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AMEBAS DE VIDA LIVRE NO INTESTINO HUMANO
EVIDENCIAS DE PARASITISMO
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RESUMO

Foram cultivadas fezes de 620 individuos para a pesquisa de amebas de
vida livre, sendo 514 pacientes do Hospital Universitdrioc Pedro Ernesto (UERJ)
e 106 criancas e adultos de um orfanato. Foram positivas 70 amostras (11,2%)
sendo 55 provenientes de pacientes do HU-UERJ e 15 de internos .do orfanato.
Foram isoladas 60 amostras de Acanthamoeba, 6 de Vahlkampfia, 5 de Hart-
manuella e 1 Echinamoeba. Alguns individuos tiveram cultura de fezes repetida-
mente positiva para Acanthamoeba durante dois meses de observacio. Das amos-
tras de Acanthamoeba isoladas, 28 foram inoculadas em camundongos por via
intranasal, tendo sido reisoladas 16 (57.1%) amostras & partir de cérebro e (ou)
pulmées dos animais. O estudo histopatolégico demonstrou processo inflama-
tério agudo com presenca de polimorfonucleares e amebas no cérebro e pulmdes
de alguns animais. O encontro de amostras patogénicas em fezes humanas refor-
¢a a hipétese do eventual desenvolvimento, em individuos portadores, de me-
ningoencefalite amebiana granulomatosa, como infeccio oportunistica de origem
enddégena.

INTRODUCAO

CDU 616.993.12

A hipétese de que as amebas de vida livre
(AVL) fossem agentes de infeccio para o ho-
mem e animais foi primeiramente aventada por
CULBERTSON & col.45, Posteriormente FOW-
LER & CARTER7 e BUTT! descreveram os pri-
meiros casos de Meningoencefalite Amebiana
Primaria (MEAP).

Hoje sabemos que as amebas dos géneros
Naegleria e Acanthamoeba sio agentes infeccio-
SO0s para 0 homem, a primeira causando me-
ningoencefalite aguda e quase sempre fatal, e a
segunda quadros diversos, como pneumonias,
dermatites, tlceras de cérnea, além de menin-
goencefalite granulomatosa (MEG) 12,

Tais protozodrios sdo comumente encontra-
dos em diversos tipos de colecbes de dgua em
todo o mundo, e, no Brasil, tém sido isoladas
a partir de dgua mineral, de chafarizes, lagos,
piscinas e da réde de distribuicio urbana do
Rio de Janeiro 10,16,19,

A determinagéio da patogenicidade de amos-
tras de AVIL, isoladas a partir de material bio-
légico ou de ambiente, € assunto controverso
devido aos diferentes critérios adotados 2613,
mas, apos instilacdo nasal em camundongos, o
acesso dos protozodrios ao sistema nervoso
central ocorre através do nervo olfativo ou ain-
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da por disseminacio hematogénica a partir de
foco pneurnénico 13,

O encontro das amebas de vida livre em
{ezes humanas vem sendo assinalado desde o
inicio do século 8, mas desde que SCHAUD-
DINN estabeléceu que a Unica ameba patogé-
nica para o homem seria Entamoeba histolyti-
ca, tais achados foram interpretados como ca-
sos de pseudoparasitismo.

O objetivo do presente trabalho é relatar o
isolamento de AVL a partir de fezes de dois
grupos estudados no Rio de Janeiro, assinalar
a eliminacio intermitente dos protozodrios por
alguns individuos acompanhados durante dois
meses apos O primeiro isolamento, bem como
relatar os estudos feitos, com algumas amos-
tras isoladas, para a demonstraciio da patoge-
nicidade para animais de laboratdrio.

MATERIAL E METODOS

Foram cultivadas fezes de 514 pacientes do
Hospital Universitario Pedro Ernesto (UERJ),
sendo a amostragem feita por sorteio & partir
de material recebido para diagndstico. Os ou-
tros individuos pesquisados eram internos e
funcionarios de um orfanato localizado na zona
norte do Rio de Janeiro, em que foram colhi-
das as fezes de 86 criancas e de 20 adultos. Os
individuos positivos do orfanato tiveram suas
fezes cultivadas por mais trés vezes, a cada 13
dias. Cerca de 2g de fezes foram diluidas em
dgua destilada esterilizada e colocadas em pla-
cas de Petri contendo 4gar ndo nutriente e re-
cobertas com tapetes de suspensido de Aerobac-
ter aerogenes morto pelo calor (ANNA). As
placas foram incubadas as temperaturas de
37°C, 40°C e 45°C e no 5° e 10-° dias foram in-
vertidas e observadas em microscépio comum.
Para o isolamento e identificacdo das amostras
foi utilizada a metodologia de MOLET & KRE-
MER 15, PAGE 17 ¢ MOURA 15,

