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RESUMEN

Introduccidon: Las amebas de vida libre (AVL) han sido asociadas con infecciones
oportunistas, en la actualidad existe el riesgo de infeccibn amebiana en fuentes de
agua. El objetivo de esta investigacion fue determinar la presencia de amebas de
vida libre en fuentes de agua termales del pueblo de Churin. Con la finalidad de
establecer si estas pozas se encuentran contaminadas y asi brindar datos
estadisticos de la situacion real de las pozas. Material y Métodos: Se realizé un
estudio descriptico, prospectivo, transversal. Se recolectaron muestras de agua de
pozas en Churin. Las 60 muestras fueron estudiadas mediante examen directo en
fresco y cultivo a 37° C en agar MYAST con E.coli inactivada. Resultados: Del
total de muestras analizadas 14 (23,3%) fueron positivas para AVL. De las
muestras positivas 13 (92,85%) fueron encontrados en forma de quiste
compatibles al género Naegleria. La mayor proporcion de positividad se encontré
en pozas con temperatura de 27° C. En cultivo en medio MYAST a 37° C se
identificaron a 4 positivos para AVL. Conclusion: Se demostrd la presencia de
amebas en las pozas con agua termal en Churin, lo cual demuestra que ellas
contienen el habitat necesario para su desarrollo y proliferacion. La existencia de
Naegleria spp. alerta a los visitantes en estos centros de esparcimiento debido a

gue pueden infectarse con este protozoo.

Palabras claves: Amebas de vida libre, Temperaturas, Agua termal, Pozas.



SUMMARY

Introduction: Free-living amoebae (AVL) have been associated with opportunistic
infections; at present there is a risk of amoebic infection in water sources. The
objective of this research was to determine the presence of free-living amoebae in
thermal water sources in the city of Churin. In order to establish whether the wells
are contaminated and provide statistical data on the actual situation of the wells.
Material and Methods: A descriptive, prospective, cross-sectional study. Water
samples were collected wells in Churin. The 60 samples were studied by direct
examination of fresh and culture at 37 ° C in MYAST agar with E. coli inactivated.
Results: Of the total samples analyzed 14 (23,3%) They were positive for AVL. Of
the positive samples 13 (92,85%) They were found in cyst form compatible to the
genus Naegleria. The higher proportion of positivity was found in wells with
temperature of 27 ° C. MYAST in medium culture at 37 ° C were identified 4
positive for AVL. Conclusions: The presence of amoebae was demonstrated in
the wells with thermal water in Churin. Which that they contain the necessary
habitat for their development and proliferation. The existence of Naegleria spp.
alert visitors in these recreation centers because they can be infected with this

protozoon.

Keywords: Free-living amoebae, temperatures, thermal water, wells.



CAPITULO I: EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema
Por mucho tiempo las amebas de vida lida libre (AVL) eran
consideradas como protozoarios sin importancia clinica, hasta que en
el afo 1965 se reportd6 en Australia el primer caso de
meningoencefalitis amebiana primaria (MEAP), que afecta al
hombre.! Son tres los géneros que destacan segin su importancia:
Naegleria, Acanthamoeba y Balamuthia, de este grupo de amebas
Naegleria desarrolla 3 estadios: trofozoito; etapa utilizada por este
protozoario para alimentarse y reproducirse, quiste; etapa que la

protege del medio hostil y la fase flagelar que es temporal.?

Acanthamoeba spp., y Balamuthia mandrillaris pueden causar
infecciones granulomatosas diseminadas que involucran a la piel,
pulmones y senos nasales; sin embargo, Naegleria fowleri es
considerada la especie mas virulenta, debido a la trasmision de

trofozoitos por aspiracion nasal (instilacién) de aguas contaminadas.’

Existen factores que propician la infeccion en el hospedero, como la
temperatura corporal, la respuesta inmune a nivel de mucosas y la
presencia de alguna deficiencia inmunolégica, en la ameba la dosis
infectiva y su virulencia;> '° y el medio: pozas, piscinas y aguas

termales constituyen en conjunto un ambiente propicio de infeccion.
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En el Peru existen centros de esparcimiento con aguas naturales
temperadas (bafios del inca, bafios medicinales de Churin, etc.) que
podrian albergar este tipo de protozoario, sin embargo no existen

estudios realizados en este tipo de ambientes.

Las pozas de los bafios termales de Churin, reciben diariamente en
sus instalaciones visitantes de todas las edades provenientes de
distintos lugares del Pert, con el proposito del alivio de sus
padecimientos debido a las propiedades medicinales que presentan

Sus aguas.

Estas pozas se encuentran expuestas al medio ambiente y son de
facil acceso a las personas, y debido a las caracteristicas de sus
aguas, nos planteamos la interrogante de si se encontraran amebas

de vida libre en las pozas de los bafios termales de Churin.

1.2. Formulacién del problema
¢ Se encontraran amebas de vida libre en las pozas de los bafios

termales de Churin?

1.3. Justificacion
De las AVL identificadas que provocan infecciones en humanos, se
han encontrado a: Naegleria (fowleri), Acanthamoeba (castellanii;
polyphaga; culbertsoni; rhysodes; hatchetti; palestinensis; griffini;
astronyxis; mauritaniensis; royreba; divionensis; healyi; terricola;

lenticulata; jacobsi), Balamuthia (mandrillaris) y Ultimamente Sappinia
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diploidea como causante de encefalitis amebiana y queratitis.* En el
Perl se presentaron alrededor de 50 casos con mas del 50 %
debidos a B. mandrillaris, con lesiones asociadas en la piel, sobre
todo a nivel de rostro y en menor proporcion se reportdé a Naegleria

fowleri causante de meningoencefalitis amebiana primaria.”

Si bien los casos reportados de MEAP a causa de Naegleria fowleri
son poco frecuentes cabe mencionar que el habitat donde se
desarrollan estos organismos (centros de recreacion e hidroterapia
natural), se mantiene latente en todas las temporadas del afio,
convirtiéndolos en una fuente de transmision constante en personas
sanas y grupos de riesgo (niflos, embarazadas y adultos mayores),
asi como individuos inmunocomprometidos (pacientes con VIH, con
historial de trasplantes, injertos etc.).? Por ello mediante la presente
tesis buscamos determinar la presencia de amebas de vida libre en
las pozas de los bafios termales de Churin con el fin de obtener
informacion necesaria para la vigilancia epidemiolégica de este

sector.
1.4. Objetivo

1.4.1. General
Determinar la presencia de amebas de vida libre en las pozas de

los bafnos termales de Churin.
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1.4.2. Especificos

» Determinar la presencia de amebas de vida libre mediante el
examen directo segun la temperatura de las aguas en las pozas
de los bafios termales de Churin.

» Determinar la presencia de amebas de vida libre mediante cultivo
segun la temperatura de las aguas en las pozas de los bafios
termales de Churin.

» Determinar la presencia de amebas de vida libre mediante
examen directo segun la zona de muestreo de las pozas de los
bafios termales de Churin.

» Determinar la presencia de amebas de vida libre mediante cultivo
segun la zona de muestreo de las pozas de los bafios termales de

Churin.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Las amebas de vida libre (AVL) por su capacidad de sobrevivir a
medios agrestes y también como endoparasitos han recibido la
denominacién de anfizoicas,® su habitat en temperaturas elevadas
favorecen su proliferacion (4° C hasta mas de 45° C), por lo que se les
encuentra con frecuencia en aguas termales naturales y en aguas

contaminadas térmicamente por descargas industriales.” *°

El diagnéstico de meningoencefalitis y queratitis por amebas de vida
libre suele confundirse con infecciones de meningitis bacteriana, por ello los
datos epidemiologicos de exposicion al agua de los pacientes infectados
pueden ser Utiles para orientar el diagnéstico. Usualmente la evolucion de
esta patologia es progresiva a mortal y el diagndstico se obtiene en muchas
ocasiones post mortem; sin embargo, en un estudio exhaustivo de la clinica
y el aislamiento e identificacién del protozoario en liquido cefalorraquideo
(LCR), raspado corneo y muestras ambientales del lugar o medio de
contagio pueden salvar la vida del paciente, por ello la vigilancia de las
aguas termales ubicadas en centros de esparcimiento es crucial para la

prevencion y control de estas infecciones.

