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PALABRAS CLAVE Resumen Las amebas de vida libre (AVL) del género Acanthamoeba son protozoos ubicuos
Humedales; y anfizoicos que colonizan habitats acuaticos y terrestres, pudiendo actuar de reservorio de
Amebas de vida libre; otros microorganismos. Son econosis que producen patologias graves y poco frecuentes. Dada
Agua de mar; la escasa informacion epidemiologica acerca de este protozoo, el objetivo de este estudio fue
Acanthamoeba spp; investigar la presencia de Acanthamoeba spp. en humedales costeros del sudeste bonaerense
Econosis; y su asociacion con variables bacterioldgicas y ambientales. Desde febrero de 2021 hasta julio
Reservorio de 2022 se recolectaron 22 muestras de agua de mar en diferentes puntos de la costa de Mar

del Plata (Buenos Aires, Argentina). Se determinaron parametros ambientales y se realizaron
estudios fisicoquimicos, bacterioldgicos, cultivos y tipificaciones morfoldgicas y moleculares.
Independientemente de las variables ambientales y bacterioldgicas, en el 54,54% de las mues-
tras se confirmo la presencia de Acanthamoeba spp. por un método molecular. Se documenta
por primera vez la presencia de estos protozoos en agua de mar en Argentina.
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First isolation of Acanthamoeba spp. in seawater from the southeast of Buenos Aires
(SE, Argentina)

Abstract Free-living amoebae (FLA) of the genus Acanthamoeba are ubiquitous and amphizoic
protozoa that colonize aquatic and terrestrial habitats and can serve as reservoirs for other
microorganisms. They are considered econoses that can cause severe and rare pathologies.
Due to limited epidemiological data available, the objective of this study was to investigate
the presence of Acanthamoeba in coastal wetlands of the southeast of Buenos Aires province
and evaluate their association with bacteriological and environmental variables. From February
2021 to July 2022, 22 seawater samples were collected at different points along the coast of
the city of Mar del Plata (Buenos Aires, Argentina). Environmental parameters were determined
and physicochemical and bacteriological studies, morphological identification, cultures and
molecular typification were conducted. Regardless of the environmental and bacteriological
variables, the presence of Acanthamoeba spp. was molecularly confirmed in 54.54% of the
samples, being the first report of these protozoa in seawater in Argentina.

© 2024 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).

Las amebas de vida libre (AVL) son protozoos ubicuos
y cosmopolitas, que se caracterizan por presentar, en su
gran mayoria, dos estados evolutivos o biotipos: trofozoi-
tos y quistes. Los trofozoitos son formas vegetativas que se
alimentan y reproducen; los quistes son formas de laten-
cia, infectantes y de resistencia’®. Las AVL se encuentran
ampliamente distribuidas en la naturaleza colonizando habi-
tats acuaticos y terrestres, tanto naturales como artificiales,
asi como otros ambientes no convencionales (estuches para
lentes de contacto, equipos de aire acondicionado, uni-
dades de dialisis y de tratamiento dental, piscinas de
uso recreativo, bachas e incubadoras hospitalarias)® %4
Existen cuatro géneros de AVL de patogenicidad demos-
trada para el ser humano y los animales: Acanthamoeba,
Balamuthia y Sappinia, pertenecientes al supergrupo Amoe-
bozoa, y Naegleria, perteneciente a Excavata. De los
cuatro géneros, Acanthamoeba es el mas frecuentemente
aislado™%1>,

Las especies de Acanthamoeba provocan lesiones cuta-
neas e infecciones en los senos nasales, queratitis,
encefalitis granulomatosa amebiana y, en ciertas ocasiones,
neumonia. Afectan frecuentemente a individuos inmunode-
primidos o expuestos a factores de riesgo (usuarios de lentes
de contacto, condiciones de vida higiénico-sanitarias defi-
cientes, etc.). Estos organismos se comportan como patoge-
nos oportunistas y, en general, las infecciones que producen
se asocian al uso de agua de escasa calidad sanitaria®>"°.