Foram realizados testes de patogenicidade
com algumas amostras de Acanthamoeba iso-
ladas. Cada uma das amostras testadas, apds
crescimento em meio ANNA, durante 24 a 36
horas a 37°C, foi recolhida e concentrada por
centrifugacdo a 1500 rpm durante 10 minutos,
tendo sido a concentracdo final de suspensao
ajustada entre 104 e 10¢ trofozoitos por milili-
tro. i

Foram utilizados camundongos albinos “out-
bred” pesando entre 10 e 15 gramas. Os ani-
mais, em grupos de 5, foram inoculados por via
intranasal com 0,02 a 0,04ml de suspensao de
amebas e observados por 30 dias. Apds a morte
ou sacrificio dos animais, fragmento de cére-
bro e pulmdes foram retirados e colocados em
placas com ANNA, incubados a 37°C e observa-
dos até o 10. dia.

Para estudo andtomo-patolégico os orgaos
foram fixados em PBS — formol a 10%, inclui-
dos em parafina, clivados e corados com He-
matoxilina-Eosina.

RESULTADOS

Na Tabela I observamos que 10% das fezes
provenientes de pacientes do HU.UERJ foram
positivas para amebas de vida livre dos géneros
Acanthamoeba, Echinamoeba e Vahlkampfia e
que 52% das amostras de Acanthamoeba, quan-
do inoculadas em camundongos, foram reisola-
das de seus orgdos, enquanto que 14% dos in-
dividuos do orfanato tiveram suas fezes positi-
vas para Acanthamoeba, Hartmannella e Vahl-
kampfia.

Quanto as amostras provenientes dos in-
dividuos do orfanato foram cultivadas outras
trés vezes foi observado:o isolamento de Acan-
thamoeba (Figs. 1 e 2) na segunda amostra de
dois individuos. Seis individuos, inclusive aque-
les positivos na segunda amostra, apresenta-
ram positividade na terceira, enquanto que na
quarta amostra apenas dois continuaram elimi-
nando o protozodario.

Apesar de ndo ter sido proposgio neste es-
tudo, em nenhum momento foram 'bservados,
nos individuos estudados, episédios’ sugestivos
de doenca intestinal por estes protozodrios.

Na Tabela II estdo relacionadas as amos-
tras de Acanthamoeba inoculadas ém camun-
dongos, o tempo de sobrevivéncia dos animais
apo6s a inoculagdo e os orgdos de onde os pro-
tozodrios foram reisolados. Das 19 amostras iso-
ladas de fezes de pacientes do HU-UERJ, quatro
foram reisoladas somente a partir dos pulmdes,
uma somente a partir de cérebro e cinco foram
reisoladas de cérebro e pulmdbes. A sobrevi-
véncia dos animais foi bastante variada, sendo
que a amostra F 401 causou a morte de todos
ainda na primeira semana apds a inoculacéo.
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Fig. 1 — Trolosoito de Acanthn-
moels A, Motar  wonnbopeoios
contraste de Taee, 100

Todag ns pmostras de Acanthamoeba isola-
das de individuos do orfanato foram inoculadas
¢ destos, sels foram reisoladas concomitante-
mente de cérebro e pulmbes ¢ o8 animais ino-
culados com guatro delas morrerum f partir
da primeira semans de infecgio.

O estudo histopatologico realissdo no cére-
bro e pulmbes de alguns animals de cujos or-
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ghos houve refsolamento de Acanthamoeba em
cultura, demonstrow reacio inflamatdria com-
prometendo o parénguima, com presenga de
infiltrado inflamatdrio predominantemente de
leucdeitos polimorfonucleares & amebas. Nas
Figs. & ¢ 4 observamos cortes de tecido cers-
bral @ pulmonar de camundongo inoculudo com
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Fig, 2 — Cisto de Acanthamoeba sp (grupo 110

— Contraste de fase. 400

TABELA TI
Amosirns de Acanihamoehs sp inoculadas em camundongo albing, tempo de vida pds-inoculacio e reisolamento em culturs

Origemn  das  amosirss Amostras  inoculadas Morte (e de dias pds-indeslod Mo de onimais positivos em
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F 315 4 0 30 30 k1] 1 L]
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F 4321 [ 14 14 ) 0 L i
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F 475 '] i B 16 i ] 2
F 488 4 ] ] 30 a0 i 1

14} — Todos que sobreviveram até o 3¢ dia foram sacrificados

a amostra F 529 e que morreu no 127 dia de
infeccao.