Reyes L, y Col. 2016, Colombia, en su estudio “Amebas de vida
libre aisladas en aguas superficiales del municipio de Turbaco,

Bolivar-Colombia”.? Con el objetivo de evaluar la presencia de AVL en

Pagina 16 de 80



fuentes de agua natural. Recolectaron 54 muestras de agua no tratadas de
uso personal y recreacional para la poblacion, las muestras fueron tomadas
de los arroyos de Matute, Mameyal y Cucuman ubicados en el municipio de
Turbaco - Colombia, para realizar su estudio recolectaron 200 ml de agua
de la zona de fondo, superficie y del borde de los arroyos lo hicieron por
duplicado y en tres segmentos diferentes, los estudios la realizaron el
mismo dia de la recoleccion empleando el sedimento previa centrifugacion,
para posteriormente realizar la observacién microscoépica en fresco (directo)
en busca de géneros de AVL. Del total de muestras que se observaron, se
encontraron trofozoito y quiste de AVL, 44.4% fueron compatibles con el
género Naegleria spp., y 7.4% compatibles al género Acanthamoeba spp.,
la positividad de las muestras recolectadas segun zona de muestreo resulto
mayor en la zona de la superficie para Naegleria y en la zona del fondo para
Acanthamoeba, los arroyos de Mameyal y Cucuman presentaron mayor
proporcion de AVL. En este estudio se demostraron la presencia de AVL de
los géneros Naegleria y Acanthamoeba, las muestras positivas fueron
encontradas de la zona superficial y del fondo del arroyo, sabiendo que
estos lugares son utilizadas por persona como fuentes de bafio y las AVL
encontradas producen enfermedades de curso rapido y letal en el hombre,

es necesario realizar la vigilancia de este sector.

Zapata X, 2011, Colombia, en su trabajo “Determinacién de
Acanthamoeba spp. En piscinas Publicas del municipio de Chinchana

(caldas)”.’ Con el objetivo de asilar e identificar AVL del genero

Pagina 17 de 80



Acanthamoeba, recolectaron 54 muestras de agua de 6 piscinas en 3
momentos diferentes ubicadas en el municipio de chinchana (caldas),
obtuvieron 4 muestras para el estudio de la siguiente manera: zona
superficial, profunda, raspado y una para los andlisis de pH y temperatura,
el sembrado de la muestra la realizaron a partir del sedimento obtenido en
agar no nutritivo (ANN) al 2%, luego estas se incubaron a 37° C y se
observaron cada 24 horas durante 15 dias. En (36/54) muestras que se
estudiaron encontraron AVL con diferentes caracteristicas morfoldgicas,
(23/36) resultaron compatibles morfolégicamente con el género de
Acanthamoeba spp., el mayor nimero se aislaron de las muestras tomadas
de raspado de la pared de la piscina, la temperatura de las aguas fluctuaron
entre 21° C a 29° C y el pH vario entre 7 y 8. En todas las piscinas se
aislaron AVL, obteniéndose resultados esperados, incluso superando
hallazgos de otros estudios, el mayor porcentaje se hallé en las paredes de
las piscinas y la temperatura de las aguas resulto ser adecuado para el

desarrollo de estas AVL.

Castillo de Mena ME y Col. 2011, El Salvador, en su trabajo
“Amebas de vida libre en pozas, piscinas y lagos de el Salvador”.'!
Teniendo por objetivo la busqueda de AVL en aguas utilizadas por la
poblacion salvadorefia. Recolectaron 60 muestras de agua realizadas de
manera aleatoria en distintos lugares del territorio salvadorefio en donde se

encuentran los reservorios de agua como pozas, lagos, piscinas con aguas

clorada y no clorada, las muestras se obtuvieron de la zona profunda y
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superficial, el estudio se realizo el dia siguiente de la recoleccion, para ello
tomaron el sedimento y se estudié mediante examen directo y cultivo, para
el cultivo las muestras se incubaron a 37° C y 42° C, los cultivos positivos
fueron purificados y lavados con solucién de Pagés. En 3(10%) de las
muestras fueron positivos para AVL, dos se obtuvieron de la zona del fondo
en piscinas cloradas y uno de la zona de fondo en aguas de piscinas
naturales no cloradas. Se demostrd la presencia de AVL en estadio de
trofozoito, el tratamiento con cloro no asegura la inexistencia de estos
protozoos de vida libre en las aguas de estas piscinas, de manera que es
un peligro latente para la poblacion salvadorefia que acude a estos centros

de recreacion.

Gertiser ML y Col. 2010, Buenos Aires — Argentina, en su trabajo
“Acanthamoeba spp. En piscinas cubiertas de la ciudad de Bahia
Blanca, provincia de Buenos Aires, Argentina”.'? Teniendo como
objetivo el aislamiento, identificacion y caracterizacibn de protozoos del
género Acanthamoeba; Recolectaron un total de 84 muestras de agua de 7
piscinas durante las cuatro estaciones del afio, se tomaron 4 muestras en
frascos estériles de 470 ml en las zonas del fondo, superficie y raspado mas
uno para el bacteriolégico (pH y concentracion de cloro) ademas realizaron
la medicion de temperatura ambiental y del agua, los estudios se realizaron
el dia siguiente de la recoleccién previo reposo del agua de 24 horas, para
ello decantaron el sobrenadante y centrifugaron la muestra con el fin de

obtener el sedimento, la observacion se realizaron por microscopia directa,
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para los cultivos se inocularon las muestras en agar no nutritivo (ANN) al
2% y se incubaron a 37° C y 42° C por 15 dias con el finalidad de aislar
cepas termotolerantes, también determinaron la calidad bacteriologica del
agua. En (5/7) muestras obtenidas de piscinas se aislaron AVL
principalmente en placas incubadas a 37° C, En 22(26%) de estos medios
de cultivo fueron positivas para Acanthamoeba, sin embargo en el examen
directo todas resultaron negativas, en 6(27%) de los cultivos fueron
obtenidas en muestreo de la zona del fondo, 8(36.5%) de la superficie y
8(36.5%) mediante raspado de la pared de la piscina. La estacion de mayor
porcentaje de muestras positivas correspondié a las que fueron tomadas en
la estacion de invierno y primavera. La temperatura del agua en las piscinas
fue encontrada entre 25° C y 40° C y del ph entre 6 a 8.2. En este estudio
demostraron la presencia de AVL correspondiente al género
Acanthamoeba, todas mediante cultivo y en placas incubadas a
temperatura de 37° C, la temperatura del agua y la incubacion del medio de

crecimiento resultaron favorables para el crecimiento de estas AVL.

Jiménez LF y Col. 2009, la sonora - México, en su estudio
“Aislamiento de amebas de vida libre en aguas superficiales del Valle
de Mayo, Sonora”."®* Con el objetivo de aislar e identificar géneros de AVL
y busqueda intencionada de Naegleria fowleri, recolectaron muestras de
agua en 10 puntos diferentes, a estas muestras se le realizaron la medicion
de temperatura, pH y salinidad, para el aislamiento de las muestras

emplearon agar no nutritivo (NNE) y se sometieron a incubacion de 20° C,
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37° Cy45° C por 1 a 2 dias, las muestras sospechas con amebas en forma
de trofozoitos se le realizaron prueba de transformacion flagelar, a todos los
aislados a 45° C se le practicaron técnica de PCR para la busqueda
intencionada de Naegleria fowleri. Aislaron 91 cepas en total para el
estudio, las cepas asiladas a 45° C demostraron ser termotolerantes, las
cepas aisladas a 37° C no todas crecieron a 45° C, las cepas que fueron
incubadas a 20°C no toleraron crecer a 45° C, en el examen directo para
la identificacibn morfolégica en la muestras aisladas a 45°C encontraron
especie de Naegleria, en las de 37° C destaca la presencia de
Acanthamoeba, los resultados mostrados mediante la técnica de PCR
descarto la presencia de AVL pertenecientes a la especie de N. fowleri. Se
demostraron la presencia de AVL termofilicas, demostrandose el
aislamiento hasta 45° C de temperatura de incubacién, no todas las cepas
toleraron el cambio de aumento de temperatura de incubacion, la prueba de

PCR descarto la presencia de Naegleria fowleri.