Por su caracter de depredador bacteriano en el ambiente,
Acanthamoeba spp. desempenan un rol importante en el
control de las comunidades microbianas. El consumo de bac-
terias como parte de su proceso de alimentacion impacta
significativamente en la abundancia y la diversidad de las
poblaciones microbianas de su entorno’. Sin embargo, como
estrategia de supervivencia, ciertos microorganismos han
desarrollado habilidades para evitar la digestion por parte
de Acanthamoeba spp., estableciendo con ella relaciones
endosimbidticas. Estas relaciones tienen implicancias tanto
en la ecologia microbiana como en la salud publica®. Las

especies endosimbioticas pueden alterar la capacidad de
las amebas para depredar a otros microorganismos, modi-
ficando asi la estructura y la funcion de las comunidades en
el ambiente.

Dado que Acanthamoeba spp. son protozoos ubicuos que
se encuentran predominantemente en ambientes acuati-
cos compartiendo un mismo nicho ecoldgico con diferentes
microorganismos, hace que las mismas puedan ser reser-
vorio de agentes potencialmente patdgenos y zoondticos.
Su presencia en humedales continentales y costeros usados
para riego, consumo o recreacion representa un potencial
riesgo para la salud publica®®'?. Este comportamiento los
convierte en verdaderos «caballos de Troya»?.

Si bien en la literatura existen numerosos estudios que
reportan aislamientos de Acanthamoeba spp. en humedales
continentales, hay escasa informacion acerca de su pre-
sencia en agua de mar”'>. En Argentina se ha descrito la
presencia de quistes y trofozoitos de Acanthamoeba spp.
en ecosistemas dulceacuicolas superficiales y profundos, en
aguas de piscinas de uso recreacional, en aguas de consumo
animal y en salas cerradas de un hospital provincial*® 114,
Sin embargo, no existen a la fecha trabajos que reporten
aislamientos en humedales costeros.

En este contexto, y dada la escasez de informacion epi-
demioldgica acerca de la presencia de AVL en la region del
sudeste bonaerense, el objetivo del presente trabajo fue
buscar y tipificar AVL, con énfasis en Acanthamoeba spp., en
agua de mar de diferentes areas costeras de la ciudad de Mar
del Plata, tratando de asociar la presencia de este protozoo
a parametros ambientales, fisicoquimicos y bacteriolégicos.

El estudio se realizo con fuentes obtenidas por dos de
los autores en sus respectivas instituciones (ver apartado de
financiacion), entre febrero de 2021 y julio de 2022 en la
costa de la ciudad de Mar del Plata (provincia de Buenos
Aires, Argentina) a lo largo de una transecta que involucré
5playas: E1, Playa Félix U. Camet; E2, Playa Sun Rider; E3,
Playa Constitucion; E4, Playa del Puerto, y E5, Playa Waikiki.
Todas las playas muestreadas son de acceso publico para
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Figura 1

los baistas. E1 y E2 estan proximas a la Estacion Depura-
dora de Aguas Residuales (EDAR, Obras Sanitarias Sociedad
de Estado), E3 y E4 estan vinculadas a descargas de efluen-
tes pluviales (de mayores dimensiones en E3) y E5 no recibe
descarga directa significativa de ningun tipo. Para evaluar
el posible impacto de la navegacion en un area de acceso
prohibido para baiiistas, también se muestre6 la zona de
aparcamiento de embarcaciones del puerto de la ciudad (E6,
area Marinas) (fig. 1).

Se recolectaron un total de 22 muestras de agua de mar,
que se clasificaron segun el sitio de muestreo y la estacio-
nalidad (verano/invierno). Para investigar la presencia de
AVL se recolectaron las muestras de forma subsuperficial en
recipientes estériles de 300 ml. Una vez en el laboratorio,
cada muestra se dejo reposar por 24 horas. Transcurrido este
tiempo, se descartaron 260 ml del sobrenadante y el volu-
men restante se concentré por centrifugaciéon a 1.500 rpm
durante 10 min, reservando el pellet en 2 ml de solucion de
Page, para su posterior siembra'.