DISCUSSAD

Amebas de vida livre tem sido observadas e
izoladas a partir de fezes humanas sendo Acan-
thamoecha, Harlmannella, Naegleria e Vahlkamp-

lia os géneros mais frequentemente isolados *5
LR

Em estudo realizado com estudantes uni-
versitarios de diversas regides da Costa Rica,
CHINCHILLA & col.' relataram positividade
para amebas de vida livre de 82% das amos-
tras examinadas. Nos dois grupos que estuda-

mos obtivemos 107% e 14% de positividade, sen-
do encontrada maior prevaléncia na populacio
de comunidade fechada,

O encontro destes protogodrios em fezes
pode ser interpretado de diferentes maneiras
Eles podem ter sido ingeridos acidentalinente,
pois estio presentes em dguas de abastecimen-
to, dgua mineral e até alimentos®01 g serem
eliminados sob a forma cistica, A colonizagio
do orofaringe ou do tubo digestivo destes indi
viduos, & outra hipdtese a ser considerada
Westes casos 05 protozodrios se desencistariam
e se multiplicariam naqgueles locais e, ao che
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garem ao ambiente, cumpririam parte do seu
ciclo bioldgico,

No presente estudo, os testes de patoge
nicidade realizados com as amostras de Acan-
thamoeha cultivadas a partir de fezes humanas,
demonstraram gue §57,1% das mesmas foram
reisoladas a partir de cérebro e(ou) pulmies
de camundongos inoculados por via intranasal.

A inoculacho Intranasal de suspensdes de
trofozoitos de amebas de vida livre em camun-
dongos € sujeita a muitas varidveis®, pols @
influenciada por fatores do hospedeiro, como
a espécie, idade, sexo e, por fatores do parasi-
Lo, como a viruléncia da amostra, fase do eres
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Fig. 3 — Cdrebro.  Corte his-
toldgico mostrando parénguima
cerebral reacional (esquerds) e
iren de pbscesso contendo  oée
lulas inflarmatdrias, material ne-
ocrdlipg e frofozoitos de  Acan.
thismoela sp (8etes)

Fig. 4 — Pulmbo. Area de ks

cesas  contends  material necrotl-

o, gélnips inflamatdrias e nume.

rosos trofozolios de Acanthamoeha
sp LsElas)

climento em cultura g nuimere de amebas no
inoculo,  Apesar destas limitacdes, € a via que
melhor imita as condighes de infeccio reconbe-
cidas até o momento,

De acordo com este critério, foram consi-
deradas patogénicas as amostras reisoladas a
partir dos tecidos dos animais inoculados, o
gue & expressivo indicador da patogenicidade
das mesmas, pois observamos gue os animais
submetidos a exame histopatologico apresenta-
THIM Drocesso hroncopnenmonico e meningoen.
cefalite aguda.

As implicagbes destes dados do ponto de vis
ta da nosologia humana sfo discutiveis e devem
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ser avaliados com cautela. A hipétese de pseudo-
parasitismo deve ser considerada, mas nio po-
demos deixar de valorizar o achado de cultu-
ras de fezes positivas para Acanthamoeba em
alguns individueos por duas e até trés vezes no
intervalo de dois meses.

Tais achados, aliados aos da literatura 8:11,
12,14 nos levam & suposicdo de que as amebas
isoladas sejam, na realidade, habitantes do tu-
bo digestivo com capacidade de, em determina-
das condigdes, invadir os tecidos do hospedeiro,
0 que encontra respaldo nos resultados dos
testes de patogenicidade realizados em camun-
dongos.

O encontro de amebas de vida livre pato-
génicas em fezes humanas reforga a hipdtese
de eventual desenvolvimento, em individuos por-
tadores, de infeccOes extra-intestinais de origem
endégena, como a meningoencefalite granuloma-
tosa.

SUMMARY

Free-living amoebae in human bowel:
Evidence of parasitism

Cultures for free-living amoebae were madé
from feces of 620 individuals of which 514 were

patients from the University Hospital Pedro
Ernestoc (Rio de Janeiro) and, 106 were chil-
dren and adults of an orphanage.

Positive results were obtained in 70 speci-
mens (11.2%), 55 from the hospital patients
:and 15 from the orphanage. 60 Acanthamoeba,
"6 Vahlkampfia, 5 Hartmannelia and, 1 Echina-
moeba were isolated.

Some individuals were repeatedly positive
for Acanthamoeba during the 2 months of ob-
servation.

Of the isolated Acanthaimoeba, 28 were ino-
culated intranasally. 16 Strains (57.1%) were
reisolated from brain and or Jungs of the ani-
mals. The histopathology revealed an acute in-
flammatory process with polymorphonuclear
neutrophils and amoebae in the brain and lungs
of some of the animals.

The isolation of pathogenic strains of Acan-
thamoeba from human feces supports the hy-
pothesis of eventual development, in carriers,

of granulomatous amebic meningoencephalitis
as an opportunistic endogenous infection.
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