Naquira C y Col. 2009, Lima - Peru, en su estudio “Amebas de vida
libre en aguas superficiales de la ciudad de Lima”.* Teniendo como
objetivo del entrenamiento en las técnicas de basqueda e identificacion de
AVL. Recolectaron muestras de aguas superficiales de los rios surco,
chillon y en las lagunas de los pantanos de villa, en la recoleccion de las
muestras tomaron coordenadas de latitud, longitud, temperatura y PH,
obtuvieron el sedimento y cada muestra recolectada y se sembraron en dos

medios de cultivo: medio PPYG (21° C) y medio MYAST a (37° C),
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emplearon 3 lecturas para la busqueda de AVL. La media de temperatura y
pH fueron de 34° C y pH 7. Llegaron a identificar una AVL en estadio de
trofozoito perteneciente al género Naegleria, cultivado en medio MYAST e
incubado a 37° C, la muestra pertenecié a la recolectada en los pantanos
de villa, en el resto de muestras solo encontraron parasitos intestinales de
interés en salud publica. Demostraron la presencia de una ameba de vida
libre cultivada en un medio a 37° C proveniente de agua estancada,
ademas se evidencio la existencia de otros importantes microorganismos

gue afectan la salud en el hombre.

Garaycochea MC y Col. 2008, Lima - Pertd, en su estudio
“Patogenicidad de las amebas de vida libre aisladas de fuentes de
agua en Lima”." Teniendo como objetivo determinar la presencia AVL y
evaluar la capacidad patogénica en ratones. Para este estudio recolectaron
83 muestras de agua procedente de rios, lagos, piscinas y pozos de la
provincia de Huarochiri, Yauyos, Oyon, Huaura y Lima del departamento de
Lima; para el aislamiento de las AVL emplearon agar no nutritivo al 2% e
incubado a 37° C, para la busqueda de AVL observaron las placas cada 4
dias macro y microscépicamente, ademas se realizaron coloraciones para
la observacion de quiste y trofozoito, también determinaron la patogenicidad
empleando suspensiones amebianas e inoculacion via intranasal a los
ratones Balb-c. Del total de muestras estudiadas en (40/83) encontraron
AVL mediante observacion directa y cultivos, en solo una piscina

encontraron este protozoo, el resto se hallaron en pozas y lagos de la
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provincias de Huarochiri y Yauyos, en los cultivos se aislaron 26 cepas de
amebas pertenecientes a siete géneros: Hartmannella, Acanthamoeba,
Mayorella, Naegleria, Vahlkampfia, Vannella y Saccamoeba, con
predominancia de Acanthamoeba; en los estudios de patogenicidad
encontraron amebas en cerebro, higado y corazdbn en ratones
inmunosuprimidos. En este estudio demostraron la presencia y
patogenicidad de amebas de vida libre mediante inoculacién en ratones, las
muestras presentaron tendencia de positividad a Acanthamoeba, aunque
también encontraron amebas de género Naegleria demostrandose el riesgo

latente para la poblacion.

Avila 1 y Col. 2006, Maracay - Venezuela, en su estudio “Amebas de
vida libre potencialmente patdégenas en las aguas del parque las
cocuizas, Maracay, Venezuela”.” Con el objetivo de determinar la
presencia de AVL y la calidad microbiolégica del agua en el parque las
cocuizas. Para este estudio recolectaron 30 muestras de aguas de 500 ml
captadas en diferentes lugares de los cauces que atraviesan el parque las
cocuizas, obtuvieron 6 muestreos durante 5 semanas en 9 sitios, para
realizar el estudio las muestras fueron centrifugadas a 60 g durante 1 a 3
minutos, la busqueda de AVL se realizaron con los sedimentos obtenidos
mediante examen en fresco (directo), frotis para las coloraciones de
hematoxilina férrica y giemsa modificada; los andlisis bacterioldégicos de
coliformes totales y fecales se realizaron e identificaron mediante pruebas

bioquimicas . En (15/30) muestras estudiadas se encontraron parasitos,
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(8/15) resultaron compatibles con AVL del genero Naegleria spp. en
estadios de trofozoito y quiste, en los restantes encontraron parasitos
provenientes del tracto gastrointestinal humano y animal, las AVL
compatibles con el género Naegleria se encontraron en fuentes de agua
tibia (24-29° C) y fria (19-23° C), se encontraron ademas bacterias E.coli.
Demostraron la presencia de AVL, Los resultados muestran el riesgo latente
y potencial de estas aguas, la alta contaminacién por microorganismos
E.coli favorece la proliferacion de estas AVL, el uso de estas aguas
constituye un potencial riesgo de infeccion para los usuarios del parque las

cocuizas.

2.2. Base teérica

2.2.1. Antecedentes histéricos

Las infecciones producidas por amebas de vida libre han sido
descritas desde 1890 en diferentes lugares del mundo.*® A mediados
del siglo XX, fueron denominadas "amebas del suelo”, conocidos
CcOmo protozoos no patdgenos, ubicuos en suelos y agua, ademas de
ser usados como modelos celulares por bidlogos. En 1958,
Culbertson demostro el potencial patbgeno de Acanthamoeba spp., Yy
en el aflo 1965 Fowler y Carter reportaron el primer caso de
meningoencefalitis amebiana primaria (MEAP) causado por
Naegleria fowleri en Australia; también, en Checoslovaquia se
identifico, en un estudio retrospectivo, un brote de 16 casos de MEAP

en un grupo de jovenes pertenecientes a un equipo de natacion, esta
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infeccion fue adquirida en una alberca calentada artificialmente (1962
- 1965). Desde entonces y hasta 1997 se habian reportado 81 casos
s6lo en Estados Unidos y para 2002 un total aproximado de 200

casos de MAP en el mundo.*®

De las AVL, Naegleria fowleri es potencialmente patdgeno para el
hombre y las especies de Acanthamoeba y Balamuthia mandrillaris,
son denominadas organismos emergentes, causantes de
enfermedades en la piel y al SNC. Presentan formas de trofozoito y

quiste, y ambas suelen ser infectantes.?

En el Pert 2006 en un estudio realizado por Carlos Galarza y Col,
presentan un reporte de 4 casos producidos por AVL en lesiones
cutdneas, donde describen que son pacientes adultos con
diagnostico en 3 de ellos de VIH y uno inmunocompetente
provenientes de la ciudad de Lima, Madre de Dios y Arequipa. Estos
presentaban lesiones ulcerativas a nivel de miembros inferiores y
dorso toracico, se le practicaron biopsias de las lesiones ulcerativas
en la zona de lesion encontrandose amebas de vida libre del genero
Acanthamoeba spp. Dos de los casos fallecieron a los dias de

hospitalizados.’

En Venezuela 2006 se reportaron 2 casos de MAP en un nifio y en
un adulto con antecedentes de haber ingresado en un estanque,

ambos presentaron sintomatologia tipica por amebiasis, en el primer
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caso fallecio a las 72 horas, en el estudio post mortem se
encontraron trofozoitos de Naegleria fowleri en la corteza cerebral ;
El segundo caso falleci6 a las 40 horas de ingreso al hospital,
también se le realizaron estudio histolégicos donde se observo
trofozoito de Naegleria en las meninges y en los espacios
perivasculares, mas adelante, la identificacion se corroboro mediante

el estudio de inmunofluorescencia indirecta.'®

En el aflo 2013 en Colombia se reporta un caso en el servicio de
pediatria del hospital Pablo Tob6n Uribe, en un paciente de 14 afios
con antecedente de inmersion en agua estancada, se le realiz6 una
puncion lumbar para estudiar el liquido cefalorraquideo y determinar
la causa de meningitis, ademas, de realizarle cultivo de LCR, en este

estudio se aisl6 a Naegleria fowleri.*®

En Peru el afio 2014 se reporta un caso de encefalitis granulomatosa
en un paciente varén de 13 afios procedente de la selva alta, mas
adelante fue derivado al hospital del Callao donde fallece a los pocos
dias tras una segunda intervencion quirdrgica, en la biopsia post
mortem de tejido cerebral se observo la presencia de quistes y

trofozoito de Acanthamoeba spp.?°

En el afio 2015 en Perd en un estudio retrospectivo realizado por
Orrego-Puelles en el Hospital Nacional de Enfermedades

Neoplasicas (INEN) durante los afios 1994 - 2000, se realizo el
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reporte de 6 casos de encefalitis amebiana en pacientes varones
provenientes de la costa del Perq, los pacientes afectados fallecieron
dentro de los 15 dias. En los estudios anatomopatolégicos se

demostré la presencia de Acanthamoeba y Balamuthia mandrilaris.?*
2.2.2. Naegleria fowleri

Las amebas se encuentran dentro del reino Protozoa y las que
infectan a humanos pertenecen al reino de los Percolozoa y
Rhizopoda. El Phylum incluye la clase: Heterolobosea; Orden:
Schyzopyrenida Familia: Vahlkampfidae Género: Naegleria vy

Especie: fowleri.

