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RESUMOG: Foram inoculadas, em lotes de 5 camundongos albines de 10 & 12¢,

15 amostras de Aecanthaemoedsg gp,, 2 amostras de culturas mistas de Acanthamoeba
sp, & Naeglerie sp. e uma amostra de Neeglerin sp. As amebas foram isoladas =z
partir de fezes de individuos pertencentes s uma creche da cidade de S0 Paule.
Os camundongos foram ligeiramente anestesiados com éier etilico e recebsram, por
vig nasal, 0,04 ml de uma suspensfio de amebas na concentracgiio de 3x108 a 8xi06
trofozoitas por ml. Seizs camundongos morreram espontaneamente e 68 restantes
foeram saerificados apds 80 dias de observacis, Macerados de cérebro, bage e pulmio
foram repicados em placas de Peiri contendc dgar ndo nuiriente e dgar naéo nu-
triente-sal, com tapete de Aderobacter aerogenes morto pelo calor, Subseqlientemente
as placas foram incubadas #is femperaturas de 28 e 37 °C ¢ observadas por 14 dias.
Constaton-se a patogenicidade de 4 amostras de Acanthamoeba sp e de ump amostrs
de cultura mista de Adeanthumoeeby sp e Naegleria sp. Alguns dos fragmentos teci-
duais ndo maceradoes foram analisades hisfopatologicamente, revelando-se processc
inflamatério com predominio de linfdcitos, plasmécitos e histidcitos, caracterizando-se,

em aiguns focos, a presenga de amehas de vida livre

DESCRITORES: amebas de vida livre, isolamento de fezes humanas: Nuegleria
sp., Acanthemoeba sp., patogenicidade em camundongos (estude experimental).

INTRODUCAC

A importincia etiologica de amebag de vida
livre na morbidade. por_me;nngltes e menin-
goencefalites j4 fol definitivamente demons-
trada & & 8 10, 13,

Infeccbes cerebrals por Acanthameeba sio
geralmente deseritas como meningoencefalite
subaguda ou crdnica, por vezes de padrio
granulomatoso, podendo resultar em o6bito do
paciente apés & dias ou em até vArios meses

de eveolucgdo 5. A maleria dos casos de menin-
goencefalite granulomatosa ocorre em imuno-
deprimides, alecodlatras, diabéticos ou em cuira
forma de doenca debilitante,

A menihgoencefalite por Naegleriea sp.
atinge, preferencialmente, eriancas ou adultos
Jovens, saudévels, com antecedentes de contato
coms Aguas de piseina, lagoes ou rios. Um
guadro de meningoencefalite fulminante &
obgervado, resultande em 6bitc em menos de
uma semana.

*  Realizado no Servige de Parasitologia e nz Divisdo de Patelogia do Instituto Adelfe Lutz de S&eo

Paulo, 8P,
Do Servigo de Parasifologla.
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A presenga de anticorpos especificos em
pacientes com distdrbios das vias aéreas
superiores ou gastrintestinais, e a alta pre-
valéneia de amebag de vida Hvre em criancas,
sugerem a existéneia de infecgdes inaparentes
por Acanthemosha sp. e Noeglerie sp. %0,

O objetivo do presente trabalho foi pesqui-
gar a patogenicidade, em camundongos, das
amebas de vida livre pertencentes aos refe.
ridos géneros, isoladas de fezes de individuos
aparentemente sadios.

MATERIAL E METODOS

A patogenicidade de amebas de vida livre,
isoladas a partir de fezes humanas, fol
testada em ecamundongos, medelo animal que
mimetiza as condigdes humanas.

Foram empregadas 15 amosiras pertencen-
tes ao género Acanthamoebo, uma pertencente
a0 génere Naeglerie ¢ 2 culturas mistas dos
géneros Acanthomoeba e Noeglerin isoladas
a partir de feres de individuos pertencentes
a uma ereche da cidade de S&o Paulo!l As
amebas foram mantidas em meio de agar néo
nutriente a 1,6%, em agua destilada, reco-
berto por lapete de FEnilercbacter aerogenes
(CDC1685) morto pelo calor {(ANNE), con-
forme téenica descrita por ANDERSON &
JAMIESON 1,

Para o preparo da suspensio a ser ino-
eulada, o crescimento das amebas foi esti-
muladoe pelo repigue em cineo placas contendo
ANNE. Estag placas foram incubadas por
24 horas em temperatura correspondente &
do isolamento da amostra. A concentracio do
inéeule fol ajustada entre 3 x 10% e B x 10°
trofozoitas por ml, afravés de contagem em
cAmara de Neubauer. ’

