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RESUMO

Um estudo sobre a presenca de amebas de vida livre em um hospital piiblico foi desenvolvido na Cidade de Porio Alegre, RS. Poeira e biofilmes de
15 ambientes hospitalares, incluindo CTI, UT1 pediditrica, cozinha, emergéncia, centro cirdirgico ambulatorial e centro cirdirgico, reservatorios de dgua,
torneira e 6 bebedouros coletivos foram coletados mensalmente, de julho de 2004 a margo de 2005, usando-se suabes estéreis, preparados para a pesquisa.
ASAVL foram isoladas em cultivo, utilizando-se meio de dgar ndo nutriente adicionado de Escherichia coli, mortas pelo calor: A identificagdo dos protozodrios
Jfoi feita pela observagdo morfologica de cistos e trofozoitos, segundo critérios morfologicos de Page (1988). Das 135 amostras coletadas dos 15 ambientes
estudados, 47 (35%) foram positivas para AVL. Destas, 34% apresentaram caracteristicas morfologicas proprias do género Acanthamoeba

Palavras-chaves: Amebas de vida livre. Poeira. Biofilmes. Ambiente hospitalar. Acanthamoeba.

ABSTRACT

A study on the presence of free-living amoebae in a public hospital was developed in the city of Porto Alegre, State of Rio Grande do Sul. Dust
and biofilms were collected using sterile swabs that had been prepared for this study, from 15 hospital environments, including the intensive
care center, pediatric intensive care unit, kitchen, emergency room, outpatient surgical center, clinical surgical center, water storage tanks,
taps and six drinking fountains for general use, every month from July 2004 to March 2005. The FLAs were isolated by culturing, using non-
nutrient agar medium with the addition of heat-killed Escherichia coli. The protozoa were identified by morphological observation of cysts
and trophozoites, in accordance with Page’s morphological criteria (1988). Among the 135 samples collected from the 15 environments, 47
(35%) were positive for FIAs. Of these, thirty-four percent presented morphological characteristics particular to the genus Acanthamoeba.

Key-words: Free-living amoebae. Dust. Biofilm. Hospital environment. Acanthamoeba.

As amebas de vida livre (AVL), que esporadicamente parasitam
o homem, s3o protozodrios com ampla dispersio ambiental,
isoladas em lagos, rios, piscinas, solos, esgotos e cursos de dgua
que recebem efluentes industriais, estando presente em todos os
continentes e climas' 4913 1602124252734 "Tamhém, sdo encontradas
em 4igua para consumo humano, descargas termais, equipamentos
lava-olhos, encanamentos de equipo odontoldgico e unidades de
hemodidlise? 52263,

As trés principais AVL potencialmente patogénicas para o
homem e animais sio: Naegleria fowleri, Acanthamoeba spp e
Balamuthia mandrillaris, as quais tém sido relacionadas com
meningoencefalites, ulceracdes da pele e infec¢des da cornea.

