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RESUMO

Objetivo

Isolar amebas dos géneros Acanthamoeba e Naegleria em piscinas de uso coletivo do
municipio de Redencao, Para, Brasil.

Métodos

A identificacao dessas amebas se deu a partir de amostras retiradas de piscinas de uso
coletivo de quatro clubes da cidade. As analises foram realizadas a partir do exame direto

a fresco, cultura, anélise morfolégica apds coloracdo de Gram e teste de exflagelacao,
seguindo o protocolo descrito por Carlesso, Artuso e Rott.
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Resultados

As amebas de vida livre foram encontradas em 41,67 % das amostras, com predominio
das do género Acanthamoeba (63,2 %) no exame direto a fresco. No clube A, localizado
no setor Serrinha, houve predominancia dessas amebas em relacao as demais (8,34 %). As
amostras obtidas por swabs apresentaram 73,69% de formas evolutivas em comparacao
a andlise feita apenas na dgua das piscinas. A confirmacao dos géneros das amebas
presentes nas amostras feita através da coloracdo de Gram encontrou um perfil de
identificacdo diferente, sendo que nesse exame a ameba de género Naegleria spp. se
sobressaiu perante a de género Acanthamoeba (61,11% e 38,89%, respectivamente).
Conclusao

Os resultados do estudo confirmam a presenca de isolados potencialmente patogénicos
de amebas de vida livre em piscinas de uso coletivo, o que pode significar um risco a
saude publica.

Palavras-chave: Acanthamoeba. Naegleria. Piscinas.

ABSTRACT

Objective

To isolate amoebae of the genera Acanthamoeba and Naegleria in swimming pools for
collective use in the municipality of Redencao, Para, Brazil.

Methods

The identification of these amoebae was determined from samples of swimming pools for
collective use in four private clubs in the city. The analysis methodology was performed
based on direct fresh examination, culture, morphological analysis after Gram staining
and exflagellation test, following the protocol described by Carlesso, Artuso and Rott.

Results

The frequency of free-living amoebae was 41.67%, with a predominance of the
Acanthamoeba genus (63.2%) in direct fresh examination. At club A, located in the
Serrinha sector, the frequency of these amoebae was higher than the others (8.34%).
The samples obtained by swabs showed 73.69% of evolutionary forms in comparison
to the analysis only of the water in the pools. The confirmation of the genera by Gram
stain showed a different identification profile, in which Naegleria spp. stood out before
the genus Acanthamoeba (61.11% and 38.89%, respectively).

Conclusion

In conclusion, the results of the study confirm the presence of potentially pathogenic
isolates from free-living amoebae in swimming pools for collective use that may present
risks to public health.

Keywords: Acanthamoeba. Naegleria. Swimming pool.

INTRODUCAO

As Amebas de Vida Livre (AVL), também denominadas anfizoicas, sdo aquelas que possuem capacidade
de viver liviemente no ambiente ou facultativamente como parasitas. Em geral ndo causam danos a salde
humana, com excecdo dos géneros Acanthamoeba, Balamuthia, Naegleria e Sappinia, que se distribuem
amplamente e podem ser isoladas em diversos ambientes como lagos, rios, piscinas, esgoto, solo, poeira e
superficies hospitalares [1]. As AVLs s&o resistentes as condicdes extremas de temperatura e pH e a tratamentos
guimicos, inclusive ao cloro — o que possibilita sua existéncia até mesmo em agua tratada [2]. A maioria das
pessoas que contrairam as infeccdes causadas por essas amebas possuem histérico de recreacdo ou mergulhos
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em piscinas publicas, sendo que as amebas isoladas nesses locais se mostraram mais patogénicas do que as
encontradas em rios e lagos [2-4].

O género Acanthamoeba é o mais comum e amplamente distribuido, sendo o agente etiolégico de
duas patologias quando em contato com o ser humano: a ceratite amebiana, infeccao dolorosa que ameaca
a visao, e a Encefalite Amebiana Granulomatosa (EAG), infeccdo rara e fatal que ataca o sistema nervoso
central [5]. A ceratite amebiana acomete pessoas imunocompetentes e os principais fatores de risco sao nadar
em agua contaminada usando lentes de contato, o uso de lentes de contato por periodos longos, trauma na
cérnea, enxague das lentes de contato nao estéreis e formacao de biofilme nas lentes de contato. Por sua
vez, a EAG é uma doenca oportunista que afeta hospedeiros imunocomprometidos ou debilitados, como, por
exemplo, pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia humana, diabéticos ou submetidos a transplante
de 6rgdos. As formas de entrada dessa ameba no hospedeiro incluem o trato respiratério inferior, lesdes
cutaneas e disseminacdo hematogénica [6].