Foram inoculades § eamundongos albinos,
de 10 a 12g de peso, para eada amostra
testada. Os animis foram previamente anes-
tesiados pelo éter etilico. Procedeu-se &
inoculagio depositando-se 0,04 m! de suspen-
sfo em suas narinas, segundo téenica preco-
nizada por MARTINEZ et glit®. Os camun-
donges  periencentes ac  grupo-testemunha
receberam 0,04 m} de Agua destilada estéril.
Foi atilizado, ainda, outro grupo de ecamun-
dongos que foram inoculados por via nasal
com 0,04 m! de suspensido de Acanthamoeba
sp. (eepa F4i5) patogénica para camundon-
gos, fornecida pelo Dr. Hércules de Moura,
do Departamento de Parasitologia e Labora-
térios da Universidade Fstadual do Rio de
Janeiro. Todos os animais foram observados
por um pericdo de 30 dias.

Macerados de cérebro, bago e pulmdio dos
ecamundongoes inoculados foram  semeados
no centro de duas placas contendo ANNE
¢ em uma contendo ANNE mals 0.85% de
cloreto de sédio (ANNE — sal). As placas
de ANNE foram incubadas a 28 e 387°C
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durante 10 dias, e a de ANNE -« gal, a 37 °C,
pelo mesmo periodo. A observagio direta
das placas foi feita com auxilio de micros.
¢Hpio invertide, com aumenio de 130 vezes.
Amshas foram reisoladas de pontos distantes
do local de semeadura, ¢ a identificagio
morfolégica foi processada segundo critério
de PAGE"

Considerou-se fortemente patogénica (44}
& amostra que, uma vez inoculada, resultou
em  morte espontinea de pelo menos um
camundongo, tendo sido positiva a cultara
de amebas a partir de cérebro, pulmio e/ou
bago (retrocultura). No caso de ter sido
positiva a retroculfura sem que tivesse sido
verificada a morte espontinea de gualguer
camundongo, considerou-se a amostra como
moderadamente patogénica (-4). Quando nio
se obieve retroeuitura positiva nem ocorreu
morte de gualquer ecamundongo, a amostra
foi considerada nio patogéniea.

Em 19 dos 32 camundongos em que foi
positiva a cultura de Aconthamoeba sp., foram
realizadas analises histopatologicas de frag-
mentos de tecido do sistema nervoso ceniral,
corados pela hematoxina-eosing (H.E) e
pele dcido periédico de Schiff (P.AS.).

RESULTADOS

Foram incculados 90 camundongos com as
dezoito amostras de amebas de vida livre jé
relacionadas anteriormente, Sele camundongos
evoluiram espontaneamente para o dbito e
83 foram sacrificados pelo éter ao final de
30 dias de observagio. O cultive do eérebro,
bago e pultmio desses camundongos resulfou
positivo em 6 dos que tiveram morte espon-
tinea e em 26 dos gue foram sacrificados,
conforme é demonstrado na tabela 1.

A distribuicde de positividade, traduzida
pelo reisolamento das amebas de vida livre,
a partir de cérebro, bago e pulmic dos
camundongos incculados (retrocultura) variou
de acordo com a natureza da amostra inocula-
da, com o tipo de 6rgdc cultivado e com a
temperatura de cultivo, conforme mostra a-
tabela 2.

Dos 79 reisolamentos, 43 (54%) foram
obtidos em cérebro, 29 (87%) em pulmio e
7T €D9L) em bacgo.

O grau de patogenicidade para camundonge,
observado nas quinze amostras de Aconthe-
moeba 8p., estd demonstrado na tabela 3.
Das duas  euliuras mistas, apenas uvma
resuitou fortemente patogéniea, com morie
espontfnea de 2 camundongos, com retro-
cultura positiva para Neeglerie sp. no bago
cultivdo, a 28 ©C, e para Acanthamoeba sp.
também no bago cultivado, a 37 °C. A amostra
de Neaegleric sp. nio fol patogéniea para
camundongos, ndo sendoc tampouco reisolada
a partir de érgios semeados.
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TABELA 1

Retrocultura de Acanthamoeba sp., Naegleria sp. e culturas mistas de ambas (ebtidas @ partir de cérebro, bage e pulmdo de camundongo)
inoeuladas om lotes de 5 comundongos, segundo dbite

Retroeulturas

doanthamoebe sp.

Aennihamoeba sp,

e Naegleria sp.

Naegleric sp.