Naegleria fowleri a tinica espécie que causa em humanos a
meningoencefalite amebiana primaria (MAP), uma infec¢o nio-
oportunistica, mas de curso rdpido e fatal. Geralmente acomete
criangas e jovens sauddveis com histdrias de terem nadado dias
antes em lagos ou piscinas! 4118231333 Acanthamoeba spp e
Balamuthia mandrillaris podem causar encefalite amebiana
granulomatosa (EAG), uma infec¢io considerada oportunista,
pois quase todos os casos relatados até 0 momento se referem a
individuos imunologicamente debilitados, especialmente aqueles
que sofreram algum tipo de terapia ou situacio imunossupressora,
como alcoolismo, gravidez, quimioterapia ou uso de antibiéticos
de amplo espectro. Mais recentemente, véem sendo descritos casos
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de infeccdo por Acanthamoeba spp. e Balamuthia mandrillaris
em pacientes com AIDS?15 19222931 A ceratite por Acanthamoeba
tem se mostrado como um crescente problema no campo da
oftalmologia, ocorrendo principalmente em usudrios de lentes
de contato, embora dados recentes indiquem que possa estar
associada com outras condices predisponentes. O diagndstico
desta ameba na superficie ocular é freqiientemente dificil de ser
realizado, pois sua apresentagdo pode mimetizar ceratite herpética
ou bacteriana. O atraso no diagndstico pode ser extremamente
prejudicial ao paciente, conduzindo ao agravamento do quadro
podendo culminar até mesmo em enucleagdio' 151757, Assim,
o encontro de AVL potencialmente patogénicas em amostras
ambientais as quais o ser humano se expde com freqiiéncia, é de
grande interesse para determinagdo de riscos, decorrente dessa
exposicdo. AVL em ambientes hospitalares se mostram como
possiveis fontes de infeccdes aos seres humanos' ©* %, Tem sido
demonstrada a resisténcia dos seus cistos a desinfetantes, como
o cloro, dioxido de cloro, ozonio, deciquam 222 entre outros,
dificultando assim a desinfec¢iio de ambientes contaminados.
Além disso, as AVL resistem a condigdes extremas de temperatura
e pH’ 1323,  género Acanthamoeba, também tem sido implicado
como veiculo de virias bactérias patogénicas, como por exemplo,
a Legionella spp., entre outros endossimbiontes®*3'. No Brasil,
os poucos trabalhos realizados até o momento sdo insuficientes
para demonstrar a real importancia das amebas de vida livre
como possiveis agentes patogénicos, principalmente em ambientes
hospitalares. Baseado no exposto, realizou-se estudo com o
objetivo de verificar a ocorréncia de AVLs no Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, avaliando-se a poeira de diversos ambientes
hospitalares, além dos biofilmes de reservatérios e bebedouros
coletivos.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 135 amostras de poeira e biofilmes entre os
meses de julho de 2004 e marco de 2005 em 15 ambientes (Centro
de Terapia Intensiva, Centro Cirtirgico, UTI Peditrica, Cozinha,
Emergéncia, Centro Cirtirgico Ambulatorial, 02 Reservatdrios, seis
Bebedouros coletivos e uma torneira da cozinha) do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, RS (HCPA). As amostras dos ambientes
selecionados foram coletadas com suabes esterilizados e secos,
que foram passados de forma aleatéria sobre locais das dreas
escolhidas, como o piso, janelas, méveis, biofilme de bebedouros
coletivos, da torneira e dos reservatérios de dgua. As amostras
foram processadas segundo Silva & Rosa®. Para o isolamento
das amebas, foi utilizado o meio de dgar ndo-nutriente** 1,5%
recoberto com uma suspensdo de Escherichia coli, mortas pelo
calor. A seguir as placas foram seladas com Parafilm® e incubadas
4 30°C por até 10 dias. A verificagio do crescimento amebiano
foi realizada diariamente colocando-se a placa invertida sobre
a platina de um microscépio optico usando a objetiva de 10X.
A identificagiio das amebas baseou-se no tipo de movimento e
nos critérios morfoldgicos dos cistos e trofozoitos segundo Page
(1988)%. Aidentificacio de Naegleria fowleri foi realizada através
da técnica de exflagelagio e confirmada em triplicata. Apds o

crescimento de trofozoitos, a superficie das placas de dgar nao-
nutriente foi coberta com 10mL de 4gua destilada estéril e raspada
cuidadosamente com al¢a de platina. O liquido foi colocado em
garrafas estéreis de cultivo (25cm?) que foram incubadas a 37°C.
As garrafas foram examinadas em microscopio invertido para
verificar a emissdo de flagelos a cada 30 min durante 4 horas. As
amostras negativas foram observadas por até 24 horas e, entdo,
descartadas®3'.

