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Resumen

Las amebas de vida libre (AVL) son protozoos ubicuos con cuatro géneros
patégenos para el ser humano: Acanthamoeba, Naegleria, Balamuthia, y
Sappinia. Acanthamoeba puede actuar como reservorio de microorganis-
mos (endosimbiontes), por lo cual, en medio hospitalario, implicaria un
riesgo para la transmision de bacterias, virus y hongos intranosocomiales.
Se investigé la presencia de AVL, con énfasis en Acanthamoeba spp., en un
hospital pediatrico de la provincia de Buenos Aires, Argentina. Se colec-
taron 22 muestras de lavamanos e incubadoras en salas de Neonatologia
y Terapia Intensiva, las que fueron cultivadas a 37 y 42 °C. Los aislados
fueron identificados molecularmente. El 63,64% de las muestras presen-
taron Acanthamoeba spp. Esta investigacion representa el primer estudio
realizado en la Argentina sobre la deteccién de Acanthamoeba spp. en
salas cerradas de un hospital. Su presencia es una sefial de alarmay resul-
ta un blanco atil para investigar posibles reservorios de microorganismos
patégenos en ambientes hospitalarios.

Palabras clave: Amebas de vida libre; Protozoos; Reservorio; Ambiente hos-
pitalario; Resistencia a desinfectantes

Isolation of Acanthamoeba spp. in closed rooms of a hos-
pital in Buenos Aires province, Argentina

Abstract

Free-living amoebae (FLA) are ubiquitous protozoa with four pathogenic
genera for humans: Acanthamoeba, Naegleria, Balamuthia, and Sappinia.
Acanthamoeba can act as a reservoir of microorganisms (endosymbionts),
for which reason, in a hospital environment, it would imply a risk for trans-
mission of nosocomial bacteria, viruses and fungi. The presence of AVL, with
emphasis on Acanthamoeba spp., was investigated in a pediatric hospital.
Twenty-two samples were collected from sinks and incubators in Neonatol-
ogy and Intensive Care rooms, which were cultured at 37 and 42 °C. The
isolates found were molecularly identified. A total of 63.64% of the samples
presented Acanthamoeba spp. This research represents the first study in
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Argentina on the detection of Acanthamoeba spp. in closed rooms of a hospital. Its presence is an
alarm signal, and it is a useful target to investigate possible reservoirs of pathogenic microorganisms
in hospital environments.

Keywords: Free-living amoebas; Protozoa, Reservoir; Hospital environment; Resistance to disinfectants

Isolamento de Acanthamoeba spp. em salas fechadas de um hospital da
provincia de Buenos Aires, Argentina

Resumo

As amebas de vida livre (AVL) séo protozoarios ubiquos com quatro géneros patogénicos para o ser huma-
no: Acanthamoeba, Naegleria, Balamuthia, e Sappinia. Acanthamoeba pode atuar como um reservatdrio
de microrganismos (endossimbiontes), e portanto, em um ambiente hospitalar, representaria um risco de
transmissdo de bactérias, virus e fungos intra-nosocomiais. A presenca de AVL, com em Acanthamoeba
spp. em um hospital pediatrico da provincia de Buenos Aires, Argentina, foi investigada. Vinte e duas
amostras foram coletadas em lavatérios e incubadoras em Salas de Neonatologia e Cuidados Intensivos,
cultivadas a 37 e 42 °C. Os isolados foram identificadas molecularmente. Foram encontradas Acan-
thamoeba spp. em 63,64% das amostras. Esta investigagdo representa o primeiro estudo realizado na
Argentina sobre a detecgdo de Acanthamoeba spp. em salas fechadas de um hospital. A sua presenga é
um sinal de alarme e um alvo para investigar possiveis reservatdrios de microrganismos patogénicos em
ambientes hospitalares.