Para el cultivo, se prepararon placas de Petri con agar no
nutritivo (Britania, Argentina) al 1,5%, sobre las que se colo-
caron por extension en superficie 500 pl de una suspension
de Escherichia coli ATCC 25922 en solucion de Page. Luego
se sembro una alicuota de 100 .l de pellet de cada muestra.
Estas siembras se hicieron por duplicado a fin de incubar
en paralelo a dos temperaturas: 37°C (temperatura éptima
para el desarrollo de Acanthamoeba spp.) y 42°C (para
optimizar el aislamiento de especies termdfilas). Para cada
temperatura se utilizé como control una placa inoculada uni-

Sitios de muestreo a lo largo de la costa marplatense.

camente con E. coli en solucion de Page. En todos los casos
la incubacion se realizo durante 30dias, con visualizaciones
periddicas a partir de las 48 horas de incubacion.

En las placas en las que se detecto6 crecimiento amebiano
se procedid a la caracterizacion morfologica de quistes y
trofozoitos. Se observo el material en fresco entre porta
y cubreobjetos al microscopio optico; se realizaron anali-
sis morfologicos y se midieron con ocular micrométrico los
didmetros de los trofozoitos y quistes. En el caso de los
trofozoitos, se evaluaron el tamafo, la presencia de acan-
topodos y pseudopodos, las caracteristicas del nlcleo y la
presencia de vacuola pulsatil. En el caso de los quistes, se
evaluaron la forma y el tamano. Los biotipos se identificaron
y clasificaron morfoldgicamente empleando un microscopio
Leica DM500 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemania);
las fotografias se tomaron con una camara Leica ICC50HD
(Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemania) y para las
mediciones se empleo el software Leica LASEZ (v.3.2.1).

Las muestras que presentaron aislamientos morfologica-
mente compatibles con AVL se reservaron para posteriores
estudios moleculares de tipificacion?“. Estos aislamientos
se repicaron en el medio liquido MYAS (extracto de mal-
tosa 0,01% y extracto de levadura 0,01% en solucion de
Page) y se incubaron por 24-48 horas a 37°C. Para concen-
trar los trofozoitos o quistes, se tomaron alicuotas (5 ml) de
cada cultivo; estas se centrifugaron 5 veces a 3.000 rpm por
15min y se sometieron a un pasaje a través de agujas 25G.
Los pellets asi obtenidos se emplearon para la extraccion de
ADN utilizando el kit comercial Quick-DNA™ MiniPrep (Zymo
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Tabla 1 Resumen de los resultados obtenidos en cada sitio y ocasion de muestreo
Sitio de muestreo  Estacion/ Temp. pH NB Valores de los recuentos de los Cultivo Confirmacion
ano °C) indicadores bacteriologicos de Acanthamoeba
Amb./Mar calidad spp.
BAM® CT® CTt®> E. coli® EFP 37°C 42°C
E1: Playa Félix U.  Inv./2021 17/10 SD 0 25 2 <2 <2 5 + - +
Camet Ver./2022  12/19 731 0 24 33 2 <2 4 + - +
Inv./2022 6/9 SD 0 75 540 <2 <2 15 — - NR
E2: Playa Sun Ver./2021  25/23 7,4 21 31 13 <2 <2 12 - - NR
Rider 35 23 2 2 9 - - NR
Inv./2021 14/10 SD 0 9 20 5 2 7 = - ®
Ver./2022  12/20 7,46 0 58 330 41 17 21 + - +
Inv./2022 6/9 SD 0 6 70 <2 <2 8,2 — — NR
E3: Playa Ver./2021  25/21 7,37 65 51 13 <2 <2 30 — - NR
Constitucion 95 14 5 5 17 — - NR
Inv./2021 14/11 SD 0 20 7 <2 <2 27 + — +
Ver./2022  12/18 6,99 5 230 3500 28 4 15 +/— = +
Inv./2022 6/9 SD 0 121 17 <2 <2 22 — - NR
E4: Playa Puerto Ver./2021  SD 7,08 0 29 2 <2 <2 39 - - NR
7,05 8 2 <2 <2 33 + — +
Ver./2022 SD 6,96 0 32 6 <2 <2 37 — - +
E5: Playa Waikiki ~ Ver./2021  23/23 7,08 10 167 49 5 5 17 + — +
216 49 7 7 20 — - NR
Inv. /2021 19/12 SD 11 43 <2 <2 <2 5 + — +
Ver./2022  17/20 6,93 0 8 8 2 2 17 + - +
Inv./2022 8/12 SD 0 3 7,8 <2 <2 54 - - NR
E6: Area Marina Ver./2022 SD 7,02 0 45 460 <2 <2 3,8 + — +