A ameba Naegleria fowleri pode ser encontrada no mesmo habitat que o género Acanthamoeba,
porém podem também fazer parte da microbiota natural da cavidade oro-bucal de mamiferos. A exposicao ao
patégeno normalmente ocorre durante atividades recreativas na dgua, como natacdo ou mergulho, quando
a agua entra em contato com a cavidade nasal. Assim, a ameba infecta hospedeiros humanos penetrando a
mucosa nasal e viajando do nariz para o cérebro através do nervo olfativo. A principal patologia causada por
essa espécie é a Meningoencefalite Amebiana Primaria (MAP), caracterizada por uma doenca aguda de carater
fulminante com taxa de mortalidade entre 95% e 99%. Os primeiros sintomas sao cefaleia, congestionamento
nasal, febre, vomitos e pescoco rigido. Com a evolucdo da doenca, entre trés ou quatro dias apds a infeccao,
ha confusdo mental, convulsdes, perda de equilibrio, perda de controle corporal e coma. Apds o coma ha a
evolucao ao o6bito, geralmente entre sete e dez dias apds a infeccdo, principalmente decorrente de parada
cardiorrespiratéria e edema pulmonar [7].

As doencas causadas pelas AVLs tém sido diagnosticadas no Brasil, nos ultimos 30 anos, através de
ensaios clinicos e laboratoriais [8]. No Brasil, a primeira ocorréncia de Naegleria fowleri foi registrada no ano
de 1986 em um lago artificial no Rio de Janeiro. Além disso, é importante destacar que o Brasil € um dos
paises mais promissores para a dispersao de Naegleria, uma vez que abriga cerca de 20% da dgua doce global,
principal habitat dessa ameba, que pode ser encontrada em fontes naturais e artificiais [9]. Por sua vez, a
associacao da Acanthamoeba sp. com a ceratite amebiana foi citada pela primeira vez em 1988 e ha relatos
de casos até os dias atuais [10,11].

Dessa forma, a identificacdo dessas amebas em piscinas de uso coletivo podera prestar informacoes
importantes tanto do ponto de vista académico como também para a populagdo em geral, que terd conhecimento
da presenca de parasitas potencialmente patogénicos e a sua prevaléncia nos locais estudados. O isolamento
e a identificacdo dessas amebas tornam-se ainda mais importantes porque essas AVLs apresentam carater
endossimbidtico, servindo de reservatério para bactérias patogénicas como Legionela pneumofila, Pseudomonas
aeruginosa, Mycobacterium leprae, Escherichia coli, entre outras [12].

Dessa forma, o presente estudo foi realizado para detectar a presenca de Acanthamoeba spp. e de
Naegleria spp. em piscinas publicas comumente usadas na cidade de Redencao, no Pard, Brasil, a fim de
fornecer informacoes de satide publica para a populacdo local e cientifica.

METODOS

Trata-se de um estudo do tipo descritivo, prospectivo e com abordagem quantitativa [13]. A pesquisa
foi desenvolvida em clubes privados com piscinas de uso coletivo da cidade de Redencéo, situada na regido
sul do Estado do Para. A cidade apresenta uma populacéo estimada em 84.787 habitantes e uma area de
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3.823,809km?, e estd localizada a uma distancia de 1.018km da capital, Belém, de acordo com o ultimo censo
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) [14].

A analise das amostras coletadas nos clubes foi realizada no més de outubro de 2018 e baseou-se no
estudo de Carlesso, Artuso e Rott [15]. As amostras foram obtidas em quatro clubes da cidade, localizados
nos bairros Marechal Rondon, Serrinha, Zona Rural e Jardim Ariane, que foram identificados respectivamente
como A, B, C e D de acordo com a ordem dos bairros citados acima (Figura 1). Esses locais foram selecionados
levando-se em consideracao a presenca de piscinas de uso coletivo e a frequéncia de uso delas. O clube A

contém trés piscinas e os demais clubes apenas duas piscinas.
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Figura 1 - Distribuicdo geografica dos pontos amostrais de piscinas de uso coletivo em Redencéo (PA), Brasil, 2018.

