WA

Universidad
Norbert Wiener

Facultad de Ciencias de la Salud

Escuela Académico Profesional de Tecnologia
Médica

Aislamiento y caracterizacion morfologica de
amebas de vida libre patégenas en los bafos
termales la calera, Cerro de Pasco, 2019

Tesis para optar el titulo profesional de Licenciada
en Tecndlogia Médica en Laboratorio Clinico y
Anatomia Patolégica

Presentado por:
Rueda Grijalva, Paul Percy
Sulca Gonzales, Jheny Maria

Asesor: Dr. Alfonso Martin, Cabello Vilchez

Codigo ORCID: 0000-0003-2284-6042

Lima — Peru

2019



DEDICATORIA

A Dios por darme las fuerzas necesarias para vencer cada obstaculo presentado
en mi camino.

A mis padres Maria y Nazario Por estar cada dia en éste proceso de formacion,
por darme su apoyo incondicional, su amor, su tranquilidad, por haberme
inculcado de tantos valores.

A mis hermanos Rene y José que en el dia a dia con su respaldo y carifio me
impulsaron a seguir adelante.

A mis Amigos y compafieros por los buenos momentos que hemos compartido,
todos hemos aprendido y aprendemos continuamente de nosotros mismos, tanto
profesional como en lo personal.

Jheny Sulca .G

Dedico este trabajo a mi madre Angélica Grijalva Alfaro
Y a mis hijas por su paciencia Jadee Rueda Lépez,

Belén Rueda Lépez.

Paul Rueda G



AGRADECIMIENTO

Agradecimiento especial al Dr. Martin Cabello Vilchez, por haber confiado en
nosotros para llevar a cabo este gran reto. Gracias por guiarnos en la realizaciéon

de este trabajo, por todo su tiempo, esfuerzo, dedicacion.



indice
RESUMEN 4
ABSTRACT 5
CAPITULO | 6

EL PROBLEMA 6

1.1. Planteamiento del problema...............ooiiiii i 6
1.2. Formulacidn del problema....... ... 8
1.3, JUSHIFICACION ... 8
LR SO o] 1= 1)/ 1 T PSSR 9
1.4.1. ODbJetivo geNeral .......coooviiiiiiiiiiiiiii e 9

CAPITULO 1110

MARCO TEORICO 10

2. AN RIS ..o 10
2.1.1. Antecedentes internacionNales ... 10
2.1.2. Antecedentes NACIONAIES .......o.enieeeee e 11

2.2, BaASES T OO I CAS et e e e 12



2.3 Hipostasis 24

2.4 Variable e indicadores 25

2.5 Definicion operacional de terminos ..........coooiieiiiiiiiiiee e 25
CAPITULO Il 26

DISENO Y METODO 26

3.1. TipO de INVESHIACION. ... 26
3.2. AmDito de INVESHIGACION .......oveeeeeee e 26
3.3. Poblacion y MUESHra...........oooovviiiiiiiiiiii 27
3.4. Técnica e Instrumento de recoleccion de muestra...........ccccoeeviiiiieeeeenn. 28
3.5. Plan de procedimientos de datos y analisis de datos...........ccccceveveeeennnn. 32
3.6. ASPECIOS BLICOS ...ovvieieiee e 33

CAPITULO IV 34
4.1. Resultado 34
4.2. Discusion 36
CAPITULO V 38
5.1. Conclusiones 39
5.2. Recomendaciones 39

REFERENCIA 39

ANEXO 47
ANEXO N°1: Matriz de CONSISTENGCIA .. ..eneeeeeeeeee e 51
ANEXO N°2. Carta De Presentacion. ... ... 52

ANEXO N°3. Carta De Respuesta ........ccoooe i 53



ANEXO N°4. Banos termales LA CALERA ...,
ANEXO N°5. Recoleccidon de lamuestra........c.ooeeeeeeeeeieeeeeaeeeen.

ANEXO N°7. Amebas de vida libre vistas a través del microscopio



RESUMEN

El presente estudio “Aislamiento y caracterizacion morfolégica de amebas de vida
libre patdogenas Bafos Termales La Calera, 2019, tuvo como objetivo general
demostrar la presencia de amebas de vida libre patégenas en los Bafios Termales
la Calera — Cerro de Pasco, 2019. La metodologia estudio fue de tipo
observacional, descriptivo, con corte transversal y con un enfoque cuantitativo, a
una muestra de agua de 4 pozas de los Bafios Termales La Calera (Pasco), en 6
diferentes momentos, la muestra fue recolectada en funcion a 200 ml en frascos
estériles de boca ancha y tapa hermética, en 2 lugares de la poza: la superficie y
el raspado de pared, haciéndose un total de 24 muestras. El proceso fue de forma
manual. Se concluyé que, si existe presencia de AVL no identificada en la zona de
la superficie de la poza 2 en el momento 4, asimismo de la presencia de la AVL de
tipo Acanthamoeba spp en la zona de la superficie de la poza 4 en el momento 2
del recojo de la muestra y por ultimo la existe de AVL de tipo Acanthamoeba spp.

en el raspado de la poza 1 en el momento 2 del recojo de la muestra.