Amb.: temperatura ambiental; NB: nimero de baiiistas; BAM: bacterias aerobias mesofilas; CT: coliformes totales; CTt: coliformes

termotolerantes; EF: Enterococcus faecalis; SD: sin datos; +y —:

positivo o negativo, respectivamente; NR: no realizada.
@ Unidades formadoras de colonias/ml (UFC/ml).
b Namero mas probable/100 ml (NMP/100 ml).

Research). La amplificacion del ADN por PCR se baso en el
protocolo de Booton et al.'. Se utilizo el par de primers
JDP1/JDP2, especifico para el género Acanthamoeba, y el
par Nae1/Nae2, especifico para el género Naegleria®'°. Las
cepas aisladas fueron conservadas para realizar posterior-
mente secuenciacion y genotipificacion, a fin incorporarlas
a la base de datos GenBank.

La temperatura ambiental y del agua de mar (en °C) en el
momento de tomar las muestras se registro utilizando un ter-
mometro de alcohol Biocare (Chile). Mediante la aplicacion
para celular AccuWeather, se registro el indice de luz ultra-
violeta y la velocidad y direccion del viento predominante.
El pH de las muestras se determind utilizando el kit medi-
dor de pH digital con calibracion + EC/Tds Temp Hidroponia
comercializado por e-LABShop, Argentina (rango de medi-
cion de pH: 0,0 a 14,0; resolucion: 0,1). El nimero total
de banistas en cada sitio muestreado se estim6é mediante
el recuento visual del nUmero de personas presentes en la
arena y en el mar de cada lugar.

En forma complementaria, en cada sitio y ocasion
de muestreo se tomaron muestras de agua de mar
para el analisis bacteriologico siguiendo procedimientos
estandarizados'’; esto incluyo el recuento de bacterias aero-
bias mesofilas (BAM), de coliformes totales (CT) y coliformes
termotolerantes (CTt), de Escherichia coliy de Enterococcus
faecalis (EF). Se realizaron test estadisticos para comparar

aislamiento morfolégicamente compatible con Acanthamoeba spp.

los valores del recuento entre las distintas playas muestrea-
das y las tomas de invierno y verano utilizando el paquete
estadistico R, con la finalidad de rastrear diferencias relacio-
nadas con el efecto antrdpico o las estaciones climaticas.

En la tabla 1 se observan los resultados de las determi-
naciones descritas, incluyendo el hallazgo de aislamientos
morfolégicamente compatibles con Acanthamoeba spp. a
dos temperaturas distintas y su confirmacion por PCR.

El 54,54% (12/22) de las muestras de agua de mar fueron
positivas para AVL, con aislamientos morfolégicamente com-
patibles con Acanthamoeba spp. (fig. 2). Todas las muestras
incubadas a 42°C resultaron negativas, lo que descarto la
presencia de Naegleria spp. en los cultivos.

Los aislamientos morfolégicamente compatibles con
Acanthamoeba spp. fueron confirmados mediante PCR, con
un 100% de tipificacion positiva para este género de AVL
(tabla 1). En forma complementaria y con el objetivo de
corroborar la eficacia de la incubacion a 42°C para el ais-
lamiento de AVL termofilas, los cultivos positivos obtenidos
a 37°C fueron sometidos a analisis moleculares de cribado
para Naegleria spp., donde en todos los casos los resultados
fueron negativos.

