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Analisis parasitologico en fuentes de agua para consumo de la ciudad de Bahia
Blanca y zona de influencia

Parasitological analysis in drinking water sources from Bahia Blanca city and its
area of influence

Randazzo Viviana'?, Lucchi Leandro*, Basabe Norma 2, La Sala Luciano®? y Visciarelli Elena*

RESUMEN: La escasez del recurso hidrico ha incrementado en los Ultimos anos la reutilizacion de aguas
depuradas y de fuentes alternativas para consumo, riego y/o recreacion. En este sentido, la Organizacion
Mundial de la Salud recomienda alcanzar niveles minimos de calidad que aseguren la preservacion de la salud
humanay el ambiente. Un riesgo evidente lo constituye la ingesta y el uso recreativo de agua contaminada con
materia fecal humana o de animales. Giardia lamblia, Cryptosporidium spp., Entamoeba spp. y otras amebas de
vida libre (AVL) son agentes etiologicos de enfermedades transmitidas por el agua. El objetivo de nuestro trabajo
fue buscar e identificar formas parasitarias de importancia en salud humana, en cuerpos de agua de Bahia
Blancay la region. Se recolectaron muestras de agua del Embalse Paso de las Piedras y sus afluentes naturales.
En cada sitio se registré temperatura, pH, conductividad eléctrica y turbidez del agua. Se realiz6 un filtrado y
analisis microscopico directo de los pellets, y coloracién de Kinyoun para la identificacion de Cryptosporidium
spp. Se hallaron huevos y larvas compatibles morfolégicamente con miembros de la familia Ancylostomatidae.
En todas las muestras estudiadas se aislaron AVL morfolégicamente compatibles con el género Acanthamoeba.
El 100 % de los aislamientos fue confirmado por tipificacion molecular como perteneciente a dicho género. La
presencia de estos potenciales patégenos en las muestras obtenidas indica que es necesario implementar un
sistema de vigilancia sobre los cursos de agua que abastecen a la ciudad.
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ABSTRACT: The global shortage of fresh water resources has recently led to the reuse of purified water and
alternative sources for consumption, irrigation and recreation. In this sense, the World Health Organization
recommends attaining minimum water quality levels to ensure both the public and environmental health.
The direct consumption and recreational use of water bodies polluted with either human and/or animal
feces represent an evident risk. Giardia lamblia, Cryptosporidium spp., Entamoeba spp. and other free-living
amoebas (FLA) are etiological agents associated with waterborne diseases. The objective of this work was to
search and to identify parasites of public health concern in water bodies from the Bahia Blanca city and its
watershed. Water samples from Embalse Paso de las Piedras and its natural tributaries were collected. Water
temperature, electrical conductivity, and turbidity were recorded at each sampling site. Samples were filtered
and analyzed microscopically, and the Kinyoun staining was used for the Cryptosporidium spp. identification.
Eggs and larvae morphologically compatible with members of the family Ancylostomatidae were found. The
FLA morphologically compatible with Acanthamoeba spp. were isolated in all studied samples. All isolates were
confirmed as Acanthamoeba spp. by molecular typification. The presence of these potential pathogens in the
analyzed samples underline the importance of maintaining a surveillance system in the city’s natural water
supplies.
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INTRODUCCION

El mantenimiento de la buena calidad del agua
proporciona beneficios para la salud, por lo que
resulta fundamental maximizar los esfuerzos para el
emprendimiento de acciones que logren la inocuidad
efectiva del agua de consumo (WHO, 2017). Un
riesgo importante para la salud es la ingesta de
agua contaminada con materia fecal humana o de
animales (Baldursson y Karanis, 2011) ya que los
excrementos pueden ser fuente de parasitos, tanto
protozoarios como helmintos. El agua de consumo no
debe contener quistes, ooquistes, trofozoitos, huevos
ni larvas de parasitos.

Protozoarios como Giardia lamblia, Cryptosporidium
spp. y Entamoeba spp. pueden ser agentes etiologi-
cos de enfermedades transmitidas por el agua (WHO,
2017). Las amebas de vida libre (AVL) son protistas de
amplia distribucion en la naturaleza que tienen a los
cuerpos de agua como nichos ecolégicos normales.
La presencia de cantidades relativamente altas de
nutrientes y carbono organico biodegradable, junto
con temperaturas céalidas y altas cargas bacterianas
favorecen la proliferacion de AVL (WHO, 2017). Por
otro lado, la presencia de amebas en cuerpos de agua
es un bioindicador del recurso hidrico, debido a la
capacidad de las amebas de albergar en su interior
endosimbiontes (bacterias, protozoarios y virus) que
pueden permanecer, resistir y diseminarse en los
ambientes, representando un riesgo sanitario y am-
biental (Mella et al., 2016).

