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Resumen

El objetivo del estudio fue determinar la presencia de Acanthamoeba spp. en
piscinas de uso recreacional, al aire libre, de la ciudad de Cérdoba, Argenti-
na. Se recolectaron 30 muestras de agua correspondientes a un total de 10
piscinas. Estas se sembraron en agar no nutritivo en presencia de Escheri-
chia coli en solucién de Page. Luego de 72 horas de incubacion a 37 °C, la
identificacién genérica se realiz6 mediante criterios morfolégicos. La prueba
de transformacién amebo-flagelar se realizé para diferenciar amebas de vida
libre que desarrollan trofozoitos flagelados, como Naegleria. Se midieron pa-
rametros fisicoquimicos en cada una de las piscinas. Se identifico6 Acantha-
moeba spp. en el 20% del total de las muestras. Las piscinas en las que se
aislé este parésito presentaron niveles no detectables de cloro residual, pH
moderadamente alcalino y temperatura templada. Este estudio demuestra la
presencia de Acanthamoeba spp. en piscinas recreativas de Cérdoba, lo que
puede representar un potencial riesgo para la salud publica.

Palabras clave: Acanthamoeba; Amebas de vida libre; Argentina; Cloro; Pis-
cinas

Presence of Acanthamoeba spp. in outdoor recreational
swimming pools in Cérdoba city, Argentina

Abstract

The aim of the study was to determine the presence of Acanthamoeba spp.
in outdoor recreational pools, in Cdrdoba city, Argentina. Thirty water sam-
ples corresponding to a total of 10 pools were collected. These samples were
sown on a non-nutritive agar in the presence of Escherichia coli in Pages’s
solution. After 72 hours of incubation at 37 °C, the generic identification was
done based on morphological criteria. The amoebo-flagellate transformation
test was performed to differentiate from genera that develop flagellated tro-
phozoites, such as Naegleria. Physicochemical parameters were measured in
each of the pools. Acanthamoeba spp. was identified in 20% of the samples.
The pools, where this parasite was isolated, presented undetectable levels of
residual chlorine, moderately alkaline pH and warm temperature. This study
demonstrates the presence of Acanthamoeba spp. in recreational pools in
Cérdoba, which may represent a potential risk to public health.

Keywords: Acanthamoeba; Free-living amoebae; Argentina; Chlorine; Swim-
ming pools
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Presenca de Acanthamoeba spp. em piscinas recreativas ao ar livre da cidade de
Cérdoba, Argentina

Resumo

O objetivo do estudo foi determinar a presenga de Acanthamoeba spp. em piscinas para uso recreativo, ao
ar livre, na cidade de Cdrdoba, Argentina. Foram coletadas 30 amostras de dgua correspondentes a um to-
tal de 10 piscinas. Elas foram semeadas em agar ndo nutritivo na presenca de Escherichia coli em solugédo
de Page. Apds 72 horas de incubacdo a 37 °C, a identificagdo genérica foi realizada utilizando critérios
morfoldgicos. O teste de transformagcdo amebo-flagelar foi realizado para diferenciar amebas de vida livre
que desenvolvem trofozoitos flagelados, como Naegleria. Pardmetros fisico-quimicos foram medidos em
cada uma das piscinas. Acanthamoeba spp. foi identificada em 20% do total das amostras. As piscinas
onde este parasita foi isolado apresentaram niveis indetectaveis de cloro residual, pH moderadamente
alcalino e temperatura temperada. Esse estudo demonstra a presenga de Acanthamoeba spp. em piscinas
recreativas de Cdrdoba, o que pode representar um risco potencial para a satide publica.

Palavras-chave: Acanthamoeba; Amebas de vida livre; Argentina; Cloro; Piscinas

Introduccién

Las amebas de vida libre (AVL) comprenden un gru-
po de protozoos anfizoicos de distribucién cosmopolita.
Estos parasitos facultativos fueron aislados de diferen-
tes habitats tales como tierra, polvo, aire, agua de mar,
agua potable, aguas termales, piscinas, aguas residuales,
soluciones oftalmicas, lentes de contacto, unidades de
dialisis y de tratamiento dental (1) (2). Los géneros de
AVL asociados mayormente a infecciones humanas son
Acanthamoeba spp., Naegleria fowleri y Balamuthia man-
drillaris (3). Varias especies de Acanthamoeba pueden
causar diferentes cuadros clinicos, dentro de los que
se incluyen la queratitis amebiana (QA), la encefalitis
amebiana granulomatosa (EAG) a nivel del sistema ner-
vioso central en el hospedador inmunocomprometido,
lesiones cutaneas e infecciones sinusales (3) (4).