Palavras-chave: Amebas de vida livre; Protozodrios; Reservatdorio; Ambiente hospitalar; Resisténcia

a desinfetantes

Introduccién

Las amebas de vida libre (AVL) son un grupo de pro-
tozoos anfizoicos con capacidad de provocar enferme-
dades en el ser humano que afectan al sistema nervioso
central, la piel y/o la cornea (1) (2) (3). El ciclo de vida
de estos protozoos esta compuesto por dos estadios
diferentes: los trofozoitos, formas tréficas y reproduc-
tivas, metabodlicamente activas, que se alimentan, se
mueven y multiplican, y los quistes o estadios de re-
sistencia, capaces de permanecer viables durante anos
en el ambiente. Existen cuatro géneros de AVL poten-
cialmente patogénicos para el ser humano: Acanthamoe-
ba, Naegleria, Balamuthia y Sappinia y, si bien las patolo-
gias que producen son poco frecuentes, resultan graves
y con elevada morbimortalidad. Acanthamoeba spp. se
encuentra entre las AVL ambientales mds prevalentes
con distribuciéon cosmopolita. Es agente etiologico de
queratitis, encefalitis granulomatosa amebiana (EGA)
e infecciones de la piel. La mayor parte de los casos hu-
manos tienen en comun el uso de agua con escasa cali-
dad sanitaria (1) (2).

Desde la mitad del siglo XX se ha vinculado a las AVL
con la transmisién y perpetuacion en el ambiente de di-
ferentes microorganismos potencialmente patoégenos
(4). Investigaciones recientes confirman la capacidad
de Acanthamoeba spp. para actuar como vehiculo de
transmisiéon de microorganismos productores de diver-
sas patologias de interés en salud publica (verdaderos
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vectores biolégicos) (5) (6) (7). Acanthamoeba fagocita
estos organismos presentes en el medio ambiente y al-
gunos de ellos pueden escapar de sus sistemas liticos
multiplicandose en su interior. Esta multiplicacion pue-
de provocar la lisis de los trofozoitos o bien la perpetua-
cién y la permanencia en su interior, atin en los quistes.
Los microorganismos que sobreviven a la fagocitosis,
se denominan microorganismos resistentes a las ame-
bas (MRA o ARM por sus siglas en inglés). Bacterias,
hongos, protozoos y virus patégenos se han descripto
como ARM (3) (5). Ambas condiciones, reservorio o
capacidad endosimbiética, resultan de vital importan-
cia para la perpetuacion de la cadena epidemioléogica
de muchas enfermedades infecciosas con impacto en la
salud publica y han convertido a las AVL en verdaderos
bioindicadores ambientales.

En la Argentina no existen publicaciones que hayan
mencionado la presencia de Acanthamoeba spp., y otras
AVL, en el ambiente hospitalario. Su deteccién podria
ser de utilidad en el momento de investigar posibles
reservorios de microorganismos patégenos de circula-
cioén intrahospitalaria. Su vigilancia y control podrian
ser herramientas fundamentales para reducir el impac-
to negativo de las infecciones asociadas al cuidado de
la salud. Por otro lado, el aislamiento de Acanthamoeba
spp. y otras AVL dentro del ambiente hospitalario in-
terpelarian el concepto de efectividad de las medidas de
desinfeccion utilizadas dentro de los establecimientos de
salud. La resistencia intrinseca a los desinfectantes que



poseen estos protistas impulsaria acciones a encontrar
nuevos agentes biocidas ttiles y efectivos frente a estos
verdaderos “caballos de Troya” biolégicos (3) (6).

En este contexto el objetivo del presente estudio fue
investigar la presencia de Acanthamoeba spp. y Naegleria
spp., en salas cerradas de un hospital pedidtrico de la
provincia de Buenos Aires, Argentina, por su potencial
rol como reservorios de endosimbiontes de importan-
cia sanitaria.

Materiales y Métodos

La investigacion se llevo a cabo en salas cerradas de
un hospital de la provincia de Buenos Aires, Argentina.
El estudio fue avalado por el Comité de Docencia e In-
vestigacion de la Institucion.