De cada piscina foram coletadas trés amostras de swabs nas laterais das piscinas, principalmente em
lugares que continham lodo ou nos quais havia a formacédo de biofilmes, ao angulo reto com profundidade
de aproximadamente 2cm. Além das amostras de swabs, foram coletados 40mL de dgua em potes estéreis.
Foram colhidas 27 amostras de swabs e nove amostras de dgua, atingindo um somatorio de 36 amostras.
Em seguida, os potes foram fechados e os swabs foram acondicionados em tubos contendo 3mL de solucao
de transporte (diluicdo 1:3 de solucéo salina e dgua destilada, ambas esterilizadas). O material coletado foi
transportado para o Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Ensino Superior da Amazoénia Reunida
(FESAR) em uma caixa isotérmica para transporte de amostras biolégicas devidamente identificadas [16].

Apds a coleta, foi realizado o exame direto como método de triagem para analise das amostras de
swabs e dgua. A identificacdo das amebas baseou-se no tipo de movimento e nos critérios morfolégicos dos
cistos e trofozoitos segundo Page [16].

As amostras positivas de acordo com os critérios morfolodgicos foram separadas para a cultura. Uma
aliquota de cada amostra positiva foi transferida para placas contendo o meio &gar ndo-nutriente a 1,5%
recoberto com uma suspensao bacteriana de Escherichia coli mortas pelo calor (autoclave), que serviram
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de alimento para as amebas. Cada placa foi incubada em temperatura de 30°C e observada em intervalos
de 24 horas durante dez dias para verificar a presenca de AVL e suas formas de desenvolvimento. As areas
que possuiam cistos ou trofozoitos foram demarcadas, retiradas e transferidas para o centro de outra placa
previamente preparada com agar nao nutriente para obtencdo de culturas monoxénicas [15].

Para a identificacao dos géneros das amebas, as placas que apresentaram crescimento de trofozoitos
sofreram raspagem do meio com adicdo de dgua deionizada. Da solucao originada foram preparadas laminas
para coloracao de Gram, que foram observadas em microscépio 6ptico na objetiva de 100x. Para isolar a
Naegleria fowleri foi realizado o teste de exflagelacdo, adicionando-se uma gota do lavado de placa no
centro de uma placa estéril que, posteriormente, foi incubada a 37°C. As placas foram examinadas no
microscépio a cada 30 minutos durante quatro horas para verificar a emissao de flagelos. A identificacao
das amebas baseou-se no tipo de movimento e nos critérios morfoldgicos de acordo com Page [16]. Os dados
foram dispostos em tabelas do Excel 2016, analisados através de estatistica descritiva e dispostos em graficos
e tabelas para a apresentacao dos resultados.

RESULTADOS

O exame direto a fresco serviu como triagem para identificacdo de cistos ou trofozoitos das amebas
(Tabela 1). Das 36 amostras de swabs e adgua coletadas dos quatro clubes recreativos, 41,67 % (n=15) foram
positivas para AVLs. O parque recreativo com o percentual mais alto de amostras positivas foi o local A,

Tabela 1 - NUmero de amostras positivas para amebas de vida livre em piscinas de clubes recreativos e percentuais sobre o total de amostras
coletadas. Redencao (PA), Brasil, 2018.

) Amostras positivas Amostras negativas Total
Locais Amostras
n % n % n %
Piscina adulto Swabs 1 2,78 2 5,55
Agua 1 2,78 - -
L . Swabs - - 3 8,34
Piscina infantil .
Local A Agua 1 2,78 - - 12 33,34
. Swabs 2 5,55 1 2,78
Parquinho
Agua 1 2,78 - -
Total 6 16,67 6 16,67
o Swabs 1 2,78 2 5,55
Piscina adulto )
Agua - - 1 2,78
Local B L ) Swabs 2 5,55 1 2,78 8 22,22
Piscina infantil .
Agua - - 1 2,78
Total 3 8,33 5 13,89
L Swabs 2 5,55 1 2,78
Piscina adulto .
Agua 1 2,78 - -
Local C L ) Swabs 1 2,78 2 5,55 8 22,22
Piscina infantil .
Agua 1 2,78 - -
Total 5 13,89 3 8,33
. Swabs 1 2,78 2 5,55
Piscina adulto )
Agua - - 1 2,78
Local D o ) Swabs - - 3 8,34 8 22,22
Piscina infantil
Agua - - 1 2,78
Total 1 2,78 7 19,44
Total 15 41,67 21 58,33 36 100