Este protozoo juega un rol destacado en la transmi-
sion y diseminacién de microorganismos patégenos ya
que sirve de vehiculo para la colonizaciéon de nuevos
habitats u hospedadores (5). El ciclo de vida de este pa-
rasito consta de dos etapas, una etapa activa o de trofo-
zoito y una etapa latente o de quiste, las cuales poseen
caracteristicas morfolégicas distintivas (2). Los trofozoi-
tos tienen un tamano comprendido entre 13 y 40 pm,
generalmente muestran un nucleo y presentan un des-
plazamiento unidireccional por emision de pseudo6po-
dos hialinos. Ademads, en su citoplasma poseen un sis-
tema de vacuolas de expulsion de agua que les permite
mantener su medio osmoético (6). Los quistes poseen un
tamano que varia segin la especie que no supera gene-
ralmente los 25 pm de diametro y se caracterizan por
presentar una pared doble y arrugada compuesta por
un endoquiste y un exoquiste (6). Estas caracteristicas
morfolégicas permiten la clasificaciéon biolégica a nivel
del género Acanthamoeba (7) (8) y, en este trabajo, se
consideraron criterios suficientes para su identificacion.
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Debido a la resistencia que presentan estas ame-
bas a los biocidas, a la cloraciéon y a condiciones am-
bientales hostiles como las altas temperaturas, la os-
molaridad y el pH (9), se considera que las piscinas
constituyen una fuente artificial de transmision de
Acanthamoeba (10). En la Argentina hay poca informa-
cion disponible acerca de la distribucion de este para-
sito en ambientes acudticos, por lo cual se realizé un
estudio para identificar la presencia de Acanthamoeba
spp- en piscinas al aire libre en la ciudad de Cordoba,
Argentina y de esta forma proporcionar informacién
de salud publica.

Materiales y Métodos

Recoleccién de muestras

Se recolect6 un total de 30 muestras de agua co-
rrespondientes a 10 piscinas al aire libre, ubicadas en
diferentes barrios de la ciudad de Cérdoba, Argentina
(Fig. 1 ay b). El muestreo se realiz6 utilizando frascos
de vidrio estériles de 500 mL de capacidad en 3 pun-
tos de muestreo por cada piscina (el fondo, la interfaz
del borde y la entrada del filtro) con el objetivo de
evaluar la distribucién del parasito dentro de las mis-
mas. Para la toma de muestra se procedi6é a sumergir
cada uno de los frascos bajo el agua en los distintos
puntos de muestreo. Una vez sumergidos se abrieron 'y
al completar el volumen se cerraron bajo el agua para
impedir el contacto con el aire y de esta forma evitar
cualquier tipo de contaminacién. Una vez recolecta-
das las muestras de agua se enviaron al laboratorio
para su posterior analisis. El llenado de las piscinas
estudiadas se llevaba a cabo mediante agua de red y el
mantenimiento de las mismas se realizaba periédica-
mente por sus duenos.
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Figura 1. Ubicacion de la ciudad de Cérdoba (longitud: 064°10°51.78” y latitud: S31°24°48.6"), provincia de Cérdoba,
centro de Argentina (A). Mapa de localizacion de cada una de las piscinas muestreadas (Q)dentro de la ciudad de Cérdoba (B).

Las muestras se recolectaron en el periodo compren-
dido entre los meses de diciembre de 2017 y marzo de
2018. El procesamiento y analisis se realizé en el Labora-
torio de Parasitologia, Facultad de Ciencias Quimicas, de
la Universidad Catolica de Cordoba.

Aislamiento e identificacién de Acanthamoeba spp.

Cada muestra de agua recolectada se dej6 reposar en
el laboratorio durante 24 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, el sobrenadante se descarto, reteniendo
aproximadamente un volumen de 60 mL. Este volumen
se transfiri6 a tubos Falcon™ estériles de 15 mL vy se cen-
trifugé sucesivamente a 2000 r.p.m. durante 10 minutos.
El sedimento obtenido se resuspendio con solucion salina
de Page y se sembr6 en un agar no nutritivo (ANN) con
100 pL de suspension de Escherichia coli (E. coli) (ATCC
25922). Las placas se incubaron a 37 °C durante 15 dias,
por duplicado. A las 72 horas se realiz6 la primera obser-
vacién para verificar la presencia trofozoitos y quistes,
mediante microscopia 6ptica. Transcurridos los 15 dias
se descartaron aquellos cultivos que no mostraron creci-
miento de AVL. En aquellas placas en las que se evidencio
crecimiento, se realizo la identificacién genérica de acuer-
do alo establecido por Page (7) y Pussard y Pons (8).