Muestras

Desde enero a octubre de 2021 se colectaron 22
muestras correspondientes a lavamanos utilizados por
personal sanitario, y equipamientos con reservorios de
agua (incubadoras con microclima y humidificadores
respiratorios) en salas cerradas un hospital de la pro-
vincia de Buenos Aires. Un total de 16 muestras corres-
pondieron a la sala de Neonatologia (4 lavamanos y 12
incubadoras con sistema de microclima marca Atom y
Medics) y 6 muestras a Terapia Intensiva (4 lavamanos
y 2 incubadoras marca Funovert). Debido a la infraes-
tructura y disponibilidad del lugar, el nimero de incu-
badoras en la sala de Neonatologia fue mayor que el de
la sala de Terapia Intensiva (12 vs. 2).

Las muestras de lavamanos fueron obtenidas me-
diante hisopados del interior de las canillas y sus res-
pectivos desagties. En el caso de los equipamientos con
reservorio de agua (incubadoras y humidificadores), se
tomaron hisopados de las areas de condensacion del
microclima (marca Medic) o los ultimos 5-10 mL del
reservorio de agua (marca Atom y Funovert).

Se incorporaron 2 mL de solucién de Page (7) a cada
tubo que contenia el hisopo remitido. A dichos tubos se
los dejo en contacto durante 24 h luego de homogenei-
zar la muestra (vortex), con el fin de que, si la muestra
contenia AVL, se desprendieran del hisopo y pasaran a
la solucion. En el caso de las colecciones de agua, éstas
se centrifugaron a 1500 r.p.m. durante 10 minutos y el
sedimento se resuspendio en 2 mL de solucion de Page.
Estas muestras se conservaron a temperatura ambiente.
A partir de estas soluciones, posteriormente se realizaron
los cultivos.

Cultivos

Las muestras obtenidas por hisopado fueron sembra-
das en placas de Petri con agar no nutritivo (Britania)
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suplementado con Escherichia coli ATCC 25922 en solucion
de Page (7) e incubadas en estufas de cultivo a 37 °Cy a
42 °C, para garantizar la recuperacion de especies ter-
mofilas.

Las placas fueron monitoreadas durante 15 dias.
Para determinar la existencia de crecimiento parasita-
rio, se realizaron observaciones con un microscopio 6p-
tico (entre cubre y portaobjetos) en 100 y 400 aumentos
cada 24 horas. El cultivo fue considerado positivo cuan-
do se observaron trofozoitos y/o quistes morfolégica-
mente compatibles con AVL. Las placas con ausencia de
crecimiento fueron consideradas negativas luego de 15
dias de incubacion.

En los cultivos positivos se estudiaron las caracte-
risticas morfolégicas y morfométricas de trofozoitos y
quistes. Para esto, se colocaron 500 UL de solucion de
Page, se dejo 30 segundos en contacto y se tom6 un vo-
lumen equivalente para realizar la observacién micros-
copica de las estructuras. La identificacién genérica se
realiz6 segin Page (7) y para identificar Naegleria sp.,
se procedi6 a la prueba de transformaciéon amebofla-
gelar (8) (9).

La observacion microscopica se realiz6 mediante
un microscopio Leica DM500 (Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Alemania) con software Leica LAS EZ
(v3.2.1) y las imdgenes se registraron mediante una
camara Leica ICC50 HD (Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Alemania).

Posteriormente se realizé la identificacion molecular
del total de los aislados.

Extraccion de ADN e identificacién molecular de
Acanthamoeba spp. y Naegleria spp. utilizando la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se extrajo ADN genémico de las muestras positivas
utilizando el kit de extraccion Quick-gDNATM Mini-
Prep de ZYMO Research- Epigenetics Company.

Las muestras fueron sometidas a una PCR con ceba-
dores especificos (Invitrogen - Massachusetts, EE.UU.)
para amplificar un fragmento del gen 18S rDNA. Para el
género Acanthamoeba se utilizo el par de cebadores especi-
ficos JDP1 (5-GGC CCA GAT CGT TTA CCG TGA A-37)
y JDP2 (5-TCT CAC AAG CTG CTA GGG GAG TCA-3").