Naegleria es un protozoo de vida libre presente en todo el mundo, se
ha demostrado su peligrosidad al hombre comportdndose como

22,23

parasitos oportunistas, por ello reciben el nombre de anfizoicas

ya que pueden existir como organismos de vida libre y parasito.®

En 1965 Fowler y Carter reportaron el primer caso de
meningoencefalitis amebiana primaria (MEAP) en Australia, causada

por amebas del género Naegleria.*® ?*

Este género consta con mas de 40 especies y Naegleria fowleri es la
Gnica que infecta a los humanos, Es considerado como un
ameboflagelado porque desarrolla un estadio flagelar transitorio,

ademas de las etapas ameboideay quiste.
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2.2.2.1. Estadios
Estado vegetativo - trofozoito

El trofozoito mide aproximadamente de 15 - 25 ym, presenta forma
alargada, ectoplasma claro y endoplasma de granulacién fina en el
gue se aprecian vacuolas digestivas, contractil, mitocondrias, tiene
un nucleo central con halo claro y un nucléolo esférico denso y
prominente que refringe a la observacion microscopica. Ademas
emiten pseuddpodos anteriores de movimiento rapido y de
extremo romo llamados (lobépodos). Su alimentacion es a base de

bacterias y se reproducen por pro-mitosis.?

Los trofozoitos Naegleria son termofilicos y pueden desarrollarse y
multiplicase por division binaria a temperaturas de 40° C a 45° C

en el medio ambiente y en cultivos celulares de laboratorio.?®
Etapa flagelar

La forma flagelada mide 8 a 12 um de diametro y se observa en el
medio ambiente, su forma es usualmente piriforme, con un solo
ndcleo y un gran nucléolo, ademas no se le atribuye un citostoma
lo que impide su alimentacion, presenta 2 flagelos, pero puede
tener 10 0 mas flagelos;?” En el laboratorio se puede someterse a
la transformacion de la fase flagelar a trofozoito mediante lavados

sucesivos en agua destilada, solucién salina o medio Page.?
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Etapa Quiste

Es uninucleado, mide aproximadamente de 8 a 12 um, y es de
forma esférica provisto de 2 paredes: una de pared interna gruesa
y la otra externa de consistencia lisa y delgada, la zona extremo
es operculado (poros con tapones mucosos), con granulaciones
escasas. Este estadio se genera cuando se presentan condiciones

adversas o cuando el suministro alimenticio escasea.® 28

2.2.2.2. Patologia

Meningoencefalitis amebiana primaria

La meningoencefalitis amebiana primaria (MEAP) es una
enfermedad de curso mortal y tiene por agente causal a Naegleria
fowleri una ameba de vida libre que puede adaptarse a
condiciones termo tolerantes, encontrandose en muchas
ocasiones en el agua, suelo, etc. Aparece principalmente en las
temporadas de verano, esta enfermedad presenta un cuadro de
proceso agudo y fulminante afectando a personas sanas, el
periodo de incubacion varia entre los 3 a 7 dias después del
contacto con aguas contaminadas de piscinas, estanques o rios, e

inclusive en piscinas temperadas.

El trofozoito (forma infectante) ingresa a la cavidad nasal
penetrando el neuroepitelio  olfatorio  originando una
meningoencefalitis necrosante y purulenta semejante a una
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meningitis bacteriana aguda, provocando dafio a nivel de la base
del cerebro, tronco cerebral y cerebelo; en estudios con cortes
histologicos solo se han observado trofozoitos principalmente

perivascular.® %
2.2.2.3. Epidemiologia

La MEAP causada por Naegleria fowleri es una patologia que
ocurre en todo el mundo y tiene mucha importancia en salud
publica por el alto nimero de individuos al que parasita.*" ** Un
considerable nimero de casos de MEAP se reportaron en EEUU.
200 aproximadamente, 176 en los estados de Virginia, Florida y
California con un considerable niumero de infecciones ocurridas
durante los meses de verano.®"*® Son 200 casos presentados en
la literatura en todo el mundo hasta 1990; pero ahora el nUmero es
probablemente cercano a los 250, aunque algunos de ellos aun no

han sido publicados.*°

En su mayoria las infecciones que afectan al hombre son
adquiridas luego de bafios en agua contaminada provenientes de
aguas termales naturales, aguas de piscinas temperadas, 0 aguas
estancadas que incrementan su temperatura durante los meses de
verano. Por esta razén se ha asumido que los trofozoitos del agua

son los responsables de las infecciones humanas.®
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2.2.2.4 Patogenia

Naegleria fowleri al ingresar al sistema nervioso central genera
una enfermedad llamada meningoencefalitis amebiana primaria

(MEAP) de curso rapido y fulminante.>*

Naegleria penetra la mucosa olfatoria, transita por los nervios
olfatorios a través de la placa cribosa y se aloja en los bulbos
olfatorios.?® ** Una vez ubicado en el parénquima cerebral se
prolifera generando una reaccion inflamatoria agresiva para luego
producir en el huésped secrecibn mucosa como respuesta
primaria a la invasién. Los trofozoitos luego de ingresar al
neuroepitelio olfatorio, penetran la placa cribiforme del hueso
etmoides y llegan al espacio Subaracnoideo; en donde se
multiplican y proliferan por accion de la proteina formadoras de

poro; produciendo necrosis hemorragica y edema.*

En el estudio de post mortem del cerebro se observa compromiso
de materia gris con meningoencefalitis aguda, o encefalitis
necrotizante hemorragica. Ademas de observarse la presencia los

trofozoitos en el espacio perivascular.

Al examen macroscépico se evidencia presencia de edema
cerebral marcado, hipertensién endocraneana, congestion severa
y compromiso de las meninges en los l6bulos temporal, frontal e

hipotalamo. Naegleria fowleri tienen un efecto citopatogénico in
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vitro sobre células del SNC generando desmielinizacion por accion
de un efecto fosfolipolitico que actla directamente sobre la

mielina.®
2.2.2.5. Cuadro clinico

La Meningoencefalitis amebiana primaria ocurre principalmente en
individuos sanos, nifios o adultos jovenes con contacto previo de
lagos o piscinas.®*® El periodo de incubacién dura 3 a 7 dias,
aungue en algunos casos es mayor a dos semanas. Los sintomas
comienzan intempestivamente, con fiebre leve y malestar general,
algunas veces acompafiados de rinitis y odinofagia; estos
sintomas progresan rapidamente, con acentuada cefalea y fiebre,
seguido por vomitos, rigidez de nuca y signos de irritacion
meningea. Hacia el final del tercer dia de evolucion, el paciente
presenta una marcada desorientacion. Pueden presentarse
algunos sintomas leves de compromiso respiratorio superior. Al
ingreso al hospital, el diagnéstico es generalmente de meningitis
piégena; en el hospital, el cuadro clinico es de continuo deterioro,
con somnolencia, y algunas veces con convulsiones. La puncién
lumbar muestra un fluido turbio con presién elevada. Otros
sintomas y signos neuroldgicos estan ausentes. El paciente fallece
de insuficiencia respiratoria en menos de 10 dias de iniciados los

sintomas.®” Unos pocos pacientes han sido aparentemente

Pagina 32 de 80



tratados en forma exitosa, pero la identificacion del parasito en

algunos de estos casos ha sido cuestionada.®
2.2.2.6. Diagnoéstico

Aun no se establecido criterios para el diagnéstico de MEAP por
Naegleria fowleri; sin embargo, las pruebas de laboratorio son
herramientas indispensables que podrian ayudarnos a determinar

el diagnéstico de esta patologia.

En las muestras sanguineas se observa un incremento de
leucocitos polimorfonucleares. Asi mismo el estudio bioquimico de
liguido cefalorraquideo (LCR) presenta una elevacion de
proteinas, células mononucleares, hematies; sin embargo, estas
caracteristicas pueden ser confundidas con meningitis bacteriana,
el uso de tomografias computarizadas muestran un proceso
meningeo con obliteracion de los espacios alrededor del cerebro

medio o s6lo edema difuso inespecifico.