Prueba de transformacion amebo-flagelar

Los cultivos que mostraron crecimiento se evaluaron
con la finalidad de descartar la presencia de amebas fla-
geladas de vida libre, como las pertenecientes al género

Naegleria. Las amebas aisladas se replicaron y se anadio 1
mL de agua destilada estéril para proporcionar la con-
dicién necesaria para el proceso de exflagelaciéon y mo-
vilidad. Las placas se incubaron a 37 °C durante 4 horas
y se evalu6 la movilidad por flagelos a cada hora. La ob-
servacion se prolongé durante 10 dias para considerar la
prueba negativa.

Anélisis de parametros fisicoquimicos

En cada piscina se registraron datos de temperatura
ambiente y temperatura del agua mediante el uso de un
termoémetro de mercurio. El pH y la concentraciéon de
cloro residual de las piscinas se determinaron mediante
el empleo de un kit comercial (kit de prueba de 2 vias
P1920). Se registro6 la superficie y profundidad promedio
de cada natatorio.

Resultados

El 20% (6/30) de las muestras de agua recolecta-
das de las piscinas al aire libre en Cérdoba, Argentina,
presentaron crecimiento de AVL en cultivo en ANN en
presencia de E. coli en solucion de Page. Estos aislados
correspondian a dos de las 10 piscinas estudiadas, que en
funcién de las caracteristicas morfologicas observadas,
por microscopica optica, se identificaron y clasificaron
dentro del género Acanthamoeba. Este protozoo se aislo
en los distintos puntos de muestreo estudiados (fondo,
interfaz del borde y entrada del filtro). Los trofozoitos
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aislados presentaron un tamano variable de 14 a 23,5
pm, con emision de pseudépodos hialinos responsables
del movimiento ameboideo, vacuolas contrdctiles promi-
nentes de exclusion de agua y un solo nucleo (Fig. 2a),
mientras que los quistes mostraron un tamano variable
entre 8 y 14 pm y doble pared (Fig. 2b). No se observo
exflagelacion en ningtn aislado, lo que sugiere la ausen-
cia de trofozoitos flagelados y, por lo tanto, el desarro-
llo de parasitos del género Naegleria. Acanthamoeba spp.
se aislo de piscinas con una superficie entre 35y 36 m?
y una profundidad promedio entre 1,4y 1,5 m, sin ni-
veles detectables de cloro residual, con un pH modera-
damente alcalino (7,2-7,8) y de temperatura templada
(24-25 °C). La temperatura ambiental registrada fue de
28 °C en ambos casos (Tabla I).

Discusién y Conclusiones

Acanthamoeba spp. es un parasito ampliamente distri-
buido en el medio ambiente. Se encuentra frecuente-
mente en muestras de agua de diversas procedencias. En

este trabajo este parasito se aislo e identificé en dos de
las 10 piscinas estudiadas, mediante cultivo en ANN con
E. coli en medio de Page. Las amebas se encontraron en
los diferentes sitios de muestreo de estas piscinas y pre-
sentaban una distribucién homogénea del pardsito en el
agua. Esto puede explicarse por la resistencia del quiste
de doble pared y el mantenimiento y limpieza inadecua-
dos de estas piscinas que permiten la supervivencia y el
desarrollo de las amebas frente a las diferentes condicio-
nes de los puntos de muestreo. Estos hallazgos coinciden
con los reportados previamente por Init ef al. (11) quienes
detectaron la presencia de Acanthamoeba en los cuatro si-
tios de muestreo que estudiaron. En contraposicion, otros
autores observaron una distribucién no homogénea de
este parasito en el agua de los natatorios (12) (13).
Diversos autores han conseguido aislar estos proto-
zoarios de piscinas en diferentes ciudades de América
del Sur. Los resultados de este trabajo mostraron ser si-
milares a los publicados por Caumo y Rott (14), en Porto
Alegre, Brasil, y superiores a los observados por Munoz
et al. (12) en Santiago, Chile y Garaycochea et al. (15) en
Lima, Pert, quienes informaron una tasa de contamina-

Tabla I. Identificacién de Acanthamoeba spp. en piletas al aire libre de la ciudad de Cérdoba, Argentina y parametros fisicoquimicos
obtenidos durante la toma de muestra en el periodo 2017/18.