Nota: Sinal convencional utilizado: — dado numérico igual a zero, nao resultante de arredondamento; N: nimero absoluto dos dados; %: percentual dos dados.
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localizado no setor Serrinha (n=6; 16,67 %) e praticamente todas as amostras da piscina do parquinho eram
positivas (n=3; 8,34%). Por outro lado, o parque localizado no Jardim Ariane obteve apenas 2,78% (n=1) de
amostras positivas. Em relacao as piscinas, pode-se observar que as piscinas dos adultos apresentaram o maior
numero de amostras positivas (n=7; 19,45%) em comparacao com as piscinas infantis (n=5; 13,89%). Além
disso, foram identificadas mais formas evolutivas de AVLs em amostras de swabs (27,77 %) em comparacao
com as amostras de agua (13,9%).

As AVLs foram diferenciadas morfologicamente no exame direto a fresco por suas formas evolutivas
trofozoiticas e cisticas em quatro categorias: trofozoitos e cistos de Naegleria spp. e trofozoitos e cistos de
Acanthamoeba spp. Nas 15 amostras positivas foram identificadas 19 estruturas parasitarias, sendo que a
maioria eram cistos de Acanthamoeba spp. (n=10; 52,64 %), seguidas de trofozoitos de Naegleria spp. (n=5;
26,32%). Nos locais A, B e C verificou-se a presenca simultanea de ambos os géneros. A prevaléncia de
Acanthamoeba spp. foi de 63,16% (n=12) e de Naegleria spp. foi de 36,84% (n=7). Por fim, as amostras
obtidas por swabs apresentaram 73,69% (n=14) de formas evolutivas de ambos os géneros (Tabela 2).

A confirmacao dos géneros Naegleria spp. e Acanthamoeba spp. foi realizada pela coloracdo de Gram
apos cultivo em meio especifico. Ao analisar o cultivo das amostras positivas com a coloracdo de Gram, foi
possivel observar que o género Naegleria (n=11; 61,11%) predominou perante o género Acanthamoeba (n=7,
38,89%), demonstrando um perfil diferente do verificado no teste de triagem. Além disso, a Unica amostra
positiva identificada no local D pelo método a fresco nao apresentou crescimento de AVLs. Porém, a presenca
simultanea de ambos os géneros nos locais A e B manteve-se inalterada (Tabela 3).

Tabela 2 - Deteccéo de cistos e trofozoitos de Acanthamoeba spp. e Naegleria spp. em amostras coletadas em diferentes pontos das piscinas.
Redencao (PA), Brasil, 2018.

Acanthamoeba spp. Naegleria spp. Total
. Tipos de ) - - - ) -
Locais Trofozoitos Cistos Trofozoitos Cistos Trofozoitos Cistos
amostras
n % n % n % n % n %

Agua 1 5,26 - - 2 10,52 - - 3 15,79
Local A

Swabs - - 3 15,79 1 5,26 1 5,26 5 26,32

Agua - - - - - - - - - -
Local B

Swabs 1 5,26 2 10,52 1 5,26 1 5,26 5 26,32

Agua - - 2 10,52 - - - - 2 10,52
Local C

Swabs - - 2 10,52 1 5,26 - - 3 15,79

Agua - - - - - - - - - -
Local D

Swabs - - 1 5,26 - - - - 1 5,26
Total 2 10,52 10 52,64 5 26,32 2 10,52 19 100

Nota: Sinal convencional utilizado: — dado numérico igual a zero, nao resultante de arredondamento; N: nimero absoluto dos dados; %: percentual dos dados.