El objetivo de nuestro trabajo fue buscar e identificar
formas parasitarias de importancia en salud humana
en cursos y cuerpos de agua de Bahia Blanca, Punta
Alta y zonas aledanas.

MATERIALES Y METODOS

Desde agosto de 2018 hasta junio de 2019 se
recolectaron 13 muestras de agua obtenidas del
Embalse Paso de las Piedras y de sus afluentes: el
Rio Sauce Grande y el Arroyo El Divisorio, y de fuentes
de agua superficial consideradas alternativas para
el consumo, representadas por los arroyos Sauce
Chico y Naposta. En estos Gltimos arroyos se tomaron
muestras en dos lugares distintos del curso de agua
distantes entre si, 3,3 km en Sauce Chicoy 12,8 km
en el curso del arroyo Naposta.

En cada sitio se registraron datos de temperatura,
pH, conductividad eléctrica y turbidez del cuerpo de
agua. Se obtuvieron satelitalmente los datos climati-
cos de cada area. Para la investigacion de helmintos y
protozoarios se filtré en cada sitio un volumen de 450
litros usando cartuchos filtrantes de polipropileno de
1 um de poro nominal. Se utilizd6 una bomba portatil
marca Flojet serie 4000, con caudal de 19 litros por
minuto, con una fuente de alimentacion de 12 voltios

16 y un caudalimetro marca Zenner.
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En el laboratorio, los filtros fueron procesados de
acuerdo a latécnica descripta por Madore et al. (1987).
Se lavaron los filtros en forma reversa, empleando
2,7 litros de una solucion Tween 80 al 0,1% (v/v) y
luego se desmenuzaron sobre la misma solucion de
Tween 80. Posteriormente se centrifugaron hasta
volumen cero a 1200 g durante 10 minutos. Los
pellets resultantes fueron colocados en un mismo
frasco y lavados nuevamente por duplicado. Esta
Gltima muestra fue fraccionada en dos partes. Una
porcién fue almacenada en heladera como reserva
para procedimientos de identificacion aplicando
ensayos inmunocromatograficos y de microscopia de
inmunofluorescencia. La otra porcion fue colocada en
una solucién de formol 5% (v/v) para la blsqueda e
identificacion al microscopio 6ptico (MO) de formas
parasitarias: huevos, larvas, quistes y/o trofozoitos.
Los pellets fueron observados al MO a 100, 400 y
1000 aumentos.

A todos los pellets se les aplico la coloracion de
Kinyoun (Isenberg, 1992) para la determinaciéon de
Cryptosporidium spp. y otros coccidios de interés
sanitario.

Para investigar la presencia de AVL, las muestras
de agua se recolectaron en frascos estériles de vidrio
de 470 ml, utilizando la técnica de inmersion, a 20
cm de profundidad. Posteriormente, las mismas se
dejaron sedimentar en el laboratorio durante 24 horas
descartando la parte superior, y conservando para su
analisis 40 ml de cada muestra. De este volumen,
y post-centrifugacion durante 10 minutos a 1200 g,
se obtuvieron sedimentos con los que se realizaron
cultivos y observaciones directas al MO con 100 y
400 aumentos. Se sembraron 100 ul de muestra
de agua en agar no nutritivo (ANN) por duplicado, se
adicionaron 500 pl de una suspension de Escherichia
coli (cepa ATCC) en solucién de Page y se incubaron
a dos temperaturas, 37 °Cy 42 °C, para investigar la
presencia de especies termofilas.

Para comprobar el desarrollo de las AVL se realizaron
observaciones microscopicas a partir de las 24
horas, identificandolas en base a sus caracteristicas
morfologicas (Page, 1988). Las placas con ausencia
de crecimiento fueron consideradas negativas lue-
go de 15 dias de incubacion. Con el objetivo de
investigar la presencia del género Naegleria, se
realiz6 la prueba de transformacion amebo-flagelar
(TAF). EI ADN gendmico se extrajo con el kit comercial
Quick- gDNATM MiniPrep de ZYMO RESEARCH. Para
la amplificacion y tipificacion por PCR se aplicaron los
protocolos descriptos por Schroeder (2001) y Regoudis
y Pélandakis (2015).

Los cultivos tipificados fueron conservados para su
posterior investigacion de endosimbiontes.
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RESULTADOS

Figura 1. a) Larva rabditoide y b) Huevo, compatibles con la familia Ancylostomatidae al MO a 400 aumentos.

