phagocytosis and interactions with
microbial pathogens (Siddiqui and Khan, 2012).

Acanthamoeba pathogenesis is highly complex and involves sévetaps. However,
adherence to host cells is a crucial step in thlegggnesis oAcanthamoeba infections (Panjwana,
N. 2010). Secundary events are supposed to betaddy contact, such as proteases secretion that
leads to cytopathic effects, interference with hoedt signalling pathways or host cell death by
phagocytosis or apoptosis (Denecker et al, 200kakRe, A. 1991). Macrophages are known to be
the front line of defense in many infectious digsaand, although the molecular mechanism against
Acanthamoeba during ocular infection is poorly understood, bisgical studies showed that
macrophages are abundant during the early stagegeofion (Klink et al, 1996; Marciano-Cabral

and Cabral, 2003).



60

Our main goal was to investigate the interactiotwbenAcanthamoeba spp. isolated from
clinical samples of dogs and J774.A1 murine macigpk. Here we evaluate the capacity of

association betweehcanthamoeba spp. J774.A1 and macrophages by adhesion assay.

Materials and Methods

Acanthamoeba spp. isolates belonging to the genotypes T3, Bdaidd T16 were originally
isolated from skin lesions and nasal mucosa of ,dagd Acanthamoeba castellanii genotype T4
(ATCC 50492) and Neff (ATCC 30010) were kindly dtedhby Dr. Naveed A Khan. All parasites
strains were grown, as axenic cultures, in 0.75%v(A, peptone 0.75%, (wt/vol), yeast extract
and 1.5% glucose (PYG) and supplemented with pénicG potassium (400lU/mL) and
streptomycin (400uL/mL) at 30°C (Schuster, 2002).
Murine macrophages cell lines J774.A1, purchasenh fRio de Janeiro Cell Bank, were mantained
in Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) contaigi1l% L-glutamina and 10% fetal calf
serum at 37°C, 5% CO

Adherence assay: Adherence assay was performefi-mell plates by using 2x10
macrophages cells per welicanthamoeba trophozoites were washed 3 times in phosphatesbuff
saline (PBS) and resuspended in DMEM without FC&as$ites were added to the confluent
macrophages monolayers in a MOI of 1. The coculives incubated at 37°C, 5% ¢@nd
adherence was measured after 1 h. The supernatamirang the unbounded amoebae were gently
removed by washing 1 time with PBS. Unbound pagasitere counted using Neubauer chamber.
The percentage of unbound amoebae was calculateti@s: number of unbound amoebae/ total
number of amoebae x 100% unbound amoebae. We adsbatehe percentage of bound amoebae

is 100% - % unbound amoebae. All assays were regp@abiological and technical triplicate.
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Giemsa staining: Adherence assay was performedsasided above. Following incubation,
confluent cells over glass coverslips were wash&th8s with PBS and stained with Giemsa stain

for 20 min. Coverslips were analized by Light Miscopy

Results and Discussion

The objective of this preliminary study was to gmal the adherence of macrophages with
Acanthamoeba isolates of samples clinical of dogs. There hbgen few studies to assess the
interaction ofAcanthamoeba with specified cells of the immune system. Studieboratory with
experimental animals such as mice exposeddmthamoeba have shown that neutrophils and
macrophages are the major inflammatory cells torawéginto the area of infection. Macrophages
may play a more important role than neutrophilgiiling Acanthamoeba, but both neutrophils and
activated macrophages are capable of killing trapfies and cysts in vitro. (Clarke et al, 2006;
Hurt et al, 2001; Marciano-Cabral F, Toney, 199&dérkorn et al, 1994; Ferrante A, Abell TJ,
1986)

Here we show that all strains studied highly adhierenacrophages in an average rate of
70% (Figures 1 and 2). Although Marciano-Cabral diodey (1998) correlated pathogenicity of
someAcanthamoeba strains within vitro destruction of macrophage cultures, we could hsteove
this distinction in our study.

Acanthamoeba trophozoites injured macrophages by lysis and by ingestion. éimw,
macrophages activated with immunomodulators in wwevith bacterial lipopolysaccharide (LPS)
and gamma interferon (IFNJ in vitro were not killed as readily bAcanthamoeba as were primary
resident peritoneal macrophages or untreated maagepcell lines. Rather, activated macrophage

cultures were capable of limited destruction Arfanthamoeba polyphaga and Acanthamoeba
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castellanii by contact-dependent cytolysis and by ingesfingnthamoeba. In our work, 1 hour of
adhesion seemed to be enough to start the macrephgestion (Figure 3).