Tabela 3 - Isolados de Acanthamoeba spp. e Naegleria spp. de culturas em dgar nao nutriente de dgua e swabs de piscinas de clubes recreativos.
Redencao (PA), Brasil, 2018

Numero de isolados sugestivos de NUmero de isolados sugestivos Total

Locais Acanthamoeba sp. de Naegleria sp.

n % n % n %
Local A 4 22,22 4 22,22 8 44,44
Local B 3 16,67 2 11,11 5 27,78
Local C - - 5 27,78 5 27,78
Local D - - - - - -
Total 7 38,89 11 61,11 18 100,00

Nota: Sinal convencional utilizado: — dado numérico igual a zero, ndo resultante de arredondamento; N: nimero absoluto dos dados; %: percentual dos dados.
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Para confirmar a presenca da espécie Naegleria fowleri foi realizado o teste de exflagelacdo com todas as
amostras positivas na coloracdo de Gram. As amostras derivadas do local B demonstraram, em sua totalidade,
formas amebianas produtoras de flagelos e de movimento rapido e desordenado, caracteristicos da espécie
em questdo. Os demais locais apresentaram também a presenca dessa espécie associada a outras do género.
Os resultados do teste de exflagelacdo estao dispostos na Figura 2.

Além disso, foi constatado que os quatro locais seguem a norma técnica 10818 (NBR 10818 —NB1219)
de 01/2016, que determina as condicdes segundo as quais a agua da piscina deve ser tratada para garantir
sua qualidade, e que a desinfeccdo é realizada mensalmente [17].

120
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100

30 75%

60%
60
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40%
40
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20
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Clubes recreativos

‘ MW Positivo Negativo ‘

Figura 2 — Avaliacao da capacidade de exflagelacao de trofozoitos de Naegleria fowleri. Redencao (PA), Brasil, 2018.
Nota: Sinais convencionais utilizados: - Dado numérico igual a zero ndo resultante de arredondamento; % porcentagem.

DISCUSSAO

As AVLs sao habitantes normais de fontes de dgua doce e solos e a sobrevivéncia desse grupo depende
de parametros fisico-quimicos, flutuacdo anual de temperaturas e mudancas de pH. Porém, elas também
podem colonizar sistemas de 4gua domésticos e institucionais escapando do sistema de desinfeccao da agua.
Assim, essas amebas podem estar presentes em varios sistemas de dguas, como torneiras domeésticas, redes
de &gua hospitalares, piscinas, banhos de hidroterapia, estacbes de lavagem ocular e torres de resfriamento
[18]. Ndo obstante a desses achados, o presente estudo demonstrou uma positividade significativa (41,67 %)
nas amostras de piscinas analisadas na regido sudeste do Para.

Foi observado no trabalho que todos os locais apresentaram positividade para as AVLs, porém o
parque A apresentou uma taxa superior de contaminacao perante os demais. Além disso, os membros das
AVLs foram isolados em diferentes amostras, principalmente nas piscinas para adultos e provenientes de
swabs com possivel formacdo de biofilmes. Esses locais sdo possiveis fontes de contaminacdo para os seres
humanos, visto que essas amebas apresentam um importante papel como patégeno e como reservatérios de
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varios microrganismos patogénicos como bactérias, fungos e virus [19,20]. Esses microrganismos resistentes
as amebas encontram o interior amebiano como um ambiente favoravel, pois sdo facilmente protegidos da
acao de antimicrobianos e de substancias biocidas, em especial quando as amebas estdo encistadas. Dessa
forma, as amebas funcionam como reservatorio e veiculo desses microrganismos, permitindo a persisténcia e
distribuicdo desses no ambiente [5,20].

Os biofilmes sdo formados geralmente na interface ar-agua e na linha de 4gua em contato com uma
substancia solida. Nesses casos, esse tipo de biofilme desempenha um papel importante na contaminacao da
agua, pois oferece as AVLs uma fonte de nutrientes bacterianos, bem como protecéo fisica e quimica contra
os desinfetantes [21,22]. No estudo de Poor et al. [21], 15% dos biofilmes foram positivos para o género
Acanthamoeba, indicando a possibilidade de recontaminacao da dgua mesmo que tenha sido desinfetada
com eficiéncia. Além disso, Puzon et al. [22] constataram que todas as amostras de biofilme coletadas (n=5)
em seu estudo foram positivas para amebas viaveis, sendo que em 40% das amostras foi possivel identificar
a espécie Naegleria fowleri.