Palabras claves: Ameba de vida libre, Bafios termales Y patdgenas.



ABSTRACT

The present study “Isolation and morpHological characterization of pathogenic
free-living amoebae La Calera Thermal Baths, 2019”, had the general objective of
demonstrating the presence of pathogenic free-living amoebae in the La Calera -
Cerro de Pasco Thermal Baths in 2019 The study methodology was observational,
descriptive, with a cross section and with a quantitative approach, to a water
sample from 4 pools from the La Calera Thermal Baths (Pasco), at 6 different
times, the sample was collected based on 200 ml in sterile glass bottles with wide
mouth and hermetic lid, in 2 places in the pool: the surface and the wall scraping,
making a total of 24 samples. The process was manually. It was concluded that, if
there is presence of unidentified AVL in the area of the well surface 2 at time 4,
also of the presence of the AVL of the Acanthamoeba sp type in the area of the
well surface 4 at the time 2 of the sample collection and finally there is one from
AVL of the Acanthamoeba sp. in the scraping of the well 1 at the moment 2 of the

collection of the sample.

Key words: Free-living amoeba, Thermal and pathogenic baths.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

Las amebas de vida libre (AVL), son denominados protozoos (del griego Proto:
primero; Zoo: animal), se encuentran distribuidas en diversos ambientes de la
naturaleza (pozas, bafios termales, rios, arroyos y lagos), tienen caracter
anfizoica. (1) es decir, la capacidad de sobrevivir en el medio ambiente y como un
endoparasito, y ser resistente a diversas condiciones extremas desde 4°C hasta

en 45°C- (2).

Estas especies se dividen en dos estadios evolutivos conocidos como estadios
infectantes; trofozoito y quiste (3). En el estadio trofozoito, este le permite
alimentarse, moverse y reproducirse (4). En el estadio quiste, le permite tener

resistencia a los ambientes adversos.

El Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades de Atlanta (CDC,
Estados Unidos de América), considera que las AVL son protistas emergentes,

causantes de enfermedades letales en humanos y animales (5) (6).

La Acanthamoeba spp. es el agente causal de la Queratitis amebiana ocular

(QAO) que produce ceguera en individuos inmuno-competentes o usuarios de



lentes de contacto (7). Balamuthia mandrillaris, es un agente causal de encefalitis
amebiana granulomatosa (EGA) (8). Naegleria fowleri, es un agente causal de la
meningoencefalitis fulminante (Meningo-encefalitis amebiana primaria) (MEAP). (9)
La Vermamoeba vermiformis es un agente causal de la Queratitis amebiana (10).
Por ultimo, el Paravahlkampfia ssp. y la Sappinia pedata, es un agente causal del
meningoencefalitis amebiana en el ser humano (11). Sin embago, estos ultimos 3
agentes cauantes d e encefalitis/ meningitis no son mortales, al menos no los
casos que han sido publicados y solo se tiene registro de un solo caso de cad

uno.

Existen reportes, en diferentes paises Latinoamericanos, sobre la presencia de
diferentes géneros de amebas; En 1957 Lima, Peru, se publica el primer caso de
abscesos amebianos cerebral y meningoencefalitis sin compromiso hepatico ni
pulmonar. (12) (13). Muchos casos se han descrito en la literatura desde los afios
70"y 80" en la costa de Peru. En Venezuela, en los afios 1991-92, se estudiaron
a 50 pacientes encontrandose Acanthamoeba spp. a un 6% de pacientes (ulceras
corneales). (14) En Chile 1993, el estudio determino la presencia, en un 92% de

AVL en reservorios de agua dulce. (15)

Por lo expuesto anteriormente, es importante estudiar la presencia de AVL en
especial en ambientes donde el publico se encuentre altamente expuesto a
infectarse con estos agentes. Los bafos termales “"La Calera™, en Cerro de
Pasco es llamativo por su antigiedad y por su composicion fisica al ser alimentada

por aguas subterraneas de altas temperaturas.



1.2. Formulacion del problema
¢ Existe amebas de vida libre potencialmente patégenas en los Bafios Termales la

Calera — Cerro de Pasco, 20197

1.3. Justificacion

Los bafos termales son espacios naturales que datan de la época pre-incaica y
hoy en dia son fuentes importantes de ingresos economicos a los pueblos
andinos; por ser un gran atractivo turistico, atrayendo una cantidad importante de
visitantes. Sin embargo, estas aguas termales son en su mayoria fuentes
naturales que raramente son estudiadas a nivel microbiolégico, los cuales muchas
veces, son productores de una gran colonizacion natural de una serie de

microorganismos de baja frecuencia como la AVL.