Si el diagnostico es sospechado clinicamente, las amebas deben
ser investigadas en muestras frescas de LCR para ser fijadas y
tefiidas. La identificacion de las amebas en preparados frescos de
liguido cefalorraquideo es dificil, se requiere del conocimiento y
experiencia para observar las caracteristicas morfologicas. Si el
LCR es centrifugado y el sedimento resuspendido en agua, las

amebas son transformadas a un estado flagelado, caracteristica
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gue debe ser tenida en mente y explorada en el laboratorio en
todos los casos en que se sospeche un caso de infeccion por
Naegleria. El sedimento del LCR debe ser tefiido con giemsa,
hematoxilina y eosina, o una tincion tricromica. Los parasitos

teflidos son reconocidos con mayor facilidad que los no tefiidos.®

25

2.2.3. Acanthamoeba

Puschkarew en el afio 1913 aislé del polvo una ameba la cual
denomino Amoeba polyphagus, Iluego Page la denomina
Acanthamoeba polyphaga,® mas adelante Castellani reportd el
hallazgo de una ameba que contamino los cultivos con Cryptococcus

pararoseus en 1930.

En 1958 Culberson después de haber realizado la inoculaciéon en
animales de experimentaciobn con organismos contaminantes
provenientes de cultivos celulares destinados para la produccién de
la vacuna contra la polio, cree haber encontrado un nuevo virus que
origina la muerte por encefalitis, posteriormente establece que estas
amebas de vida libre podrian generar enfermedades similares en

humanos.*®
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2.2.3.1. Clasificacion

En principio fue clasificada en el género Hartmanella, Page en
1967 lo agrupa en el género de Acanthamoeba cuyo creador es

VOLKONSKY en 1931.
Eucariota: Amoebozoa
Stereomyxida: Acanthamoebidae

En la actualidad se han descrito 24 especies de Acanthamoeba en
base a parametros morfol6gicos, sin embargo estos principios son
poco fiables ya que los quistes pueden modificar su morfologia en

los medios de cultivo.®®
GRUPQOS

En 1997 Pussard y Pons dividié al género Acanthamoeba en tres
grupos de acuerdo a la diferenciacién de tamafio y caracteristicas
morfolégicas, y para efecto de la identificacion taxonOomica las

denomino de la siguiente manera.

I GRUPO: Se encuentran especies caracterizadas por grandes
quistes y trofozoito con endocisto en forma estrellada y ectocisto
que pueden ser lisos 0 rugosos. En este grupo se encuentran A.
tubiashi,*® y A. byersi,** con un diametro promedio del quiste = 18

um.
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I GRUPO: Este grupo presenta amebas aisladas con mayor
frecuencia, y contiene amebas con quistes <18. En donde el
ectocisto es rugoso, mientras que el endocisto puede ser

poligonal, triangular, ovalado o redondeado.

En esta clasificacion encontramos a: A. hatchetti,*® y A. micheli

42

sp.

[l GRUPO: En este grupo, el diametro promedio de los quistes es
< 18 y el ectocisto es delgado y ondulado mientras que el

endocisto es generalmente redondo.

En el grupo Il encontramos a; A. healyi,*° y A. jacobsi.*?
2.2.3.2. Estadios

Vegetativa o trofozoito

En esta fase Acanthamoeba se alimenta de bacterias y detritus
gue se hallan en el medio ambiente y la realizan por fagocitosis
por medio de sus pseuddépodos (acantopodios) mientras que la
absorcién de liquidos lo realiza por pinocitocis.** Su reproduccién
es por fision binaria. Estos trofozoitos miden aproximadamente

entre de 15 a 45 pm, dependiendo de las especies.*

Entre las caracteristicas generales son que poseen un solo nucleo
con un nucléolo céntrico de tincion densa; sin embargo, se han

encontrado amebas multinucleadas en suspension de cultivos.*® El
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citoplasma tiene una granulacion fina y numerosos mitocondrias
asi como de ribosomas, y una vacuola contractil que realiza la

regulacién osmética expulsando el agua.*” ®

Quiste

Los quistes miden 5 - 25 um son de forma esférica, con doble
pared. 3 4% | a pared externa o exocisto es lisa (compuesta de
proteinas y lipidos) variando las forma de la pared interna o
endocisto que es de forma poligonal, estelar o globular (provista
de carbohidratos como la celulosa lo que da una reaccion positiva
a la coloracion PAS); ademas, presentan poros con nucleo de
caracteristicas semejantes a las de los trofozoito. El exterior de la
pared del quiste u ectocisto presenta arrugas con pliegues y

ondulaciones que contiene proteinas y lipidos.

Cada quiste esta provisto de poros u ostiolos que son cubiertos
por tapones u opérculos de forma concava u convexa y se
encuentra ubicado entre el exocisto y endocisto. Al retornar las
condiciones propicias al medio la forma latente o trofozoito

abandona el quiste por medio del opérculo.

2.2.3.3. Queratitis amebiana

Las infecciones oculares producidas por Acanthamoeba se
presentan en pacientes jovenes saludables frecuentemente en

usuarios de lentes de contacto que se infectaron en fuentes
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12 Se han descrito

acuosas contaminadas con Acanthamoeba.
cerca de 750 casos alrededor del mundo hasta 1996, En el Peru
Garaycochea M. 2008 demostré que las aguas provenientes de
lagos y rios usados para actividades agricolas e inoculados en

animales de experimentacion demostraban la sintomatologia

concordante a infecciones por Acanthamoeba .

Esta patologia involucra multiples factores como el uso a largo
plazo de lentes de contacto y exposicién a aguas contaminadas;*®
Ademas contaminacién de arrastre con el suelo, aplicacion de
soluciones salinas casera, lentes de contacto rehusados, limpieza
de los lentes de contacto con agua mineral, sumersion en bafios

de hidromasaje.**

Como todas las enfermedades producidas por AVL el diagndstico
es complicado y usualmente en confundido con otro tipo de
infecciones, como por ejemplo de la queratitis bacteriana y

herpética.*®
2.2.3.4. Cuadro clinico

Luego del contacto con medios contaminados, los trofozoitos se
adosan a la superficie de la coérnea y generan enzimas
colagenolitica y proteoliticas, luego el PUM (lectina expresada en
la superficie de esta AVL) se une a las glicoproteinas de la

manosa ubicada en la area superficial de la cérnea y destruye los
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leucocitos polimorfonucleares que migran e infiltran produciendo
fotofobia en el paciente, este acontecimiento genera un paso de
entrada a Acanthamoeba y necrosis estromal produciendo

ceguera.®® 8

2.2.3.5. Diagnoéstico

Los trofozoitos y quistes de Acanthamoeba pueden obtenerse de
un raspado corneal o biopsia, el diagndstico se realiza mediante la
visualizacion de amebas a través de un analisis microscopico asi
como cultivo de tejidos afectados como la observacién directa de
la cornea a través de microscopia confocal para el diagndéstico de

queratitis.
Encefalitis granulomatosa amebiana (EGA)

La (EGA) es una enfermedad que afecta al sistema nervioso
central (SNC) y su sintomatologia no establecida suele ser
confundida con meningitis bacteriana, meningitis tuberculosa,
encefalitis viral, toxoplasmosis, neurocisticercosis 0 tumor
cerebral. La (EGA) a diferencia de las otras afecta en cualquier
estacion del afio;*® Existen factores concomitantes que aumentan
la probabilidad de padecer esta dolencia como la insuficiencia
renal, dialisis, terapia con radiacion, embarazo, pacientes con