RESULTADOS

Das 135 amostras de poeira e biofilmes, coletadas dos 15
ambientes hospitalares selecionados, 47 (35%) foram positivas
para amebas de vida livre (AVL). Foram isoladas amebas de
vida livre em todos os ambientes analisados, exceto no centro
de tratamento intensivo (CTI). Dois tipos de material foram
coletados: poeira e biofilmes. Das 47 (35%) amostras positivas
para AVL, 11 (23,4%) foram de poeira provenientes de cinco
ambientes: cozinha, emergéncia, centro cirirgico ambulatorial,
centro cirdrgico, e UTI pedidtrica e 36 (76,6%) de biofilmes
provenientes de seis bebedouros, dois reservatérios de dgua e
uma torneira da cozinha. Os bebedouros 8 e 14 foram os que
apresentaram a maior contaminacio por AVL, com 14 amostras
positivas dentre as 18 coletadas. A Tabela 1 resume os resultados
obtidos nas nove coletas referentes 2 presenca de AVL nos
ambientes hospitalares investigados.

Tabela 1 - Niimero e percentual de amostras positivas para amebas de
vida livre em diferentes ambientes hospitalares, no periodo de julho/04
a marco/05.

Percentual (%) de amostras positivas

Ambiente Amostras  em relacdo as coletas em relagdo as coletas

positivas do ambiente (n=9)  do hospital (n=135)
.

Cozinha 6 66,7 44

Centro cirdrgico 1 11,1 0,7

UTI pedidtrica 1 11,1 0,7

CCA 1 11,1 0,7

Emergéncia 2 222 15

CTI 0 0 0

Bebedouro 08 7 77,8 52

Bebedouro 13 2 22,2 1,5

Bebedouro 14 7 77,8 5,2

Bebedouro 15 5 55,0 3,7

Bebedouro 19 6 66,7 44

Beb emerg* 2 22,2 1,5

Reserv azul** 4 444 3

Reserv conc** 1 11,1 0,7

Torneira/cozinha 2 22,2 15

Total 47 53 35

*Bebedouro emergéncia; UTL: unidade de terapia intensiva
**Reservatorio azulejo; CIL: centro de terapia intensiva

**Reservatorio concreto; CCA: centro cirtirgico ambulatorial
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Das 47 amostras positivas para AVL, 16 (34%) sdo sugestivas
de pertencer ao género Acanthamoeba. Os isolados apresentaram
trofozoitos com locomocdo lenta, citoplasma com zona periférica
hialina, a partir de onde se notaram projecdes hialinas e
delgadas, os filopddios ou acantopddios e a presenca de vaciolos
pulsdteis ou contriteis no citoplasma. Os cistos apresentaram
parede com membrana dupla, sendo o endocisto triangular,
estrelado ou poligonal e o ectocisto enrugado. Considerando-se
o total de amostras coletadas, 11,9% dos isolados apresentaram
caracteristicas do género Acanthamoeba. Os locais de onde foram
isoladas as amebas de vida livre sugestivas de pertencerem ao
género Acanthamoeba, bem como seus percentuais em relacio
20 total de amostras coletadas (n=135) e ao total de amostras
positivas (n=47) estdo representados na Tabela 2.

A cozinha foi o segundo ambiente que apresentou o maior
indice de contaminago por AVL. Neste local, quando da realizaco
das coletas, também observou-se a presen¢a de umidade e um
nimero grande de pessoas circulando. Também, observaram
que Acanthamoeba spp foi isolada em 4 coletas realizadas no
reservatério de azulejo, localizado no subsolo e que a dgua deste
reservatorio € distribuida para todo o hospital. Dos 47 isolados de
AVL, provenientes dos ambientes hospitalares, nenhum apresentou
exflagelacio.

Tabela 2 - Niimero de amostras positivas para Acanthamoeba por
ambiente e percentual em relacio ao total de amostras coletadas e em
relacdo ao total de amostras positivas.