Total geral

(13 amostras) (2 amostras) (1 amostra)
QObito ——Pesi tiva Neg;;i:a Total Posi;;;:_;ega'tiva Total Positiva Naga;'":«; Total Positiva | Negativa Tet;:lmw M
;SSponténeo 4 T 1 B 3 w -__ - T — , ------- h s 3! L 7
Provocado pelo éter 2¢ 44 10 - 4 8 e 5 5 26 87 23
Total 30 45 7H his 8 10 — 5 A 52 58 a6
TABELA 2

Betroculturas positivas de amebas

em cérebro, pulmio e bugo de camundongos, segundo a temperatura, 6bito ¢ amosira inoculada

Retroculturas
Amostra Cérebro Pulmie Bago
Sbito S R — : . —— motal
R ANNE ANNE [ANNE-sal] ANNE ANNE |ANNE-szll ANNE ANNE JANNE-sal
inoculada N -
28 40 3 37 °C 28 9 37°C 37°C 2890 37 °C 37°C
— e o e Sy e o ittt ottt Ao e virrTe ety
Pelo éter 4 2 2 3 3 3 2 2 1 a2
Acanthamoeha sp.
Espontiineo bAi 10 5 10 5 2 — e 52
Acanthamoeba sp. P m
e Naegleria sp. Pelo dtex - = — 1 1 1 I — . 1 5
Total —— 24 12 7 14 g & 2 2 2 79

PRET ‘BL-LO (I3¥P ‘mpng ofpepy cpsuy tasy CSOFUCPUNUEED

('de ngacwmypuvoy 9 48 vuefepN) SIAH BPIA

sp wRQEWY — g "D 'V INIDNVHW % d Y A 'SEATV DDV CNNVELQOTHDS D'V CF VSOTIZA

IBBUBWIRY 59207 9D SEPRIOST

wind epeprouaioged
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Amostras teciduais de sistema nervoso
central, oriundas de dois camundongos gue
evoluiram espontaneamente para o dhito,
foram submetidas s exame histolégico encon-
trando-se nelas meningoencefalite mononu-
clear, com Areas de necrose parencuimatosa.
A pesguisa de Acanthamoeba sp. fol positiva
em guantidade moderada nas duas amostras. A
andlize histopatoldgica de amostras teciduais
de sistema nervoso central, oriundas de 17
camundongos sacrificados, revelou encefalite
mononuclear discreta em 5 amostras, uma das

quais com esbhogo granulomatose; em trés
desses casos foram deteetadas raras Acanthe-
meoeba sp. Em outros cinco casos, comprovon-
-se o existéneiz de meningite mononuclear
focal, em grau discreto, detectando-gse, em
trés  desses cases, rvaros exemplares de
Acanthamoeba sp. Nasg sete amostras resian-
tes, ndc foi encontrada qualguer alteragéo
histopatoldgica, sendo também, negativas as
pesquisas histolégicas de Aecanthameeba sp.
(tabela 4}.

TABELA 3

Grau de pologenicidode em comundongos, de 15 omostrus de Acanthamoebs sp. isoladas de
fezes humanas de 10 individuos, segundo meic empregade ¢ temperatura de incubagdo

ANNE ANNE — sal
280 37°C 37°C
N.t de Grau de N2 de Grau de N2 de Grau de
amostra patogenicidade amostra patogenicidade AMOSLIa patogenicidade
T -+ 1 + 0 -+
1 4+ z2* 4+ 2 + -+
2 — o — H —

)y =
{(—) =

(+)
(++) =

Uma das amostras ¢ o controle (F415).

Aeanthamoeba sp. ndo reisolada em cérebro, bace ou pulméo (nfo patogénica).
= Reisclamento de Acanthamoeba sp. em cérebro, bago ou pulmie (moderadamente patogénica).
Morte esponifinea de pelo menos um camundengo e reiselamento de dcenthomoeeba sp.

em cérebro, bago ou pulmio (amostra fortemente patogéniecad.

TABELA 4

Altergedes histopateligicus dos cérebros de comundongos nos gquods fei reisolada

Acanthamoeba sp.

Sbito N° de Amebas detectadas Alteracdes
casos no corte histolbgiee histopatoldogicas
Espontineo 2 4 Meningoencefalite monenuclear
com 4reas de necrose
parenquimsatosa
2 — Encefalite mononuclear
4 + disereta {*}
2 - Meningite mononuclear
Provocade pelo dter 3 - focal o discrets
7 — Sem alteracies
histopatolégicas
Total 19

o)

{—} Amebas ausentes.
{+} Raras amsebas.
(+4)
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Némerc moderado de amebas,

Um ecaso apresentou padrio granulomatose.
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DISCUSSAO

Segundo VISVESVARA 2, infeccdes inapa-
rentes por amebas de vida livre podem ocorrer
na natureza, fato confirmado por Kenney,
que demonstrou a correlacfio entre ¢ encontro
destes amebideos nas fezes ¢ a elevacho de
anticorpos especificos. De acordo com os
nossos resultados, foi possivel constatar gue
os amebideos de vida livre patogénicos esta-
vam sendo albergados por individuos aparen-
temente sadios.