SIDA, drogadictos, pacientes con trasplante de érganos.®® *° La
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primo infeccidon se produce en los pulmones o por el neuroepitelio

olfatorio que luego de disemina por via hematégena al SNC.** 4

Cuadro clinico

El proceso de la enfermedad es lento e irreversible produce una
afeccidon cronica por periodos de semanas a meses. El paciente
manifiesta cefaleas intensas, fiebre, rigidez de nuca, nauseas,
vomitos, alteraciones de conducta letargo, ataxia cerebral,
diplopia, hemiparesis, periodos convulsivos, disminucion de
conciencia y coma. Al examen fisico se encuentra paralisis de
nervios craneales, signos meningeos, o hemiparesia. En el cuadro
final se produce un incremento de presion intracraneal con
herniacion cerebral, generando un paro cardiopulmonar y edema

pulmonar.>® ¢

Diagnostico

En el estudio de puncion lumbar de liquido cefalorraquideo (LCR)
muestran la presencia de pleocitosis con predominio de 20 — 100
% de linfocitos y un recuento normal de células polimorfonucleares
con glucosa normal o limite lo que puede diferenciar a una
meningitis bacteriana, ademas de proteinas elevadas, en el
diagndstico de imagenes con TAC se halla la disminucion de
espacio ventricular y oclusiones arteriales. Los estudios

patoldégicos muestran la presencia de dafo tisular con presencia
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de granulomas viejos con histiocitos y células gigantes que
engloban en su interior trofozoitos y quistes, cabe resaltar que no

se hallan en la zona de necrosis.?®
2.2.4. Balamuthia

De acuerdo a la clasificacion taxonémica Balamuthia pertenece al

grupo Amoebozoa (Acanthamoebidae).>*

Balamuthia es un patdégeno protista que se encuentra en el medio
ambiente y afecta a personas inmunocompetentes, no puede
obtenerse del agua pero si puede usarla como vehiculo de
transmision. En 1990 se realizo el primer aislamiento de Balamuthia
mandrillaris luego que un mandril (Papio sphinx) proveniente del
zoologico WILD ANIMAL PARK de San Diego adquiri6 una extrafia
enfermedad cerebral que causo su deceso.>? El primer aislamiento
ambiental de B. mandrillaris se obtuvo del suelo de una maceta en la
casa de un nifio infectado;>® sin embargo, el primer caso de infeccién
humana por B. mandrillaris se reportd en 1991 en un paciente con
sida.>* Ademas existen reportes provenientes de Sudamérica en
paises como Argentina, Venezuela, Brasil, y escasos casos en Peru

de personas infectadas.*

B. mandrillaris causa infecciones cutaneas graves y encefalitis mortal

que afectan el SNC. En la actualidad se han reportado mas de 200
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casos en todo el mundo y no existe un tratamiento exitoso para su

recuperacion.>® >’

2.2.4.1. Estadios

Al igual que Acanthamoeba, tiene so6lo dos etapas del ciclo de

vida, trofozoito y quiste.
Trofozoito

Es pleomdrfico con una medida aproximada entre de 12 a 60 mm.
En su mayoria poseen un solo nudcleo; sin embargo, pueden verse
las formas binucleadas. El nucleo es grande ubicado en posicion
central posee un nucléolo y ocasionalmente ha sido observado en
tejido infectados la presencia de trofozoitos con 2 a 3 nucléolos.

Ademas tienen amplios pseuddpodos y estructuras filamentosas.>®
Quiste

Son de tipo uninucleado, de forma esférica con un tamafio de 12 a
30 mm. Los quistes, poseen 2 capas 0 paredes una exterior
ondulada que contiene proteinas y lipidos y una interior lisa que
contiene celulosa, por lo tanto es acido periodico de Schiff-
positivo, estas capas se separan con una estructura amorfa, fibrilar
y con la presencia de un poro. Estos quistes pueden existir por

desecacién por mas de 20 afios.*®
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2.2.4.2 Diagnéstico

El examen de LCR es una herramienta imprescindible, el estudio
microscopico revela pleocitosis linfocitica con leve a severa
elevacion de la proteina y glucosa normal o baja. El hallazgo tanto
Acanthamoeba spp. y/o B. mandrillaris de muestras cerebrales o

biopsias de piel son una procedimiento de diagndstico importante.

Acanthamoeba spp. y/o B. mandrillaris son dificiles de diferenciar
en secciones de tejido mediante microscopia de luz, porque su
morfologia es similar; sin embargo, pueden ser diferenciados por
el analisis de inmunofluorescencia del tejido utilizando secciones
de anticuerpos de conejo anti-Acanthamoeba o anti-B.

mandrillaris.®*
2.2.5. Sappinia

Esta ameba de vida libre ha sido aislada de las heces de vacay otros
herbivoros. La diferencia que radica entra las otras especies es el
tipo de reproduccidbn sexual, hay dos especies conocidas de

Sappinia: Sappinia diploidea y Sappinia pedata.®?
2.2.5.1. Estadios
Trofozoito

El trofozoito mide aproximadamente de 40 - 80 mm presenta gran

vacuola en el citoplasma, dos nucléolos estrechamente adosados,
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la pared de la membrana nuclear aplanada en el sitio de contacto

de ambos nucleos y cariosoma grandes.

Quiste

Son binucleados y tiene una pared lisa sin poros. Solo ha sido
documentado un caso causado por Sappinia pedata de

encefalitis.®
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2.3. Terminologia béasica
Trofozoito: Forma vegetativa, se alimenta y se mueve. Presenta

(Membrana, citoplasma, nucleo y pseudépodos).

Quiste: Forma de resistencia, poseen: Pared quistica, vacuola de

glucégeno y cromatoidales (ADN, ARN).

Amebas de vida libre (AVL): las amebas de vida libre (AVL) son
protozoos cosmopolitas que habitan en ambientes humedos como el
suelo y el agua, aunque también pueden encontrarse en el aire,

vehiculo que utilizan como medio de dispersion.

Temperatura: La temperatura es una magnitud fisica que refleja la
cantidad de calor, ya sea de un cuerpo, de un objeto o del ambiente.
Dicha magnitud estd vinculada a la nocion del frio (menor

temperatura) y caliente (mayor temperatura).

Aguas termales: Las aguas termales son aguas con una elevada
cantidad de minerales que brotan del suelo de manera natural y a
una temperatura que supera en 5° C la temperatura registrada en la

superficie.

Pozas: Charca o concavidad donde hay agua estancada.
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2.4. Hipotesis
Por ser un estudio descriptivo no corresponde el planteamiento de

hipotesis.

2.5. Variables

Operacionalizacion de variable (ver anexo 1)

e Variable independiente: aguas de las pozas de los
bafos termales de Churin.
- Zona de la poza donde se extrae la muestra.
- Temperatura medida en grados centigrados.
e Variable dependiente: Amebas de vida libre
- Examen directo

- Cultivo
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CAPITULO lIIl: DISENO METODOLOGICO

3.1. Tipo y nivel de investigacion
Se trata de un estudio No Experimental con las siguientes

caracteristicas:

e Descriptivo: La informacidn se recolecto sin cambiar el
entorno.

e Prospectivo: Se disefia y comienza a realizarse en el presente,
pero los datos se analizaron en un determinado tiempo en el
futuro.

e Transversal: Todas las variables de la poblacion fueron

medidas en una sola ocasion.

3.2. Poblacion y muestra

Poblacion:

Pozas de los bafios termales que se encuentren en el centro del

pueblo de Churin y que cuenten con los criterios de la investigacion.

Muestra:

60 muestras de aguas temperadas, que se recolectaron mediante el
Tipo de muestreo No Probabilistico de conveniencia, el cual se
obtuvieron de 6 pozas ubicadas en tres complejos termo medicinal

del pueblo de Churin.
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Las muestras se obtuvieron de la zona superficial y de la zona

profunda de las pozas.

3.2.1. Criterios deinclusioén

e Agua procedente de las pozas de los bafios termales de Churin
gue oscilan entre las temperaturas de 25° C a 45° C.

e Agua procedente de pozas de los bafios termales de Churin con
presencia de biopeliculas y que oscilan entre las temperaturas de

25°Ca45°C

3.2.2. Criterios de exclusioén

e Agua de las pozas de bafios termales de Churin en las que se

evidencia contaminacion fecal en el momento del muestreo.

3.3. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
Se clasificaron y ordenaron las muestras en relacion a la pozay zona
de muestreo en la seccion de parasitologia del Instituto de Medicina
Tropical Daniel Alcides Carrién de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos de la siguiente manera: (POZA 1 al 6); superficie (S1 al
S5) y profundidad (P1 al P5). Después del reposo de 24 horas se
procedié a eliminar el sobrenadante e inmediatamente se inoculo el
sedimento en el medio MYAST agregando luego la solucién amebo

salina y la solucion de E.coli inactivada; Con el resto de muestra se
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realizé la busqueda e identificacion de amebas de vida libre mediante

examen directo.

Las AVL identificadas mediante el examen directo y cultivo se
realizaron basandose en las caracteristicas morfoldgicas de la clave
de Page (Page, 1988) luego los datos fueron registrados en un
programa Excel, los reportes se realizaron de la siguiente manera:

POSITIVO o NEGATIVO a AVL.