Tal es asi que, el incremento de la popularidad de los bafios termales y la gran
variedad de enfermedades humanas que muchas veces son fatales, se relacionan
al mantenimiento y al uso inapropiado estas piscinas, producto muchas veces de

organismos cosmopolitas. (16)

Por tal razéon que, los Bafios Termales la Calera — Cerro de Pasco, presentan la
posibilidad de contar con especies patdgenas que son capaces de desarrollarse
en diferentes ambientes, teniendo como probabilidad los cuerpos de agua con
temperaturas mayores a los 30° C: (17) constituyendo asi uno de los mayores
vehiculos de transmision de amebas. Por ello creemos que es importante su

estudio.



1.4. Objetivos.

1.4.1. Objetivo general

1. Demostrar la presencia de amebas de vida libre patdgenas en los Bafios

Termales la Calera — Cerro de Pasco, 2019.

1.4.2. Objetivos especificos

1. Determinar el tipo de amebas de vida libre patégenas de acuerdo al
raspado o superficie de los Bafos Termales la Calera
2. Establecer la presencia de las amebas libres de acuerdo a sus temperatura

y pH de las aguas de los Bafios Termales la Calera



CAPITULOII

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Antecedentes internacionales

Lares et al., (2018) (19) estudio los géneros potencialmente patdogenos de
amebas de vida libre que coexisten en una fuente de agua termal en México. Las
42 muestras analizadas demostro la presencia de Naegleria spp, Acanthamoeba
spp, Vermamoeba vermiformis y Stenamoeba spp., pero no de Balamuthia

mandrillaris.

Moreno L. (2018), (18) estudio a las amebas de vida libre como un reservorio
de patogenos en aguas tratadas. se aislo e identifico las Ambas de Vida Libre
patogenas de especie Acanthamoeba ssp, Balamuthia y la familia Vahlkampfiidae

dentro de la cual se encuentra Naegleria en las aguas residuales.

Carbal L. (2016) (17) estudio la presencia de amebas de vida libre en las
fuentes de agua natural del Municipio Turbaco Cartagena - Colombia.
Encontrandose mayormente en un 44,4 % ameba de vida libre Naegleria spp. y en

un 7,4 %, ameba de vida libre Acanthamoeba spp.

Carbal. L. (2014), (20) es 17 no 20 estudio a las amebas de vida libre desde

un punto de vista epidemiolégico y diagndstico que afectan en salud del ser
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humano. Se concluye que, si existen amebas de vida libre que afectan la salud del
ser humano, como son las Acanthamoeba ssp. y B. mandrillaris ssp. que fueron
detectadas en diferentes aguas de la zona de las regiones del pais, sefialandolos

como problemas latentes para la salud publica.

Mufioz X. (2011), (21) estudio la presencia de AVL en las pozas publicas del Municipio de
Chinchina. En un total de 54 muestras de aguas provenientes de 6 pozas del municipio, en 3
momentos diferentes. Se encontré que el 67% (36) resultaron positivas para amebas de vida libre,
del 67% de AVL, el 64% %3 fueron identificadas morfolégicamente como Acanthamoeba ssp. Un

porcentaje superior a lo encontrado en otros paises.

2.1.2. Antecedentes nacionales

Pelaez L. (2019) (22) su estudio es descriptivo y solo muestra la presencia de

amebas sin tipificar. Sin embargo, hay morfotipos no descritos antes.

Minetto M. (2016), (23) estudio a las amebas de vida libre en las pozas de los
Bafios Termales de Churin. encontrandose con el género Naegleria spp. en las

pozas de los centros de esparcimientos de los bafios termales de Churin.

lturriaga B. (2015), (24) estudio la deteccién de amebas de vida libre en aguas
de regadio de la zona agricola de Carfiete. Se logro identificar el 77.7% dio positivo
a la presencia de ameba de vida libre, de los cuales el 66.6% de las muestras
mostré Acanthamoeba spp., y el 50% fueron compatibles con Naegleria ssp. y el

16% fueron Leptomyxa spp.
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El estudio preliminar realizado por Cabello- Vilchez AM. (2015) (4) estudio las
amebas de vida libre en el lago de Chinchaycocha con una altitud de 4.083 msnm
en los andes centrales de Peru. El objetivo de su estudio fue documentar las
amebas de vida libre en el altiplano a elevaciones superiores a los 4.100 msnm en
los Andes centrales peruanos. Se recolectaron muestras del lado izquierdo del
lago y después de dos dias se procesaron en Lima. Se concluyo que, si se llego a
detectar amebas de vida libre a mas de 4.100 msnm como la Acanthamoeba spp y

Leptomyxa spp a pesar de su altitud, estado anodxico y presencia de metales.