Ndmero Superficie (m?) / profundidad | Presencia/ausencia de | TAF | Cloro residual pH | Temperatura Temperatura
de piscina promedio de la piscina (m) Acanthamoeba spp. (ppm) del agua (°C) | ambiental (°C)
1 24/1,5 ausencia - 3 7,2 20 25
2 30/1,5 ausencia - 3 7,2 25 27
3 17,5/1,5 ausencia - 3 7,2 23 24
4 35/1,5 presencia - 0 7,2 24 28
5 36/1,4 presencia - 0 7,8 25 28
6 44 /1,5 ausencia - 3 7,2 26 29
7 32/1,6 ausencia - 3 7,8 25 27
8 18/1,4 ausencia - 0,5 7,2 23 28
9 66/1,7 ausencia - 3 7,6 25 28
10 45/1,6 ausencia - 3 7,2 24 28

TAF: Transformacién amebo-flagelar.

Figura 2. Fotografia de microscopia dptica de trofozoito (A) y quistes (B) de Acanthamoeba spp. (400X), obtenida de cultivos
de las muestras de agua de las piscinas estudiadas.
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cién del 4,7-6,7%, respectivamente. En la Argentina, hay
pocos estudios de distribucion de Acanthamoeba en fuen-
tes acuaticas artificiales. Gertiser e al. (13) informaron el
aislamiento de esta ameba en el 29% de un total de 21
muestras de agua recolectadas de 7 piscinas, en tempora-
da de verano, en la ciudad de Bahia Blanca. A pesar de
que el estudio se realizé en natatorios cubiertos y en otra
ciudad perteneciente a otra provincia argentina, el por-
centaje de contaminacion fue similar al descripto en este
trabajo. Cabe senalar que la variacion en la presencia de
AVL en las piscinas puede deberse a las condiciones geo-
graficas, los métodos de muestreo utilizados, los métodos
de aislamiento e identificacion y las condiciones de man-
tenimiento de las mismas.

En referencia a la relaciéon de los parametros fisico-
quimicos con la presencia de AVL, diversos autores de-
mostraron la resistencia de este protozoo a la cloracion,
ya que aislaron Acanthamoeba spp. de muestras de agua
de piscinas con una concentraciéon de cloro residual de
hasta 3 ppm (13) (16). También se ha reportado el cre-
cimiento del parasito en rangos de pH comprendidos
entre 5,6 y 8,4, en ensayos in vitro (17). Sin embargo, en
este estudio este protozoo se aislé de piscinas con niveles
no detectables de cloro residual y pH dentro del rango
permitido por la ordenanza 11566: Natatorios Publicos
y Privados, (Municipalidad de la ciudad de Cérdoba, Ar-
gentina, Boletin N° 2881 del 15 de diciembre de 2008),
la cual establece que el agua de piscinas debe mante-
ner una concentracion de cloro residual entre 0,5-1,5
ppm y un rango de pH de 7,2-7,8. El resto de los na-
tatorios estudiados, que se encontraron dentro de los
parametros exigidos, no mostraron desarrollo de AVL.
La temperatura ambiente y del agua registradas fueron
6ptimas para el crecimiento y la reproduccion de estos
protozoos (2). A fin de establecer una asociacién clara
entre la variaciéon de estos parametros con el crecimien-
to de estas amebas se realizaran mayores estudios.

Se ha demostrado que las piscinas contaminadas por
cepas patégenas de Acanthamoeba spp. son un posible
factor de riesgo epidemiol6gico importante en el de-
sarrollo de QA y EGA, especialmente en usuarios de
lentes de contacto y hospedadores inmunocomprome-
tidos, respectivamente (9) (18). Un estudio reciente
ha reportado un nimero considerable de casos de QA
en la ciudad de Cérdoba (18). De estos casos, 17 de
21 (80,9%) de los pacientes eran usuarios de lentes
de contacto que tenian un historial de mantenimien-
to inapropiado de los mismos, ademas, el 67% de los
pacientes que participaron en el estudio manifestaron
nadar con lentes de contacto in situ (18). Es por eso
que los resultados de este trabajo enfatizan la importan-
cia de considerar el agua de piscinas recreativas como
una fuente artificial de Acanthamoeba spp. y un vehiculo
de transmisién de enfermedades causadas por estos mi-
croorganismos. Se recomienda una limpieza profunda
de las piscinas para minimizar los riesgos de infeccion.
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Este estudio demuestra por primera vez la presencia de
Acanthamoeba spp. en piscinas recreativas al aire libre en
la ciudad de Coérdoba, Argentina.
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