The adherence is not associated with heat-suseatiblecules and even is dependent to
viability of parasite, since we evaluate adhesiath Wweat-killedAcanthamoeba and no diference in
binding percentage was perceived (data not sho8mjies are in progress to determine whether
this interaction is dependent mannose receptorshdfAcanthamoeba spp. are cytotoxic for
macrophages and to check if the infection wibanthamoeba spp. results in the death of

macrophages.
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Figure 1. Number of absolute amoebae adhered with macrophadédsof incubation 37°C a 5% of G®leff and T4
(ATCC). Dog 1 (T3) and Dog 2 (T4) (Samples).
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Figure 2. Giemsa staining: Interaction of macrophages (it ¥canthamoeba spp. (a). (A) Shows trophozoites of
Acantamoeba adhered to the macrophages after 1 hour. (B) Slimlysmacrophages. (@canthamoeba shaping the
macrophage. (D) Shows surroundifsganthamoeba possibly starting phagocytosis. Bars 54. Magniiiocais 100X.
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4. DISCUSSAO GERAL

Acanthamoeba é um género de AVL, amplamente distribuido nossrdaiersos ambientes,
e também o mais envolvido em doencas graves em ls@nganos e animais.

As amostras para o isolamento e a caracterizacAoathamoeba spp., do presente estudo
foram obtidas em clinica de dermatologia animahriipde cdes com lesdes de pele. Os animais na
grande maioria eram levados ao hospital de clinieaterinarias (HCV-UFRGS) pelos seus
proprietarios para realizar consulta com médicoerugdrio dermatologista. Os proprietarios
assinaram termo de consentimento (anexo na pretsmgeantes das coletas, e subsequentemente
as amostras foram enviadas ao laboratorio de palcaga — ICBS- UFRGS. De 46 caes foram
coletadas 2 amostras de cada animal, uma de les#wea e outra da mucosa nasal, resultando em
98 amostras. Apos o isolamento de AVL em meio méno, clonagem, axenizacéao foi realizado
PCR, seguido do sequenciamento para definir ostigesd

Das 98 amostras analisadas, 14 foram confirmadasRgeR, usando como alvo o gene do
18S DNA, como pertencentes ao gén&ocanthamoeba spp. Dos isolados obtidos, 13 tiveram os
genotipos determinados como: T3 (3 amostras), Bdrndstras), T5 (4 amostras) e T16 (1 amostra),
este ultimo foi isolado pela primeira vez de anmesiinica até entdo tinha sido isolado do meio
ambiente.

De 8 isolados axénicos foi determinado o efeitopético sobre células VERO, resultados
mostraram que estes isolados apresentaram efaitpatico, enquanto as 4 cepas ATCC de
Acanthamoeba pp. mantidas em nosso laboratério ndo apresentasten mesmo efeito. Todos
isolados deAcanthamoeba cresceram a 37°C e em agar manitol 0,5M, enquaaioente 4
cresceram a 1M e nenhum cesceu a 42°C. Podemowabgee somente estes fatores ndo séo

indicadores de patogenicidade paanthamoeba. O fato de todos os isolados terem apresentado
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crescimento a temperatura de 37°C, que € a tempgm@irporal da maioria dos mamiferos, indica
gue poderiam estar bem adaptados aos animais, gumdepresentar risco para infeccdes por
Acanthamoeba ou por microrganismos carreados por este protmzoar

Kadlec (1978) examinando amostras de animais daussencontrou 15 espécies e cepas
de AVL que estavam presentes em seus cokpardmannella vermiformis, foi isolada a partir dos
brénquios de um céo e varios isoladosAdanthamoeba do prepucio de um touro, vagina de uma
vaca e figado de um coelho. McConnell e colaboesldl968) descreveram um caso de
Hartmannella (Acanthamoeba) infectando os pulmfes de um touro, cujo modo wkeada no
organismo do animal foi atribuido a inalacdo dagxroario ou por extenséao direta de uma infeccao
nasal inaparente.

Nos isolados deAcanthamoeba utilizados no presente estudo foram pesquisados
endossimbiontes através da PCR. Oligonucleotidgmwescéicos foram usados pdrapneumophila,
Mycobacterium spp, Pseudomonas aeruginosas e Enterobacteriacea&/erificou-se a presenca de
bactérias em 14 dos isolados analisados, os qoaigleam pelo menos uma espécie bacteriana e
um dos isolado continha todos os quatro endossimtdsgesquisados. Observou-se que 79% dos
isolados deAcanthamoeba albergaval egionella pneumophila, 50% Mycobacterium spp., 79%
Pseudomonas aeruginosa e 57% Enterobacteriaceae.