3.4. Procesamiento de datos y analisis estadistico
Para el andlisis de datos, se empled el programa de Microsoft Excel
(Microsoft 2010) para el almacenamiento de los datos. Se realizaron
tablas de contingencia evaluando examen directo y cultivo con la
temperatura de las pozas y la zona de muestreo respectivamente,

utilizandose el programa estadistico SPSS 20.0

3.5. Aspectos éticos
En la presente investigacion no se vulnero el aspecto ético, debido a
gue no se trabaja con personas y las aguas en estudio estan a

disposicién de la comunidad.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados

4.1.1. Resultados del examen directo segun Temperatura de las

aguas en las pozas de los bafios termales de Churin.

Se recolecté 60 muestras (n=60) de las cuales 14 fueron positivas en

el examen directo. De acuerdo a la temperatura del agua en las

pozas 9 (30,0%) fueron positivos en poza de 27° C, 2 (25,0%) en

poza de 32° C, 2 (20,0%) en poza de 35° C y 1 (8,3%) en poza de

39° C. De los cuales 13 eran compatibles con formas en estadio de

Quiste de Naegleria spp. y 1 compatible con forma en estadio de

trofozoito de Naegleria spp. (Ver tabla 1)

Tabla 1. Resultado de examen directo segun temperatura del agua en las

pozas
27°C
(%)
N° de 21
NEGATIVO  Muestra
(70,0%)
Examen °
directo N® de 9
tra
POSITIVO mues
(30,0%)
30
TOTAL
(%) (100,0%)

Temperatura de las pozas

32°C 35°C 39°C
(%) (%) (%)

6 8 11
(75,0%)  (80,0%)  (91,7%)
2 2 1
(25,0%)  (20,0%)  (8,3%)
8 10 12
(100,0%)  (100,0%) (100,0%)
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Grafico 1. ( % ) de examen directo en relaciona la
temperatura de las pozas

100 ~ 91,7%
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4.1.2. Resultado de cultivo segun la Temperatura de las aguas

en las pozas de los bafios termales de Churin.

Las 60 (n=60) muestras recolectadas se cultivaron en medio MYAS a
37° C de los cuales se identificaron 4 cultivos positivos compatibles
con AVL del genero Naegleria spp. En 2 (20,0%) representan a las
pozas con temperatura de agua de 35° C, 1(3,3%) a 27° C y 1(8,3%)

a 39° C respectivamente. (Ver Tabla 2)

Tabla 2. Resultado de cultivo a 37° C segun temperatura del agua en las

pozas

Cultivoa37°C

NEGATIVO (%) POSITIVO (%) TOTAL (%)

N° de muestra
e weeT 63 0009

N° de muestra
dongondeec  8(1000% 0(0.0%) 8 1000%)

Temperatura del
|
aguaen fas N° de muestra
pozas temperatura

;Znagua F:je 35°C 8 (80,0%) 2 (20,0%) 10100,0%)

N° de muestra
con temperatura 11 (91,7%) 1(8,3%) 12 (100,0%)

de aguade 39°C
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4.1.3. Resultado del examen directo segun la zona de muestreo

de las pozas de los bafios termales de Churin.

De las 60 muestras (n=60) recolectadas 14 fueron positivas en el
examen directo, de acuerdo a la zona de muestreo se distribuyeron
asi: En el nivel superficial se identificé 5 (16,1%) y nivel profundo 9

(31,0%) respectivamente. (Ver tabla 3)
Tabla 3. Resultado de examen directo seguin zona de muestreo de las pozas

Zona de muestreo
SUPERFICIAL PROFUNDO

N° de 26 20
NEGATIVO muestra
% 83,9% 69,0%
N° de 5 9
E)famen POSITIVO muestra
directo % 16,1% 31,0%
N° de 31 29
TOTAL muestra
(%) % 100,0% 100,0%
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4.1.4. Resultado de cultivo segun la zona de muestreo de las

pozas de los bafos termales de Churin.

Las 60 muestras recolectadas se cultivaron en medio MYAST a 37°
C de los cuales se identificaron 4 cultivos positivos compatibles con
AVL del genero Naegleria spp., de acuerdo a la zona donde se
obtuvo la muestra estos de distribuyen asi: 2 (6.5%) representa a las
muestras obtenidas de la zona superficial y 2 (6.9%) obtenidas de la

zona profunda. (Ver tabla 4)

Tabla 4. Resultado de cultivo a 37° C segun zona de muestreo de las pozas

Zona de
muestreo

Cultivoa37°C

Total
NEGATIVO POSITIVO (%)
(%) (%)
N° de 29 2 31
SUPERFICIAL muestra
93,5% 6,5% 100,0%
N° de 27 2 29
PROFUNDO muestra
93,1% 6,9% 100,0%
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4.2. Discusion
En el examen directo de las aguas en estudio, se encontré6 AVL con
formas compatibles al género Naegleria spp, los estadios
encontrados fueron trofozoito y quiste. La presencia de AVL en estas
aguas constituye una peligrosa fuente de infeccibn en grupo de
riesgo y personas sanas, que acuden al centro de esparcimiento de

Churin.

En la presente tesis se estudiaron 60 muestras de aguas
provenientes de las pozas de los bafios termales de Churin, las
muestras fueron recolectadas de aguas con temperatura de 27° C,
32° C, 35° C y 39° C. En (14/60) muestras resultaron positivas para
AVL compatibles con el género Naegleria, (13/14) 92,85% fueron
encontradas en forma de quiste y (1/14) 7.15% en forma de
trofozoito, el mayor porcentaje 9 (30,0%) se encontré en pozas con
temperatura de 27°C; en relacion a las pozas con otras temperaturas
;cabe mencionar que las zonas donde se presentd un mayor
porcentaje de positivos se hallaban tapizadas con biopeliculas,
material que provee de alimento a las AVL, usamos la misma
metodologia de raspado de la zona profunda como lo hizo Gertiser
ML y Col. 2010, Buenos Aires — Argentina, en su trabajo
“Acanthamoeba spp. En piscinas cubiertas de la ciudad de

12

Bahia Blanca, provincia de Buenos Aires, Argentina” “ y Zapata

X, 2011, Colombia, en su trabajo “Determinaciéon de
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Acanthamoeba spp. En piscinas Publicas del municipio de
Chinchana (caldas)”® donde obtuvieron resultado positivos, Sin
embargo nuestros resultados obtenidos estan acorde a lo reportado
por (Reyes L y Col, 2016)%, en su estudio “Amebas de vida libre
aisladas en aguas superficiales del municipio de Turbaco” en
fuentes de agua de uso personal y recreacional para la poblacién
donde de 54 muestras analizadas hallaron AVL compatibles con el

género Naegleria spp.

Las 60 muestras fueron inoculadas en un medio de cultivo MYAST
usado por excelencia para el aislamiento de AVL e incubadas a 37°
C debido a que si bien estos protozoos pueden desarrollarse en
temperatura ambiente también pueden llegar a ser patdgenos para el
ser humano con ello demostramos que las amebas de vida libre
pueden desarrollar alguna forma de su ciclo evolutivo en este tipo de
medio. Los resultados obtenidos mostraron la presencia de AVL. En
(4/60) fueron positivos para AVL en concordancia con Castillo de
Mena y Col. 2011 ** y Naquira C y Col 2009 **, donde hallaron AVL
compatibles con genero Naegleria en cultivos a 37° C; sin embargo,
en un estudio realizado por Jiménez LF y Col 2009%, aislaron AVL
en temperaturas de incubacion de hasta 45° C, por lo tanto, existe la
posibilidad de aislar a estos microorganismos a temperaturas por

encima de 37° C, del mismo modo también podrian encontrarse
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estos microorganismos en aguas termales con estas caracteristicas

en el interior de nuestro pais.

De las 14 muestras positivas en examen directo, 5 (16,1%) fueron
obtenidas en la zona superficial y 9 (31,0%) de la zona profunda de
la pozas ;el hallazgo de AVL en las 2 zonas de la pozas, puede ser
debido a que en las paredes de las pozas se encuentran biopeliculas,
sin embargo resaltamos que existe mayor proporcién de este tapiz
organico en la seccion profunda lo que concuerda con el mayor
indice de positividad en esta zona, el resultado que obtuvimos es
acorde a lo encontrado por Castillo de Mena y Col, 2011 en su
trabajo “Amebas de vida libre en pozas, piscinas y lagos de el
Salvador”.™ sin embargo (Reyes L y Col, 2016)%, en su estudio
‘“Amebas de vida libre aisladas en aguas superficiales del
municipio de Turbaco” encontr6 un mayor (%) de positivos para

AVL compatibles con el género Naegleria spp. en la zona de

superficie.