DISCUSION

En la observacion directa al MO de los pellets de las
muestras filtradas correspondientes al cauce del rio
Sauce Chico se hallaron larvas rabditoides (Nemato-
da) y huevos con caracteristicas morfolégicas compa-
tibles con la familia Ancylostomatidae (Nematoda)
(Adrian et al., 2002) (Fig.1).

Las tinciones de Kinyoun en los frotis de pellets
de agua para la busqueda de Cryptosporidium spp.
y otros coccidios arrojaron resultados negativos para
todas las muestras.

Los aislamientos parasitarios se correspondieron
con temperatura media del agua de 17,2 °C, con un
minimo de 9 °Cy un maximo de 25 °C, con valores de
pH que oscilaron entre 7,5 y 8,9 upH, con una media
geométrica de 7,1 upH, los registros de conductividad
oscilaron entre 418 y 1530 uS/cm con media de 917
uS/cm, y temperatura ambiente entre 8 °Cy 26 °C.

En cuanto a la investigacion de AVL, todas las
muestras cultivadas resultaron positivas. Se obser-
varon trofozoitos y quistes ornamentados y lisos,
de pequeno tamano (< 15 um) morfolégicamente
compatibles con Acanthamoeba spp. (Fig. 2). EI 100
% de los aislamientos fue confirmado por tipificacion
molecular con el género Acanthamoeba.

La presencia de huevos, larvas de helmintos vy
amebas en las muestras de agua analizadas en este
estudio indican que es necesario implementar un
sistema de vigilancia sobre los cursos de agua que
abastecen la ciudad. Estos resultados concuerdan
con los reportados localmente en estudios previos
realizados por el gobierno municipal de Bahia Blanca
(Municipalidad de Bahia Blanca, 2014). Asimismo,
trabajos publicados en diferentes regiones por otros
autores revelan la presencia de agentes parasitarios
en aguas superficiales empleadas para consumo
(Gertiser, 2015; Juarez y Sandoval, 2021).

Entre los patégenos parasitarios, Cryptosporidium
spp., Giardia lamblia y Entamoeba histolytica son tres
de las principales causas de enfermedades diarreicas
producidas por protozoos y los que con mayor
frecuencia son causantes de brotes de enfermedades
transmitidas a través del agua (Baldursson y Karanis,
2011). El control de la transmision de parasitos
por el agua plantea retos importantes ya que los
quistes, ooquistes y/o0 huevos de parasitos son
extremadamente resistentes a los procesos utilizados
para la desinfeccion del agua, y en algunos casos su
pequeno tamano hace dificil eliminarlos mediante los

Figura 2. a) Trofozoitos y b) Quistes, compatibles con el género Acanthamoeba al MO a 1000 aumentos.
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procesos de filtracidbn. En muestreos futuros, se prevé
aumentar la sensibilidad en la deteccién de quistes de
G. lamblia, Entamoeba spp. y Cryptosporidium spp., a
partir de analizar las muestras por Inmunocromatografia
con CerTest Crypto + Giardia + Entamoeba combo card
test® de CerTest Biotec.

Los resultados concuerdan con la gran distribucion
que presentan las AVL en la naturaleza y su capacidad
para habitar diversos cursos de agua con diferentes
condiciones fisicoquimicas. Estudios recientes acerca
de la calidad bacteriolégica en el arroyo Naposta
arrojaron recuentos medios de E. coli superiores a
7700 UFC/ 100 ml con alto contenido de materia
organicadisuelta pordescargas cloacales discontinuas
(Streitenberger y Baldini, 2016), condiciones que
favorecen la proliferacion de AVL en el curso de agua.
En este contexto las AVL actuando como carriers
0 vectores de microorganismos cumplirian un rol
fundamental en la permanencia y diseminacion de
patoégenos.

Teniendo en cuenta que los recursos hidricos
estudiados son fuentes alternativas de abasteci-
miento para la comunidad, y ante estudios previos
que senalan la elevada resistencia de las AVL a
los tratamientos convencionales de potabilizacion
(Gertiser, 2015), consideramos que una futura in-
vestigacion de endosimbiontes en los aislamientos de
AVL aportara datos valiosos acerca de la distribucion y
el riesgo potencial de estos protistas en las fuentes de
agua de nuestra region.

La profundizacion en el conocimientoy sociabilizacion
de esta econosis y otras formas parasitarias son he-
rramientas fundamentales para emprender acciones
de prevencion ante el riesgo sanitario.
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