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Resumo

Objetivo

Observar a ocorréncia de amebas de vida livre dos géneros Acanthamoeba e Naegleria
em amostras de poeira coletadas em hospitais.

Métodos

Foram coletadas 132 amostras de poeira em dois hospitais do municipio de Presidente
Prudente, Sao Paulo. Os locais da coleta foram: Unidade de Terapia Intensiva, Centro
Cirargico, Isolamento de Moléstias Infecciosas, Bergario, Emergéncia e Cozinha. As
amostras foram semeadas em trés meios de cultura: meio de agar ndo nutriente com
Escherichia coli, meio de agar infusdo de soja e microcultivo em meio de Pavlova
modificado por Giazzi. As amebas isoladas foram identificadas segundo critérios
morfologicos.

Resultados

O indice geral de positividade para amebas de vida livre, potencialmente patogénicas,
dos géneros Acanthamoeba e Naegleria, foi de 45,5%, sendo positivas 41,6% das
amostras de poeira coletadas no hospital universitario ¢ 50% no hospital estadual.
Obtiveram-se 45,5% de positividade do género Acanthamoeba e 3,8% para amebas
do género Naegleria.

Conclusdes

As amebas de vida livre, potencialmente patogénicas, estavam presentes em todos os
ambientes estudados dos dois hospitais, sendo que as espécies do género
Acanthamoeba foram as isoladas com maior freqiiéncia.

Abstract

Objective

10 evaluate the occurrence of free-living amoebas of the genera Acanthamoeba and
Naegleria is dust samples colleted in two hospitals.

Methods

One-hundred and thirty-two dust samples were collected in two hospitals in Brazil.

Hospital collection sites were the following: intensive care unit, operation rooms,

nursery, kitchen, emergency and infectious diseases isolation room . The isolation of
the amoebas was performed in three culture media: non-nutrient agar inoculated
with Escherichia coli, soy agar, and microculture in Giazzi-modified Pavlova s medium.

The amoebas were identified according to morphological criteria.
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Results
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Amoebas of the genera Acanthamoeba and Naegleria were found in 45.5% of the
samples, of which 41.6% were collected in the university hospital and 50% in the state
hospital. Of all, 45.5% were positive for the genera Acanthamoeba and 3.8% for

genera Naegleria.
Conclusions

Potentially pathogenic free-living amoebas were seen in all sites of the two hospitals
and Acanthamoeba was the most frequently isolated genera.

INTRODUCAO

As amebas de vida livre constituem um grupo de
protozoarios de ampla dispersao ambiental, isoladas
em praticamente todos os ambientes da agua, do solo
e do ar. Foram isoladas em todos os continentes, nas
mais diversas altitudes. Resistem a extremas condi-
¢oes de temperatura e de pH, bem como ao cloro e a
outros sistemas de desinfecgao.

Durante muito tempo, o estudo das amebas de vida
livre esteve restrito ao campo da zoologia, até que
Fowler & Carter,® em 1965, na Australia, e Butt’ em
1966, nos Estados Unidos, relataram os primeiros
casos de meningoencefalite fatal em humanos. Os
casos foram atribuidos as amebas de vida livre.

Sabe-se hoje que algumas espécies de amebas de
vida livre podem comportar-se como parasitas faculta-
tivos de seres humanos e de animais domésticos. Elas
podem invadir o sistema nervoso central e outros or-
gaos, causando morte ou incapacidade permanente.*!!

Atualmente, as espécies de interesse médico sdo:
Naegleria fowleri, varias espécies do género
Acanthamoeba ¢ Balamuthia mandrillaris. As prin-
cipais doengas causadas por amebas de vida livre sdo:
a) Meningoencefalite amebiana primaria - tem como

agente etiologico Naegleria fowleri. E uma doen-
¢a de evolugdo clinica rapida e fatal, que ocorre
principalmente em criangas ou jovens sadios. A
porta de entrada da ameba parece ser a cavidade
nasal, por aspiragdo de agua contaminada ou ina-
lagdo de poeira contendo cistos amebianos. A via
de invasdo do sistema nervoso central € o epitélio
neuro-olfativo.5!"

b) Encefalite amebiana granulomatosa - ¢ uma doen-
¢a de curso clinico prolongado, causada por va-
rias espécies de amebas do género Acanthamoeba.
As mais freqiientes sdo Acanthamoeba polyphaga,
Acanthamoeba castellanii, Acanthamoeba
culbertsoni, Acanthamoeba rhysodes, Acan-
thamoeba divionensis, além da Balamuthia
mandrillaris.”