Ambientes  Ndmero de isolados sugestivos de  Percentual de amostras (%)
Hospitalares Acanthamoeba coletadas positivas
Bl4 1 0,7 2,1

CC 1 0,7 2,1
CCA 1 0,7 2,1

CZ 6 44 12,8

EM 2 15 42

RA 4 3,0 8,5
UTI 1 0,7 2,1
Total 16 11,8 34

B: bebedouro; CC: centro cirtirgico; CCA: centro cirdrgico ambulatorial; CZ: cozinha;
EM: emergéncia; RA: reservatério azulejo; UTL: unidade de terapia intensiva

DISCUSSAO

Os relatos sobre o isolamento de amebas de vida livre
potencialmente patogénicas a partir de poeira sdo escassos.
Kingston & Warhurst'® isolaram essas amebas da poeira e do
ar de um quarto ocupado por criancas acometidas de infecgio
respiratoria. Foram utilizadas amostras coletadas através da
aspiragdio do ar ambiente. Os autores isolaram 12 cepas de
amebas do género Acanthamoeba e 3 de Naegleria. Giazzi"
estudando a prevaléncia de amebas de vida livre potencialmente
patogénicas em virios habitats na cidade de Araraquara, Sao
Paulo, coletou 23 amostras de poeira, obtendo um percentual
de 86,9% para espécies de Acanthamoeba, e de 39,1% para
espécies de Naegleria. Em um estudo, realizado por Rohr e cols®,
em 6 hospitais na Alemanha, foram encontradas 29 (52%)
amostras positivas para amebas de vida livre em 56 amostras
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de dgua coletadas de sistemas de dgua quente e 23 (47%)
de 49 amostras coletadas com suabes das dreas umidas de
sanitdrios. Nesse estudo, os autores identificaram grande
variedade de espécies de AVL presentes nas dreas imidas, com
41 organismos identificados pertencentes a 6 diferentes géneros.
Acanthamoeba e Naegleria foram os géneros mais isolados,
ambos com percentual de 22%. Silva & Rosa*? isolaram AVL
potencialmente patogénicas em 60 (45,5%) amostras de poeira
de um total de 132, coletadas em dois hospitais da Cidade de
Presidente Prudente, SP. Obtiveram de 72 amostras de poeira
coletadas no Hospital Universitdrio, 30 (41,6%) positivas para
AVL potencialmente patogénicas. No segundo, Hospital Estadual,
foram coletadas 60 amostras de poeira, sendo observadas AVL
potencialmente patogénicas em 30 (50%) das amostras. Em outro
estudo, Barbeau & Buhler? analisando amostras de biofilmes de
35 equipos dentdrios e de 18 torneiras, relataram o isolamento
de AVL nos 53 ambientes coletados. Em relagdo a concentragiio
de AVL isoladas dos biofilmes, os autores chegaram 2 conclusio
de que os equipos dentdrios tinham uma concentragiio de AVL
trés vezes mais alta do que nas amostras de torneira. No presente
estudo, foram obtidos 36 isolados de AVL de 6 bebedouros, uma
torneira e de 2 reservatorios de dgua avaliados, sendo, portanto
as amostras de biofilmes as que apresentaram maior percentual
de positividade quando comparadas as de poeira. Embora, os
autores do trabalho anteriormente mencionado nio tenham
coletado amostras de poeira, a positividade em biofilmes para AVL
é quase sempre 100% segundo trabalhos citados na literatura® ¥’
e a explicacio para esse fato, é que AVL se aderem aos biofilmes
para se alimentar das bactérias que os colonizam. Os autores
do estudo citado acima, ainda relatam que os equipos dentirios
tiveram significante positividade, devido esse material ter um
diametro menor para passagem de liquidos fazendo com que
o contato de bactérias com os equipos seja grande, com isso
criando biofilmes em toda extensao da tubulagdo. Esta explicacio
estd em concordancia com nossos resultados para as amostras
de biofilme, pois nossas coletas nos bebedouros foram realizadas
na saida de dgua de menor didmetro. No estudo de Silva & Rosa*,
os autores avaliaram a presenca de AVL somente na poeira de
diversos ambientes hospitalares e verificaram maior positividade
na cozinha e no bercdrio, provavelmente devido 2 maior umidade
desses locais e também devido ao maior nimero de pessoas
circulando no ambiente.