Para el género Naegleria se usaron ITSTF (AACCT-
GCGTAGGGATCATTT) e ITSTR (TTTCCTCC CCT
TATTAATAT).

Se realiz6 la mezcla de reaccién con 2,5 pL. de buffer
(Promega), 0,5 pL de una mezcla de DNTP (10 mM de
cada uno, Promega), 1,5 pL. (20 pM) de cada cebador,
1,25 UTaq (Promega) y 5,0 pL. de ADN. Se llevé a 25 pL.
de volumen final con agua libre de nucleasas (Biody-
namics). Se utilizé un termociclador IVEMA T18 para
la amplificacion. Las condiciones de reaccion fueron:
95 °C durante 7 min, 45 ciclos (95 °C durante 1 min,
60 °C durante 1 min, 72 °C durante 2 min), y una exten-
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sién final de 72 °C durante 10 min, siguiendo protoco-
los publicados por Schroeder et al. y Regoudis et al. (10)
(11). Los productos de amplificacién se visualizaron
mediante electroforesis, utilizando una cuba ENDURO
LabNet (LabNet International Inc., EE.UU.), en gel
de agarosa (Biodynamics) al 1,5% durante 30 min y a
80 mA con tinciéon de bromuro de etidio durante 15
min. Por cada calle se cargaron 10 pL del producto de
la amplificacion. El tamano de los amplicones se estim6
por comparacién con una escalera (ladder) de 100 pb

(PB-L, Productos Bio-Logicos, Argentina). El resultado
de la electroforesis fue visualizado bajo luz UV con un
transiluminador Maestro-Gen.

Resultados

Las observaciones microscopicas y el analisis morfo-
l6gico y morfométrico de los cultivos (Fig. 1) y los re-
sultados de la PCR (Fig. 2) permitieron detectar formas

Figura 1. A. Quiste; B. Dos trofozoitos de Acanthamoeba sp. coloreados con May Grunwald-Giemsa (100X).
C: Trofozoito y dos quistes; D: Quiste tetrahédrico de Acanthamoeba sp. sin colorear (40X).

Figura 2. PCR correspondiente a dos muestras:
L: ladder; CP: control positivo; CN: control negativo; 1y 2: dos muestras positivas.
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compatibles con AVL, tanto en las muestras corres-
pondientes a Neonatologia como a Terapia Intensiva
del hospital. En ambos casos se observaron trofozoitos
y quistes ornamentados y lisos, de pequeno tamano
(=5 pm) compatibles con el género Acanthamoeba.

En la sala de Neonatologia, el 50% (2/4) de los ais-
lamientos correspondientes a lavamanos (canillas y des-
aguies) y el 66,67% (8/12) de los correspondientes a
las incubadoras, fueron confirmados molecularmente
como Acanthamoeba spp., mientras que, en los aislados
de la sala de Terapia Intensiva, se confirmo la presencia
de Acanthamoeba spp. en el 50% (2/4) de los lavamanos
yen el 100% (2/2) de las incubadoras (Tabla I).

Tabla |. Resultados de las muestras positivas

Lavamanos | Incubadoras | Total positivos
Neonatologia 2 (50%) 8 (66,67%) 10
Unidad de Terapia
Intensiva (UTI) 2 (50%) 2 (100%) 4
Total de muestras
positivas 4 10 14 (63,63%)

Respecto a Naegleria spp., tanto la ausencia de cre-
cimiento en las muestras incubadas a 42 °C como el
resultado negativo de las pruebas de transformacion
ameboflagelar (de las muestras cultivadas a 37 °C) per-
mitieron descartar la presencia de este género en las
muestras estudiadas.

Discusion y Conclusiones

La presente investigacion constituye el primer estu-
dio y aislamiento realizado en la Argentina de Acantha-
moeba spp. en el ambiente hospitalario.