E considerada uma infecgdo oportunista, que ocor-
re principalmente em individuos debilitados, alco-
olatras, doentes cronicos, pessoas submetidas a tra-
tamento com drogas imunossupressoras e pacientes
imunocomprometidos. A porta de entrada da ameba
pode tanto ser o trato respiratorio quanto ulceras de
pele. A via de invasdo do sistema nervoso central
parece ser a hematogénica, embora possa ocorrer tam-
bém por meio do epitélio neuro-olfativo.>!* A Acan-
thamoeba pode causar também infec¢des dissemi-
nadas, principalmente em pacientes com Aids ou
transplantados.!:1418.20
¢) Ceratite por Acanthamoeba - € uma infecgao cro-

nica da cornea, causada por varias espécies de
Acanthamoeba. As mais isoladas sdo Acantha-
moeba castellanii, Acanthamoeba polyphaga,
Acanthamoeba culbertsoni, Acanthamoeba
hatchetti, Acanthamoeba rhysodes e Acantha-
moeba griffini. A infecgdo € mais freqiiente entre
usudrios de lentes de contato. As lesdes oculares
ocorrem provavelmente por meio de um micro-
traumatismo do olho. A contaminagao pode ocor-
rer pela d4gua contaminada ou particulas do ar ou
solo contendo cistos amebianos."’

No Brasil, apesar de ja terem sido descritos casos de
doenga humana, poucos sao os relatos da presenga de
amebas de vida livre no ambiente.*> Outro aspecto
importante ¢ a possibilidade de associacdo entre algu-
mas espécies de amebas de vida livre e bactérias. Va-
rias espécies de bactérias patogénicas, como Pseudo-
monas aeruginosa, Vibrio cholerae, Legionella spp,
Listeria monocytogenes, entre outras, foram observa-
das no interior de amebas de vida livre.??

Baseado no fato de que essas e outras bactérias
carreadas por amebas de vida livre sdo importantes
causas de infecgdes hospitalares e também porque al-
gumas espécies de amebas de vida livre podem causar
infecgoes fatais, principalmente em individuos debili-
tados e imunocomprometidos, realizou-se estudo com
o objetivo de verificar a ocorréncia de amebas de vida
livre dos géneros Acanthamoeba e Naegleria em amos-
tras de poeira coletadas em hospitais.
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METODOS

Entre os meses de agosto e novembro de 2000, foram
feitas doze coletas semanais consecutivas de amostras
de poeira de varias areas de dois hospitais, um universi-
tario e um estadual, da cidade paulista de Presidente
Prudente. Foram coletadas 132 amostras de poeira — 72
no hospital universitario e 60 no estadual. De cada um
deles, foram coletadas 12 amostras das seguintes areas:
Unidade de Terapia Intensiva (UTI), Centro Cirtirgico
(CC), Bergario (B), Cozinha (C) e Emergéncia (E). No
hospital universitario, incluiu-se também a area Isola-
mento de Moléstias Infecciosas (MI).

Cada amostra de poeira foi coletada com dois swabs
esterilizados, secos, que foram passados de forma alea-
toria sobre o piso e o mobilidrio dos locais em estudo.
Os swabs foram colocados em calices contendo agua
destilada esterilizada, espremidos e descartados. O ma-
terial foi deixado para sedimentagdo por duas horas.

Para o isolamento das amebas foram utilizados trés
meios de cultura: meio de agar ndo nutriente a 1,5%,
recoberto com uma suspensdo de Escherichia coli
mortas pelo calor, meio de agar infusdo de soja se-
gundo Foronda’ (1979) e microcultivo em meio de
Pavlova modificado por Giazzi® (1996).

Foram colocadas no centro de duas placas de Petri trés
gotas do sedimento de cada calice de sedimentagdo:
uma contendo o meio de agar ndo nutriente e outra o
meio de agar infusdo de soja segundo Foronda’ (1979).
As placas foram colocadas em sacos plasticos para evi-
tar a dessecac@o e incubadas a 28°C por até 14 dias.

A verificagdo do crescimento amebiano foi feita dia-
riamente nas duas placas. O desenvolvimento das cul-
turas foi acompanhado colocando-se a placa invertida
sobre a platina de um microscopio comum. Para o es-
tudo da morfologia das amebas, adicionou-se peque-
na quantidade de agua destilada esterilizada sobre o
crescimento. Uma gota desse liquido foi colocada en-
tre 1amina e laminula ¢ observada ao microscopio com
aumentos lineares de 100 e 400 vezes.