Respecto de los parametros fisicoquimicos, la tempera-
tura del mar varié entre 9y 23°Cy el pH entre 6,93 y 7,4.
En relacion con los indicadores bacterianos evaluados, no
se observaron diferencias significativas entre las diferentes
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C y D) trofozoito y quistes de Acanthamoeba spp. 40x. Las flechas azules y rojas sefalan trofozoitos y quistes, respectivamente.

playas (BAM: F=1,11; p=0,39; CT: F=0,53; p=0,74; CTt:
F=0,48; p=0,78, y E. coli: F=0,54; p=0,74), con excep-
cion del recuento de E. faecalis (F=3,47: p=0,025), que
arrojo valores significativamente superiores en E4. Tam-
poco se observaron diferencias estadisticamente relevantes
entre los indicadores bacterianos durante el invierno y el
verano (BAM: t=-1,57; p=0,08; CT: t=-0,9; p=0,2; CTt:
t=—-1,66; p=0,07; E. coli: t=—1,49: p=0,09 y E. faecalis:
t=-0,54; p=0,3). No se logro relacionar la presencia de
Acanthamoeba spp. con cambios en la estacionalidad cli-
matica (verano/invierno), ni con la temperatura ambiental
o del agua, el pH, el numero de bahistas o los recuentos
bacterianos evaluados.

Las temperaturas registradas, tanto ambientales como
del agua de mar, abarcaron un amplio espectro durante el
periodo de muestreo (20,5 °C de temperatura media) debido
a que la zona presenta una gran variabilidad térmica entre
las estaciones de invierno y verano. Asimismo, se observo
una tendencia hacia la alcalinidad del agua de mar en las
playas muestreadas (con valores de pH de entre 7y 9). Estos
datos coinciden con lo informado en otros reportes y estarian
asociados a una mayor supervivencia microbiana tanto de
bacterias como de AVL'?.

En relacion con la calidad del agua, las playas seleccio-
nadas para este estudio difieren en el disturbio antrépico
al cual estan sometidas, incluyendo la cercania a la Esta-
cion Depuradora de Aguas Residuales (E1y E2), la presencia
de pluviales (E3 y E4) y de banistas (sobre todo en E3) y
el aparcamiento de embarcaciones (E6). Solo E5 posee una
situacion ambiental mas controlada, sin disturbios antro-
picos evidentes. A pesar de esto, los recuentos de los
indicadores bacterianos analizados no muestran diferencias
significativas entre playas ni entre estaciones climaticas, en
contraposicion con lo reportado por Esquius et al.? para los
mismos sitios. Cabe aclarar que ese estudio fue realizado

antes de la pandemia del SARS-CoV-2 y que las diferen-
cias en los resultados bacteriologicos de dicha investigacion,
comparados con los de esta, podrian relacionarse con el con-
finamiento social y los cambios de habitos de la poblacion.

Esta investigacion pone en evidencia que la presencia del
ser humano en el ambiente (areas con banistas versus areas
sin banistas) no predispone a la presencia de AVL, ya que se
obtuvieron aislamientos positivos de Acanthamoeba spp. en
todas las playas muestreadas.

Si bien la cantidad de muestras analizadas en este trabajo
fue baja (n=22), el porcentaje de muestras positivas para
Acanthamoeba spp. en las playas de la costa marplatense
(54,54%, 12/22 muestras totales) fue mayor que el reportado
por Lorenzo-Morales et al.®”, tanto si se compara con las
costas de Tenerife (40% de muestras positivas) como con las
de Jamaica (49,6% de muestras positivas).

Este estudio constituye el primer registro de aislamien-
tos de Acanthamoeba spp. en agua de mar del sudeste
bonaerense argentino y contribuye de manera significativa
al conocimiento acerca de la presencia y la distribucion de
este parasito en la region.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la preocu-
pante versatilidad y adaptabilidad de Acanthamoeba spp.
para sobrevivir en distintos ambientes y condiciones. Asi-
mismo, su presencia resulta de interés para investigar
posibles reservorios de microorganismos patogenos para el
ser humano en cuerpos de agua de la region («caballo de
Troya»)2.

Acanthamoeba spp. representa un riesgo potencial para
la salud publica no solo por la patogenicidad y el opor-
tunismo, sino por su capacidad de establecer relaciones
endosimbidticas. La profundizacion en el tema propor-
cionara una herramienta fundamental para la vigilancia
epidemiologica y el control sanitario del area de influencia
de este trabajo.
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