Coincidiendo con otros autores, los resultados evi-
denciaron la preocupante ubicuidad, versatilidad y
adaptacion de AVL al ambiente hospitalario (5) (12)
(13) (14). Si bien las AVL se encuentran entre los pro-
tozoos ambientales mas prevalentes y poseen una distri-
bucién cosmopolita, la principal preocupacién para la
salud publica reside en el hecho de que estos protistas
han sido aislados en ambientes diversos relacionados
con el sistema sanitario, tales como unidades de trata-
miento odontolégico, unidades de dialisis, duchas de
emergencia y sistemas de refrigeracion y aire acondi-
cionado de distintos establecimientos de salud, polvo
hospitalario y muestras clinicas (14) (15).

En lo referente al presente estudio, el 63,64%
(14/22) de los hisopados de lavamanos e incubadoras
muestreados, de las salas de Neonatologia y Terapia In-
tensiva del hospital resultaron positivos para Acantha-
moeba spp. Si bien existe escasa informacion acerca del
nivel de riesgo para la salud humana y sus asociaciones
en el ambiente hospitalario, el aislamiento del proto-
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zoario en lavamanos e incubadoras de las Salas Neo-
natologia y Terapia Intensiva del hospital representa
una senal de alarma, no solo por el poder patégeno
de Acanthamoeba spp. frente a pacientes de alto riesgo,
sino ademas por la capacidad del protista de actuar
como reservorio de microorganismos de circulacion
intrahospitalaria (6) (14). Las bacterias, hongos y virus
de circulacion intrahospitalaria incluyen una diversi-
dad de microorganismos potencialmente patégenos
que conducen a enfermedades infecciosas dentro del
ambiente hospitalario, razén por la cual resulta fun-
damental realizar la vigilancia epidemiolégica. En este
sentido, diversos autores senalaron la preocupante rela-
cion entre Acanthamoeba spp. y bacterias asociadas a in-
fecciones intranosocomiales (12) (15). La presencia de
Acanthamoeba spp. en el ambiente hospitalario y su ca-
pacidad de actuar como “caballo de Troya” de bacterias
multirresistentes y formadoras de biofilms, amplificaria
la diseminacion de las mismas generando infecciones
intrahospitalarias severas (3)(6) (11). Al respecto, De
Souza et al. (13) y Huws et al. (15) demostraron me-
diante cocultivos la interaccion endosimbiotica entre
cepas de Acanthamoeba'y Staphylococcus aureus resistente
a la meticilina (MRSA). La endosimbiosis favorecio el
enquistamiento del protozoario y la virulencia y dise-
minacion de MRSA (11). También dificultarian el con-
trol de las queratitis y otras patologias endosimbiontes
del género Fusarium (15).

Por la naturaleza oportunista de Acanthamoeba y su
papel como reservorio de patégenos humanos, resul-
ta fundamental que los diferentes comités de infeccio-
nes hospitalarias dirijan sus esfuerzos para monitorear
la presencia de estos protistas en hospitales y centros
de salud, implementando medidas de higiene y desin-
feccion eficientes, ya que son faciles de eliminar con
alcohol etilico en 5 min, con lavandina (60 p.p.m. de
cloro), etc. (3) (13). Otros métodos han sido evaluados,
como el uso de ozono, rayos ultravioleta, radiacion so-
lar, etc., con lo cual la eleccion de éstos va a depender
de la relacion costo-beneficio y de no exponer a la po-
blacién a un riesgo mayor (3) (14).

La deteccion de Acanthamoeba spp. en salas cerradas
del hospital constituye el primer paso para explicar la
posible transmisibilidad y la endemicidad intrahospita-
laria de diversos microorganismos. En este sentido, los
resultados obtenidos en el presente estudio proporcio-
nan una herramienta fundamental para la vigilancia
epidemiologica y el control sanitario y contribuyen sig-
nificativamente a la implementacion de estrategias de
control en la institucion.
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