Além disso, outro achado interessante esté relacionado a identificacdo superior de cistos de Acanthamoeba
spp. (52,64%) em relacdo ao género Naegleria (10,5%) no exame direto a fresco. Dados semelhantes foram
encontrados em outras regides do Brasil: no Rio Grande do Sul [23] constatou-se uma predominancia dos cistos
do género Acanthamoeba ao analisar 4gua de piscina e em Brasilia [24] foi demonstrado uma distribuicao
generalizada desse género em diferentes fontes ambientais, revelando um risco potencial de infeccdo humana
e a necessidade de medidas preventivas eficazes. A Acanthamoeba spp. é considerada o agente causador de
lesdes cutaneas e infeccdes sinusal, ceratite amebiana e EAG, que é potencialmente fatal [25,26]. Além disso,
é também tida como o cavalo de Tréia do mundo microbioldgico, pois carrega virus, bactérias e fungos [27].

Nao obstante, a presenca de Acanthamoeba sp. em aguas de piscinas € relatada em diferentes paises
do mundo [28-30]. Em Taiwan foi identificado 21,2% de amebas do género Acanthamoeba em amostras
de aguas termais, piscinas de hidromassagem e de calhas, e no Chile o resultado foi positivo para o género
em 71% das amostras de dgua e em 29% de amostras de ar-condicionado do Instituto de Saude Publica
em Santiago [26,31]. Isso ocorre devido aos cistos de Acanthamoeba spp. serem mais resistentes a varias
condicbes ambientais como dessecacao, altas temperaturas, osmolaridade, cloracdo da d4gua ou desinfeccao
insuficiente e as limpezas das instalacoes [32]. Vale ressaltar que essas AVLs sao mais frequentemente isoladas
em amostras de dgua, que sao ricas em fontes de nutrientes para o desenvolvimento dessas amebas [31].

No que diz respeito a Naegleria spp., o presente estudo encontrou uma predominancia do género na
cultura (61,11%) em relacdo ao exame direto a fresco (36,8%). Esse nimero de amostras positivas para o
género Naegleria desperta interesse e preocupacao, pois a MAP, causada pela AVL, possui carater fulminante
e um periodo de incubacdo extremamente curto [33]. Além disso, segundo a literatura, os cistos de Naegleria,
guando comparados aos cistos de Acanthamoeba, sao menos resistentes a constantes desinfeccoes e
dessecacdes, explicando a sua prevaléncia em locais Umidos, como os locais pesquisados no estudo, e que
sdo desinfectados com pouca frequéncia [26].

Os locais estudados seguem a norma regulamentadora (NR) 10818 (NB1219) de 01/2016, que estabelece
0s requisitos minimos para que a qualidade da dgua de piscina garanta sua utilizacdo de maneira segura, sem
causar prejuizo a saude e ao bem-estar do usuério [17]. A norma determina que a superficie da 4gua deve
estar livre de matérias flutuantes e que o fundo da piscina deve estar livre de detritos. O pH da agua deve
ser mantido entre 7,2 e 7,8 e a concentracao de cloro na dgua da piscina deve ser mantida entre 0,8mg/L
e 3,0mg/L de cloro livre. Estudos anteriores demonstraram que 0,79mg/L foram suficientes para eliminar a
Naegleria spp., enquanto para eliminar a Acanthamoeba spp. é necessario 1,25 mg/L de cloro [26]. A presenca
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de ambas AVLs e a sobreposicdo de Naegleria spp. em relacdo a Acanthamoeba spp. pode estar associada a
presenca de biofilmes e de matéria organica nas piscinas, que reage com o cloro diminuindo sua eficacia ou
atrasando o inicio de seu efeito sobre esses microrganismos [34].