Se presento ciertas limitaciones en el trabajo realizado que se debe
de tener en cuenta para préximos estudios primero se observo
contaminacion de los cultivos con hongos debido a la misma flora
existente, segundo las muestras no fueron cultivadas a rangos de
temperaturas de obtencion, debido a ello no hubo crecimiento en

todos los medios de cultivos.
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No existe evidencia alguna de investigaciones similares realizadas en
las aguas termales del pueblo de Churin, siendo este el primer
reporte de presencia de amebas de vida libre, los resultados
demostraron que las aguas de las pozas de los bafios termales

constituye un habitat para las amebas de vida libre.

Sin embargo, es necesario realizar pruebas complementarias in
vitro e in vivo de mayor sensibilidad y especificidad para demostrar

Su patogenicidad.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

e Se demostréo la presencia de AVL compatibles con el género
Naegleria spp. en las pozas de los centros de esparcimientos de los
bafos termales de Churin.

e En examen directo en relacibn a la temperatura de la poza se
encontraron AVL compatibles con el género Naegleria spp. el mayor
(%) de positivos se obtuvieron de las muestras extraidas de la poza
de 27° C en relacién a las otras pozas.

e En cultivo a 37°C en medio MYAST en relacion a la temperatura de
las pozas se observo la presencia de AVL compatibles con el género
Naegleria spp. en las pozas de 27° C, 35° C y 39° C, encontrandose
un mayor (%) de positivo en la poza de 35° C.

e En el examen directo en relacion a la zona de muestreo se obtuvo 9
(30,0%) de muestras positivas en la zona profunda de la poza
compatibles con AVL del género Naegleria spp.

e En el cultivo a 37°C en medio MYAST en relacién a la zona de
muestreo se encontraron 4 positivos (2) de la zona superficial y (2)
de la zona profunda de las pozas con caracteristicas compatibles a

AVL del género Naegleria spp.
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5.2. Recomendaciones
Debemos tener en cuenta que no han sido rastreadas todas las
aguas de las pozas de los bafios termales de Churin; por lo tanto, no
sabemos en qué condiciones se encuentran; sin embargo, las pozas
en estudio se encontré6 presencia de biopeliculas, por lo que
deducimos que el nivel de limpieza no es continuo en estos lugares,
por ello el presente trabajo de investigacibn aporta datos e

informacion necesaria para que se apliquen lo siguiente:

e Se recomienda realizar un rastreo a todas las pozas de los bafios
termales de Churin, con la finalidad de determinar si en todas las
pozas se encuentran contaminadas con AVL.

e Recomendamos realizar pruebas moleculares a las muestras y/o
cultivos positivos a AVL para determinar su especie y asi confirmar la
identificacion.

e Es necesario informar a las autoridades sanitarias y a los
administradores de las pozas de los bafios termales de Churin, con
el fin de realizar limpiezas profundas de las pozas de tal manera que
se pueda evitar la formacion de biopeliculas y asi minimizar los

riesgos de infeccion a los visitantes.
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MATRIZ DE CONSISTENCIA ]
TITULO: “AMEBAS DE VIDA LIBRE EN LAS POZAS DE LOS BANOS TERMALES DE CHURIN”

FORMULACION - POBLACION/MUEST
DEL PROBLEMA OBJETIVOS VARIABLES DIMENSION INDICADORES Y VALOR METODOLOGIA RA
Zona de Zona de la poza donde | Disefio: debido a las Poblacién:
INDEPENDIENTE: | muestreo \S/iﬁétge la muestra caracteristicas de estudio |
CENERAL: su erfic.iazlonarofunda este responde a una te?riaajese 32 sinos
Dete_rmlr)ar la presencia de amebas Aguas de las p yp investigacién de tipo encuemreqn ese
de vida libre en las pozas de los pozas de los Temperatura medida descriptivo, prospectivo, Somicios torms
bafios termales de Churin. bafios termales de | Temperatura . | P
Churin de las aquas en grados centigrados transversal. medicinales
. termalesg VALOR: Descriptivo: ubicadas en el

¢ Se encontraran
amebas de vida
libre en las pozas
de los bafios
termales de
Churin?

27°C,32°C,35°Cy
37°C

ESPECIFICOS:

e Determinar la presencia de amebas
de vida libre mediante el examen
directo segln la temperatura de las
aguas en las pozas de los bafios
termales de Churin.

e Determinar la presencia de amebas
de vida libre mediante cultivo segin
la temperatura de las aguas en las
pozas de los bafios termales de
Churin

e Determinar la presencia de amebas
de vida libre mediante examen
directo segln la zona de muestreo
de las pozas de los bafios termales
de Churin

e Determinar la presencia de amebas
de vida libre mediante cultivo seglin
la zona de muestreo de las pozas de
los bafios termales de Churin

DEPENDIENTE:

Amebas de vida
libre

Microbiologia

Examen directo:
VALOR:

- Positivo

- Negativo

Cultivo:
VALOR:

- Positivo
- Negativo

Porque la informacion es
recolectada sin cambiar el
entorno.

Prospectivo:

Porque se disefia 'y
comienza a realizarse en el
presente pero los datos se
analizaran en un
determinado tiempo en el
futuro.

Transversal:

Porque se examinaran las
caracteristicas de una
poblacién en una sola
ocasion.

centro del pueblo
de Churin y que
cuenten con las
caracteristicas de la
investigacion.

Muestra:

60 muestras de
Aguas termales,
gue se recolectaran
mediante el
muestreo No
Probabilistico de
conveniencia
obtenida de 6 pozas
ubicadas en tres
complejos termo
medicinal del
pueblo de Churin.
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ANEXOS

Anexo N° 1. Cuadro de operacionalizacion de variables

TIPO DE ESCALA
VARIABLE VARIABLE DIMENSION INDICADOR DE ) VALOR
MEDICION
e Zona de la
de -
e Zonade poza . e Superficial
donde se Ordinal
> INDEPENDIENTE: muestreo extrae la e Profundo
Aguas deNIas pozas | ~ itativa muestra
de los bafios  Temperatura « 27°C
termales de Churin. e Temperaturas medida en .
de las aguas ! Ordinal e 32°C
termales grados * 3°C
centigrados e 39°C
e Examen . e Positivo
. ; Nominal .
“Amebas de vida lbre. | Cudlitativa | *  Microbiologia, | _directo +_ Negaivo
’ e cultivo Nominal e Positivo
e Negativo
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Anexo N° 2. Obtencion de muestra de zona superficial de la poza

OBTENCION DE MUESTRA SUPERFICIAL (S)
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Anexo N° 3. Obtencion de muestra de zona profunda de la poza

OBTENCION DE MUESTRAS PROFUNDAS (P)
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Anexo N° 4. Preparacion de materiales y Medio MYAST

Preparacion de pipeta pasteur con Tubos esterilizados con tapa de algodén
algodén, list6 para la esterilizacion. listo para la inoculacién del medio
MYAST.

Medios, Balanza, Matraz, Probeta, Ingredientes del medio de cultivo ya
Espatula, Agua destilada. pesados listo para la preparacion.

Medio en frascos listo para el autoclavado Traspaso del medio en tubos listo para la
a 121°C, 15 libras, por 15 minutos. inoculacién de las muestras.
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Anexo N° 5. Inactivacion de E.coli en baiio maria

Anexo N° 6. Recoleccion de muestra en las pozas de los bafios termales
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Anexo N°7. Amebas de vida libre compatible con el género Naegleria

Fig. 1 Trofozoito de ameba de vida libre encontrado en examen directo obtenido
de una poza a temperatura de 35 °© C en la imagen podemos observar la
presencia de un nudcleo central prominente, vacuolas con ectoplasma claro y
pseuddpodos romos concordantes con el género Naegleria .

Fig. 2 Quiste de AVL proveniente de cultivo en medio MYAST Incubado a 37°
C primera lectura de morfologia esférica con doble capa y presencia de
granulacién escasa caracteristicas concordantes con el género Naegleria.

Fig. 3 quistes de AVL provenientes de una muestra obtenida por raspado de la
zona profunda en una poza de los bafios termales de Churin, presenta
morfologia esférica con doble capa y presencia de granulacién escasa
caracteristicas concordantes con el género Naegleria.
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Fig. 4 Quiste de ameba de vida libre compatible con el género Naegleria en
proceso de desenquistacion.

Pagina 80 de 80