A temperatura mais eficiente para o isola-
mento de amebas de vida livre, & partir de
fezes humanas, foi 28 °C. Este dado diverge
do relatado por MOURA et alii® gue, no Rio
de Janeiro, consideraram 87 °C a temperatura
ideal. Esta diferenca pode ser atribuida 2
prévia adaptagio dos amebideos & temperatura
ambiente de eada locatidade. Conforme obti-
vemos de relatério de 1988 do Ministério da
Agricultura, a temperatura média anual da
cidade de S&o Paulo foi, no mesmo ano,
19,9°C (maxima 32,8°C), enguanto gue na
cidade do Ric de Janeiro atingiu a média de
27.7°C {(méxima 87,4°C). Todavia, mesmo
em nosso estudo, as amostras mais patogéni-
cas para camundongoes foram aguelas isoladas
a temperatura de 379G,

A temperatura de incubacio de 28 °C para
o reisolamento das amebas, a partir da
retrocultura, foi a que se mostrou mais
eficiente (tabela 2).

O eérebro foi o 6érgao de eleicio para a
proliferacio das amebas, conforme seria de
egperar, seguide pelo pulmio e, em dltime
Jugar, pelo bage no qual tdc-somente nos
animais gque morreram espontaneamente Toi
possivel o reisolamento dos amebideos.

O exame anatomopatoldgico veio corroborar
os achados biolégicos, predominando nestas
infecgbes os  exsudatos inflamatérios de

padrdo mononuclear, especialmente as custas
de linfécites e maeréfagos, por vezes com
esbogos granulematosos. Em plena correlacio
com a evolugfio clinica dos animais, as amos-
tras que apresentaram maior patogenicidade,
especialmente as que levaram a dbito os
camundongos, condicionaram também as prin-
cipais alteracbes teciduais, incluindo padrac
inflamatério e, até, focos de necrose paren-
quimatosa. O encontro de Acanthamoeba sp.
nos cortes teciduais foi também mais fre-
gilente e mais intenso nas amostras de malor
patogenicidade.

Quinze dos trinta animais inoculados com
cepas de Aecanthamoeba sp. demonstraram
retroeultura positiva dnica e exclusivamente
no cérebro, Este fato nos leva a crer gue
ocorra penetracfo por contigitidade, e insta-
lacdo primédria ne sistema nervesc ecentral,
corroborando o achado de PATRAS &
ANDUJAR que, em 1966, estudaram um caso
onde a penetracdo de Aeanthamoeba sp.
ocorret  através do alvécle dentario, apis
extragio de um dente da arcada superior,
concordando este relato com o de GRIFFIN?
que faz referéneia a um caso descrito em que
a via de penetracio foi através do nervo
6ptico. Esses dados sfo contrérios & hipdtese
de disseminacfo por via hematogénica, com
posterior localizagio no sistema nervoso
central, defendida por MARTINEZ et aliid,

Com relaciio & nossa amostra 402, isolada
a 37 9C, mista de Aconthamoeba sp. e Ngze-
gleria sp., é possivel que tenha ocorrido
sinergismo de patogenicidade. GRIFFIN %, a0
se referir ac trabalho de Appley (1970},
também havia levantado esta hipdtese, Neste
sentido, nossos dades sdo, ainda, preliminares,
e este aspecto serd motive de um priximo
estudo onde testaremos separadamente a
patogenicidade das cepas de Naeglerie sp. e
Acanthamoebea sp.
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ABSTRACT: Fifteen samples of Acanthamoeba sp., one sample of Noegleriu sp.

and 2 samples of & mixture of Acanthamoeba sp. and

Neaegleria sp. were

inoculated to 10-12 g white mice, each sample to a lot of 5 mice. The free-living
amebas had been isolated from the stools of individumals from a nursery of Sie
Pauis City. Inder slight ether anesthesia, the mice reeeived, through the nasal
route, .04 mi of a suspension of amebas at concentrations of 3x105 to 8x106 trepho-
zoits per ml, Six mice died sponiancously and the remsaining were sacrificed after
observation for 80 days. The brain, spleen and lung were ground and inoculafed on
Petri dishes with non-nutrient agar or non-nuatrient agar with saline layered with
heat-killed Aerobacter aerogenes. The plates were then incubated at 28 and 37 °C
and observed for 10 days. The pathogenicity for mice was disclosed in 4 strains of
Acanthomoebe sp. and in one sample of the mixiure of Acanthameebs sp. and
Naeglerin sp. Sections eof some specimens of mouse iissmes were microscopically
examined and revealed inflammatory changes with predeminance of lymphoceyies,
plasma cells and histiocytes. In some foci, amebas were present.

DESCRIPTORS: free-living amebas, isolation from human feces; Acanthameeba
$p., Neeglerie sp., pathogenicity for mice (experimental study).
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