Kilvington e Price (1990) observaram géeanthamoeba poderia proteger as bactérias
endossimbiontes de antibioticos, desinfetantes redicdes ambientais hostis. Podemos assim
sugerir que as lesdes presentes nos caes dosfopzans coletadas as amostras de nosso estudo,
poderiam na realidade tratar-se de infeccbes sadasgd provocadas pelas bactérias
endossimbiontes presentes nas amebas isoladasas qneebas apenas estivessem servindo como
“carreadoras” das mesmas, ndao sendo estas amebaspassaveis pelas lesdes. Podemos ainda

sugerir que as bactérias internalizadasAmanthamoeba estariam protegidas de fatores externos
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como antibioticoterapia ou outro tratamento, todwawmlificil a cura de alguma doencas desses
animais.

Glaser e colaboradores (2011) descreveram a presiehycobacterium spp. internalizada
em Acanthamoeba castellanii ATCC que estéa depositada no Genbabkkte € o primeiro relato de
isolamento deAcanthamoeba spp. como um hospedeiro de bactérias endossineioisbladas a
partir de amostras clinicas, em nosso grupo dgqumss e igualmente o primeiro estudo na
América Latina.

Marciano-Cabral e Toney (1998) correlacionaram tegenicidade dé\canthamoeba em
co-cultivo com macrofagos para determinar se magaosd ativados poderiam destruir
Acanthamoeba culbertsoni. Trofozoitos deAcanthamoeba destruiram os macréfagos (sem ativacéo)
por lise e por ingestdo. No entanto, os macrofagjgados com imunomoduladorigsvivo ou com
o lipopolissacarideo bacteriano (LPS) e interfegama (IFNy) in vitro ndo foram mortos por
Acanthamoeba. Em vez disso, culturas de macréfagos ativadosafazes de causar a destruicao
limitada de Acanthamoeba polyphaga e Acanthamoeba castellanii por citdlise dependente do
contato e pela ingestéao Aeanthamoeba.

Os isolados deAcanthamoeba deste estudo foram co-cultivados com macréfagagi®
resultou na aderéncia em apenas 1h de contator@bses que ndo houve diferenca siginificativa
na adesao quandaanthamoeba foi inativada pelo calor confirmando geanthamoeba é contato
dependente, corroborando com os resultados endostq@or Marciano-Cabral e Toney (1998).
Mais estudos sdo necessarios para determinarssmtestacao depende de receptores de manose, se
os trofozoitos deAcanthamoeba sdo citotoxicos para os macrofagos e se a infeqgio

Acanthamoeba resulta em morte de macrofagos.
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5. CONCLUSOES

O gendtipo de 13 isolados obtidos de amostrascalinile cdes na cidade de Porto Alegre,
foram caracterizados a partir do sequenciamentegido 18S do rDNA. Estes isolados uma vez
caracterizados e disponiveis no laboratério podes@rvir de base para outros estudos. A
determinacao correta da taxonomia € um fator esdgrara que se possa chegar a generalizacdes
acerca da ecologia, patogenicidade e epidemioldgiaAcanthamoeba spp. Os isolados de
Acanthamoeba spp. do presente estudo pertencem aos gendétipo4T35 e T16. Neste estudo o
genotipo T16 foi isolado pela primeira vez em amaoslinica (mucosa nasal).

Também foi verificado que este gendétipo apreseeteito citopatico sobre células VERO e
bactérias foram identificadas internalizadas néestado. Pode-se concluir que o genoétipo T16
apresenta caracteristicas que correspondem a wmismgp potencialmente patogénico. Isolados de
Acanthamoeba spp. de 8 de caes apresentaram efeito citopdtime sélulas de mamiferos (VERO)

e estes isolados também cresceram a 37°C e a (gbMaditol e somente 2 cresceram a 1M e
nenhum isolado cresceu a 42°C. Podemos concluirugaddo apenas o0s testes de osmo e
termotolerancia ndo sao suficientes para verifecgratogenicidade dAcnthamoeba spp., sendo
necessariwoerificar o teste de efeito citopatico em célulasthmiferos.

As bactérias identificadas, no presente estudopandossimbiontes estavam presentes em
todos isolados dedcanthamoeba spp. as quais foranl. pneumophila, Mycobacterium spp,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacteriaceae. O isolamentoAtanthamoeba spp. da presente
tese, foi realizado no ano de 2011, as cepas ATilliZadas como controle nos experimentos vem
sendo cultivadas por um periodo maior e ainda agsigndossimbiontes encontravam-se presentes
no interior de todas as amebas. Isto nos permitelwio que o tempo que os endossimbiontes

permanecem internalizados em amebas pode ser longo.
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Os isolados décanthamoeba spp. do presente estudo, apesar do tempo sernd@sdm
laboratorio, ainda permanecem patogénicas. As cRp&C usadas como controle, mesmo com
bactérias patogénicas internalizadas, nao tiverésitoecitopatico sobre as células VERO,
provavelmente devido a atenuacdo de sua virul@miguncédo do tempo que vem sendo mantidas
em cultivo. Concluimos através da analise da ipgerale macréfagos com os isolados usados neste
trabalho, quéAcanthamoeba adere facilmente aos macrofagos.