Quanto ao microcultivo em meio de Pavlova,’ co-
locou-se uma gota do sedimento sobre uma lamina,
adicionou-se algumas gotas do meio de cultura e co-
briu-se com laminula. A montagem foi incubada em
camara umida a temperatura ambiente e examinada
diariamente ao microscopio por até 14 dias, quando
as amostras negativas foram descartadas.

A identificagdo das amebas foi feita pela observa-
¢ao de cistos e trofozoitos e baseada no tipo de movi-
mento e nos critérios morfoldgicos de Page'® (1976).
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As amebas observadas com caracteristicas morfologi-
cas do género Naegleria foram submetidas a prova de
flagelagdo para confirmagdo do género. Algumas
amebas pertencentes a outros géneros podem apresen-
tar caracteristicas morfologicas semelhantes, mas so-
mente espécies de Naegleria possuem a capacidade
de flagelagdo dentro das condig¢des do teste.

Para a prova de flagelagao, as amebas foram inocu-
ladas no meio onde ocorreu seu isolamento e incuba-
das a 28°C por 18h a 24h. O crescimento resultante
foi coberto com agua destilada esterilizada e incuba-
do a 37°C. A leitura foi feita, colocando-se uma gota
do liquido entre 1dmina e laminula e observando-se,
a0 microscopio, o aparecimento de formas flageladas
ativamente moveis. Essa leitura foi feita a cada 30
min por quatro horas.'>!¢

RESULTADOS

Foram isoladas amebas de vida livre potencialmente
patogénicas em todos os ambientes estudados nos
dois hospitais. As amebas foram identificadas até gé-
nero segundo os critérios morfologicos de Page'
(1976).

Das 132 amostras de poeira coletadas nos dois
hospitais, 60 (45,5%) foram positivas para amebas
de vida livre, potencialmente patogénicas, dos gé-
neros Acanthamoeba ou Naegleria, ¢ 72 (54,5%)
foram negativas.

Das amostras de poeira coletadas, foram obtidos 65
isolados de amebas de vida livre potencialmente
patogénicas. Em todas as amostras positivas, foram
identificadas espécies como pertencentes ao género
Acanthamoeba, o que corresponde a um porcentual
de positividade de 45,5%. Espécies identificadas
como pertencentes ao género Naegleria foram
identificadas em cinco amostras de poeira, com 3,8%
de positividade.

A Tabela mostra o niimero e a percentagem de amos-
tras positivas e negativas para amebas de vida livre,
potencialmente patogénicas, em cada area nos dois
hospitais estudados.

No hospital universitario, das 30 amostras positi-
vas, foram observadas espécies de Acanthamoeba em
26 (86,6%). Em quatro (13,4%), havia espécies de
Acanthamoeba e Naegleria. No hospital estadual, das
30 amostras positivas, foram identificadas espécies
de Acanthamoeba em 29 (96,6%), e espécies de
Acanthamoeba e Naegleria em uma (3,4%) amostra.

Foram obtidos isolados de Acanthamoeba em to-
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das as areas estudadas, nos dois hospitais. No hospi-
tal universitario foram obtidos quatro isolados de
Naegleria, sendo trés em amostras de poeira da Cozi-
nha e um do Centro Cirurgico. No hospital estadual
foi encontrado apenas um isolado de Naegleria em
uma amostra de poeira do Bergario.

DISCUSSAO

Amebas de vida livre s3o ubiqiiitarias no ambiente.
Espécies de Naegleria preferem ambientes aquaticos,
natural ou artificialmente aquecidos, € o solo, enquanto
espécies de Acanthamoeba ocorrem em qualquer am-
biente. Balamuthia mandrillaris, inica espécie desse
género, responsabilizada por casos de infecgdo em
humanos, ainda ndo foi isolada do ambiente.>?'

O encontro de amebas patogénicas no meio ambiente
constitui somente um indicador da possibilidade de
aquisic@o da parasitose. Sdo pouco conhecidos os fa-
tores que condicionam a ocorréncia de infeccdo e do-
enca. Para Page'® (1976), é evidente que muitas cepas
nao sdo patogénicas, ou muitas pessoas nao sao vulne-
raveis, ou circunstancias especiais sao necessarias para
que ocorram as alteracdes patogénicas.

Os relatos sobre o isolamento de amebas de vida livre
potencialmente patogénicas a partir de poeira sdo es-
cassos. Assim, Kingston & Warhurst,'” em 1969, isola-
ram essas amebas da poeira e do ar de um quarto ocupa-
do por criangas acometidas de infecgdo respiratoria.