0 menor indice de positividade no referido trabalho ocorreu
no centro cirtirgico e UTI, ambientes onde existe um maior
cuidado com a limpeza e hd um niimero restrito de profissionais
circulando. Os resultados do presente trabalho concordam
em relacdo 2 positividade de alguns ambientes igualmente
selecionados, especialmente em relagio a2 menor positividade, que
ocorreu a exemplo do trabalho de Silva & Rosa’!, em ambientes
como o centro cirtrgico, UTI pedidtrica e centro de tratamento
intensivo. Os resultados, provavelmente se devem ao fato de que
nesses locais, por abrigarem pacientes de risco, além da maior
preocupagdo com limpeza e desinfec¢o, o acesso de pessoas é
normalmente restrito a poucos profissionais, que fazem uso de
equipamentos de protecdo individual, como luvas, mascaras,
gorros, protetores de pés e roupas apropriadas e esterilizadas.
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Esses cuidados poderiam contribuir para a diminui¢do da
contaminagio desses ambientes, jd que se sabe que espécies de
Acanthamoeba tém sido isoladas como flora microbiota normal
das vias aéreas superiores de individuos saudaveis'®.

Diversos autores concordam que existe certa dificuldade em
isolar Naegleria fowleri do ambiente?. Pesquisas realizadas nos
mais diversos ambientes, em geral mostram percentuais bem
menores de isolados de Naegleria em relacdo a outras AVLY.
Uma explicacdo para os baixos indices de recuperacio de
Naegleria fowleri do ambiente seria sua fragilidade. Cursons e
cols’, estudando a resisténcia das AVL frente ao efeito de alguns
desinfetantes como Deciquam 222, cloro, diéxido de cloro e
o0zonio, verificaram que todos demonstraram agfo desinfetante
contra as AVL, porém, eram necessdrias concentra¢des mais altas
do que as usadas contra as bactérias. No presente estudo quando
foram realizadas as coletas, houve a informacdo de que era
feita limpeza com hipoclorito a 1% no reservatorio de concreto
a cada seis meses e nos bebedouros era usado hipoclorito a
5%, cada vez que era percebido gosto metdlico na 4gua. O uso
freqiiente desse desinfetante em alguns locais poderia explicar
aauséncia de isolados de Naegleria no ambiente hospitalar. As
primeiras amostras positivas para o género Acanthamoeba no
reservatorio de dgua apareceram quando jd se fazia necessdria
nova limpeza e aplicacfio de hipoclorito a 1%. O estudo realizado
por Silva & Rosa* em poeira de ambientes hospitalares na
Cidade de Presidente Prudente, SP, entre os meses de agosto e
novembro de 2002, mostrou 45,5% de Acanthamoeba spp e 3,8%
de Naegleria spp. No referido trabalho, foi usada a técnica de
exflagelaciio para identificar o género Naegleria. A explicacdo dos
autores para seus achados baseou-se no fato de que os cistos de
Naegleria sdo poucos resistentes 2 dessecagio e a desinfetantes,
fazendo com que aparecam menos em ambientes mais secos ou
sujeitos a desinfeccdes periddicas® ¥,

0Os resultados encontrados no presente estudo sao semelhantes
aqueles encontrados pela maioria dos autores que estudaram AVL
nos mais variados ambientes, sendo o género Acanthamoeba o
mais isolado mundialmente entre as AVL, principalmente devido
a resisténcia de seus cistos as variagbes ambientais® © 15 2 3¢,
£ preocupante a ocorréncia dessas amebas, j4 que muitos
pacientes internados em hospitais tém sua imunidade deprimida,
seja naturalmente devido a doencas ou a pouca idade, ou
artificialmente pelo uso de drogas imunossupressoras. Outros sao
submetidos a cirurgias ou podem, ainda, apresentar problemas
de queimadura em 4reas extensas da pele, o que pode facilitar
a implantagdo de germes oportunistas, entre os quais, espécies
de Acanthamoeba.
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