Em suma, este trabalho serve como base para posteastudos que S80 necessarios para

entender os fatores de viruléncia associados g@attdade décanthamoeba spp.
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6. PERSPECTIVAS

A interacdo dos isolados d&canthamoeba e macréfagosoi um projeto pilotg séo

necessarios esclarecimentos a respeito desta gaterad\ssim, as perspectivas deste trabalho

incluem:
. Testar se essa interacdo é dependente de receggaremnose;
. Testar sécanthamoeba spp. sao citotdxicas para os macréfagos;
. Verificar se a infeccdo pohcanthamoeba spp. resulta na morte de

macrofagos.
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7. ANEXOS

ANEXO 1

Descarte de residuos

Os residuos bioldgicos serdo descartados de acordas normas do departamento
de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia peceme ao ICBS. Residuos biolégicos, como
meio de cultura, serdo autoclavados e descartadobxe infectante (se for mantida a forma
original), ou em lixo organico comum (se nao fosgiwel identificar a forma original). Outros
residuos potencialmente contaminados com agent®glwo, tais como algodao, gaze e luvas, serédo
acondicionados em saco de lixo infectante e arnaalo=nem local especifico no ICBS até o
recolhimento por empresa credenciada junto a UFR®80s os residuos quimicos gerados no
projeto serdo segregados de acordo com as oriestaf®d Centro de Gestdo e Tratamento de

Residuos Quimicos (CGTRQ — IQ-UFRGS) e recolhigds pesmao.
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ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO DO USO ANIMAL

Eu, (nacionalidade) ende
estou permitindo a participacdo do nmaumal em um estudo
denominado:OCORRENCIA DE AMEBAS DE VIDA LIVRE EM CAES NA CIDAD E DE
PORTO ALEGRE, RS., cujos objetivos e justificativas sa&mebas de vida livre (AVL), séo
consideradas como patégenos em potencial, mesmoims®xistem até 0 momento, poucos relatos a
respeito. Deste modo faz-se necessario a pesquisa isolamento destes protozoarios, pois podem
causar Encefalite Amebiana que € uma doenca crénicaa maioria das vezes fatal e foi relatada em
animais incluindo cées. A porta de entrada de AVlem seu hospedeiro, ocorrem pela inalacéo de
poeira ou solo contaminado com amebas ou através lsdes na pele, justificando o modelo animal
escolhido que é o céo e o local a ser retirado o tedal biolégico. Assim, na auséncia de dados
sobre estes protozoarios emergentes em nosSsO mem @esente projeto se propdem a pesquisar a
ocorréncia de AVL em cées da cidade de Porto Alegr&sS.
A participacado do meu céo no referido estudo seréemtido decoletar amostras da pele com lesédo e
da mucosa nasal com suabe estéril.
Recebi também os esclarecimentos necessswio® a auséncia de risco e a possibilidade do céo
apresentar um leve desconforto durante a coleta deuabe nasal, levando-se em conta que é uma
pesquisa, e os resultados positivos ou negativosnamte seram obtidos apos a sua realizacagstou
ciente de que o meu animal sera atendido, respegtaeicebera os cuidados necessarios.
Também fui informado de que posso recusar a paatjéio do meu animal no estudo, ou retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem precisafigast e de, por desejar sair da pesquisa, néo
sofrerei qualquer prejuizo a assisténcia que oaneual estiver recebendo.

Os pesquisadores envolvidos com o referido prgato
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1. MARCIA BOHRER MENTZ — PROFESSOR ADJUNTO DO DEMIP/IC BS/UFRGS
2. MARILISE BRITTES ROTT PROFESSOR ASSOCIADO DO DEM IP/ICBS/UFRGS

3. ANA MARIS CARLESSO - ALUNO DE DOUTORADO DO PPG-
MICROBIOLOGIAAGRICOLA E DO AMBIENTE/ DEMIP/ICBS/UFR ~ GS

4. MAURO LUIS SILVA MACHADO — MEDICO VETERINARIO DO HCV- UFRGS

e com eles poderei manter contato pelos telefon@3084537 e 33083584

E assegurado o livre acesso a todas as informag@sslarecimentos adicionais sobre o
estudo. Enfim, tendo sido orientado quanto ao deotodo o aqui mencionado e compreendido a
natureza e o objetivo do ja referido estudo, matofeneu livreconsentimentoem permitir a
participacdo do céo, estando totalmente cientaidengo ha nenhum valor econémico, a receber ou

a pagar, pela participacdo do meu animal.

Nome e assinatura do proprietario do animal daypsaq

Nome(s) e assinatura(s) do(s) pesquisador (e)mesdpel (responsaveis)
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