Giazzi’ (1996), estudando a prevaléncia de amebas
de vida livre potencialmente patogénicas em varios
habitats na cidade de Araraquara, Sao Paulo, coletou
23 amostras de poeira, obtendo um porcentual de
86,9% para espécies de Acanthamoeba, ¢ de 39,1%
para espécies de Naegleria.

Os indices obtidos no presente estudo, 45,5% para
espécies de Acanthamoeba e 3,8% para espécies de
Naegleria, foram bem menores do que os observados
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por Giazzi® (1996), provavelmente porque as amos-
tras de poeira foram coletadas em ambientes hospita-
lares, onde a circulagdo de pessoas é menor e também
existe um cuidado maior com a limpeza.

Conforme resultados do presente estudo, foram iso-
ladas espécies de amebas de vida livre potencialmente
patogénicas em todos os ambientes estudados, nos
dois hospitais, nas diversas areas (Tabela). E preocu-
pante a ocorréncia dessas amebas, ja que muitos pa-
cientes internados em hospitais tém sua imunidade
deprimida, seja naturalmente, devido a doengas ou a
pouca idade ou, artificialmente, pelo uso de drogas
imunossupressoras. Outros sdo submetidos a cirurgi-
as ou podem, ainda, apresentar problemas de quei-
madura em areas extensas da pele, o que pode facili-
tar a implantagdo de germes oportunistas, entre os
quais, espécies de Acanthamoeba.

Apesar do numero de amostras coletadas ser peque-
no, analisando-se os dados da Tabela, observa-se que
ndo ha diferengas no nimero de isolados obtidos na
Emergéncia, nem na Cozinha dos dois hospitais. No
Bergario, a diferenga observada se d4, provavelmente,
pelo fato de que o hospital estadual é um hospital-
maternidade, sendo, portanto, relativamente maior o
numero de pessoas circulando pelo ambiente.

O menor indice de positividade ocorreu no Centro
Cirtrgico e na Unidade de Terapia Intensiva nos dois
hospitais. Isso, provavelmente, se deve ao fato de que
nesses locais, por abrigar pacientes de risco, além da
maior preocupacao com limpeza e desinfeccdo, o aces-
so de pessoas ¢ normalmente restrito a poucos profis-
sionais, que fazem uso de equipamentos de protecao
individual, como luvas, mascaras, gorros, protetores
de pés e roupas apropriadas e esterilizadas. Esses cui-
dados poderiam contribuir para a diminui¢ao da con-
taminacao desses ambientes, ja que se sabe que espé-
cies de Acanthamoeba tém sido isoladas como flora
normal das vias aéreas superiores de individuos apa-
rentemente saudaveis.'?

Tabela - Resultado da presenca de amebas de vida livre potencialmente patogénicas, em amostras de poeira coletadas nos
hospitais estudados, segundo as respectivas areas de cada hospital.

Areas Hospital universitario Hospital estadual
Amostras Amostras
Positiva Negativa Total Positiva Negativa Total
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
UTI 3 (25,0) 9 (75,0) 12 (100 4(33,3) 8 (66,7) 12 (100)
CC 3 (25,0) 9 (75,0) 12 (100 5 (41,6) 7 (58,4) 12 (100)
B 5 (41,6) 7 (58,4) 12 (100 8 (66,7) 4 (33,3) 12 (100)
C 7 (58,4) 5 (41,6) 12 (100 7 (58,4) 5 (41,6) 12 (100)
E 6 (50,0) 6 (50,0) 12 (100 6 (50,0) 6 (50,0) 12 (100)
MI 6 (50,0) 6 (50,0) 12 (100 - - -
Total 30 (41,6) 42 (58,4) 72 (100) 30 (50,0) 30 (50,0) 60 (100)
UTI = Unidade de Terapia Intensiva; CC = Centro Cirlrgico; B = Bergdrio; C = Cozinha; E = Emergéncia; Ml = Isolamento

de Moléstias Infecciosas.
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O maior nimero de isolados de espécies do género
Naegleria foi observado na Cozinha do hospital uni-
versitario, provavelmente pelo fato de que os cistos
de Naegleria sdo pouco resistentes a dessecagdo, o
que explica sua auséncia do solo.'” Esses cistos ocor-
rem com freqiiéncia em lama ou lodo. E facilitada a
viabilidade dos cistos dessas amebas na cozinha, que
pode permanecer molhada por periodos longos devi-
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