O estudo realizado por Miller et al. [34] demonstrou que aumentar a concentracao de cloro acima dos
niveis recomendados (1,3mg/L) reduziu a contagem de células presentes no biofilme e eliminou a presenca
de Naegleria fowleri e de outras amebas na dgua apds 60 dias de uso constante. Além disso, observou-se
gue nao apenas as amebas ja estabelecidas no biofilme foram eliminadas, como também a recolonizacao
de Naegleria fowleri nesse local foi evitada. A forma cistica da ameba, no entanto, ndo foi eliminada ainda
gue a concentracdo de cloro tenha aumentado. Vale destacar que Dupuy et al. [35] afirmam que os cistos de
Acanthameoba spp. sao significativamente mais resistentes ao cloro e a outros desinfetantes (monocloramina
e diéxido de cloro) em relacdo ao cisto de Naegleria spp. Além disso, a associacdo de biofilme com essas
amebas aumenta a resisténcia a diversos desinfetantes, justificando a presenca de ambas as amebas no
presente estudo [34].

As amebas Acanthamoeba spp. e Naegleria spp. podem ser facilmente cultivadas em laboratério
utilizando agar ndo nutriente revestido por bactérias, como Escherichia coli ou Enterobacter aerogenes. Dessa
forma, elas se alimentam e se multiplicam cobrindo a superficie das placas em poucos dias [36]. A espécie
Naegleria fowleri pode crescer em temperaturas de até 45°C, resistindo bem a altas temperaturas, porém sua
presenca correlaciona-se com a origem geografica, desenvolvendo-se bem em climas tropicais [7]. Geralmente,
os isolados de Acanthamoeba spp. apresentam caracteristicas distintas de crescimento quando analisado seu
grau de viruléncia. As cepas mais virulentas apresentam altas taxas de crescimento, toleram bem temperaturas
elevadas (37°C-42°C) e efeitos citopaticos elevados. Porém, algumas cepas menos virulentas crescem apenas
moderadamente, preferencialmente em temperaturas mais baixas, dificultando seu isolamento e identificacdo
[32]. Logo, a identificacdo superior de Naegleria spp. (61,11%) em relacdo ao isolamento de Acanthamoeba
spp. (38,89%) por cultivo no presente estudo pode ter sido influenciada por esses motivos citados.

Ao realizar o teste de exflagelacdo foi possivel observar que dos quatro locais com crescimento de
Naegleria spp., trés apresentaram positividade para a formacao de flagelos, sugerindo a presenca da espécie
Naegleria fowleri. Dentre as 47 espécies do género Naegleria, apenas a espécie Naegleria fowleri é considerada
um patdgeno humano e a sua presenca em piscinas de uso publico mostra via de transmissdo para a populacao
local [37]. Um estudo realizado na Costa Rica do ano de 2020 identificou a relacao de Naegleria fowleri com
dois casos de MAP através do teste de exflagelacdo e confirmacdo com Reacdo de Cadeia em Polimerase
(PCR) e sequenciamento [38].

Essa metodologia de identificacdo de Naegleria fowleri (cultura e teste de exflagelacdo), no entanto,
nado é confiavel o suficiente para confirmar a sua presenca. Testes mais sensfveis, como PCR ou ELISA, sao mais
eficazes e podem reduzir a subestimacdo da presenca e concentracao dessas amebas [39]. O estudo realizado
por Behets et al. [39] deixa evidente que resultados negativos de alguns testes de exflagelacao para essas
amebas sdo, na verdade, falsos negativos, pois ao realizar RCP ou ELISA é confirmada a presenca do género
ou até mesmo da espécie Naegleria fowleri.

CONCLUSAO

As AVLs foram detectadas em 41,67 % das amostras de dgua e swabs coletados em piscinas de uso
coletivo, confirmando a ampla distribuicdo dessas amebas e os riscos associados a contaminacdo dos usuarios
desses locais. A caracterizacao dos isolados pelo exame direto demonstrou uma sobreposicdo do género
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Acanthamoeba (63,2%) em relagcdo a Naegleria spp. (36,8%), porém a confirmacéo pela coloracdo de Gram
apos a cultura mostrou um perfil diferente (38,89% e 61,11%, respectivamente). A presenca dessas AVLs
pode estar relacionada a formacao de biofilmes, o que diminui a eficacia da acao do cloro ou atrasa o inicio de
seu efeito sobre os microrganismos. Mais testes sao necessarios para determinar a espécie e a patogenicidade
desses isolados a fim de avaliar os riscos apresentados por Naegleria spp. e Acanthamoeba spp. aos Usuarios
das piscinas no municipio de Redencéo, Para, Brasil.
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