2.2. Bases Teodricas

1. Amebas de Vida Libre (AVL)

Las AVL, se encuentran distribuidas en toda naturaleza y pueden sobrevivir en

una amplia variedad de habitats.

Tienen la capacidad de afecta al cuerpo del huésped causando infecciones en

el sistema nervioso central e infecciones en piel y pulmones. (25)

El trofozoito es la forma que se divide y alimenta, se multiplican por fision
binaria asexuada. La forma de quiste es la forma de resistencia, en el cual la
ameba se mantiene en latencia y puede resistir varios periodos en condiciones
adversas como pueden ser la falta nutrientes, sin humedad, pH inadecuado y

presiones parciales de O2 bajas etc.

2, Protozoologia de las Amebas de vida libre

12



Acanthamoeba spp.

Es una de las amebas mas frecuentes de encontrar en los ambientes
humedos, como es en el caso del suelo y del agua. Y también por estar en
contacto permanente con los animales y el ser humano. El clico de la

Acanthamoeba se divide en dos fases: trofozoito y quiste.

El trofozoito, se movilizan a través de los seuddépodos tipo filamentosos
(acanthopodios). Poseen un nucleo central y un prominente nucléolo

redondo. Mide desde 15 pm hasta 35 um. (25)

El quiste, presenta doble capa (el exoquiste y el endoquiste) (26) las que se
forma al cuando las condiciones que presentan el medio ambiente no son
las mas favorables, actuando como respuesta por la presencia de
antimicrobianos y por el efecto quimicos de desinfeccion o fisico. Mide

desde 15 ym hasta 28 ym. (27)

Las Acanthamoeba spp. se encuentra agrupadas en tres grupos (I, 11, 1ll) de
acuerdo con su morfologia, de los cuales solo hay descritas 24 especies.

(28) Actualmente, son 23 genotipos descritos para las Acanthamoebas.

13



llustracion 1.Ameba De Vida Libre: Acanthamoeba (18)

Naegleria spp.

La ameba Naegleria spp. se las encuentra en las aguas dulces de las
pozas, en las aguas de los lagos, en el suelo, etc. (Oddd, 2006). Se han
identificado mas de 47 especies del género Naegleria fowleri, este ha sido

demostrado hasta el dia de hoy como unico patdégeno a humanos.

Asi mismo, la Naegleria spp, en su ciclo de vida presenta tres estadios, son:
estado bi-flagelar, trofozoito y quiste. Su primer estadio es de forma
vegetativa o trofozoito midiendo 15 hasta 25 ym diametro, el cual puede
estar aislado o en grupos, contando con un aspecto termdfilo vy
reproduciéndose en altas temperaturas de 40°C a 45 °C, llegan a sobrevivir
hasta condiciones que le son adversas. Segundo estadio en su forma
flagelada es usualmente piriforme, con un diametro maximo de 12 a 18 ym
y tiene habitualmente dos flagelos. Y, por ultimo, el tercer estadio es de

forma de un quiste que se pueden observar de formacion esférica de 8 a 12
14



M, de diametro mayor, aunque pueden alcanzar hasta 20 u, presentando

una densa pared retractil con uno o dos poros aplanados. (29)(30).

llustracion 2. Ameba de Vida Libre: Naegleria Fowleri (31)

Balamuthia spp.

La Balamuthia, llega a presentar dos estadios trofozoito y quiste. De los
cuales, los trofozoitos, que miden de 15 a 60 um, tienen un peculiar reticulo
endoplasmatico acintado, y se desplazan lentamente mediante amplias
proyecciones aplanadas, llamadas lamelipodios, a diferencia de las
prolongaciones espinosas del género Acanthamoeba. L os quistes miden de
15 a 30 ym de diametro y tienen una triple pared. (32). Causa enfermedad

en humanos y animales y es altamente mortal. (33)
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llustracion 3. Ameba De Vida Libre: Balamuthia (34)

1. Habitat

La AVL, existen en toda naturaleza- (35) en el suelo, en agua y hasta en el
aire. (36) entre las especies de amebas de vida libre, tenemos a B.
mandrillaris que viven en aguas naturales, tropicales y subtropicales,

proliferandose mejor en esas zonas. (37) (38)

2, Enfermedades causadas por AVL (amebas de vida libre).

Algunas especies de amebas de vida libre pueden producir enfermedades

en inmunocompetentes e inmunodeprimidos.

Entre las especies de ameba de vida libre patdégenas, tenemos:
A.castellanii, A.culbertsoni, A.polypHaga; Naegleria fowleri y la Balamuthia
mandrillaris; y Sappinia pedata (39)

1. Meningoencefalitis amebiana primaria (MEAP)
16



Naegleria fowleri, es la responsable de producir lesiones en los nifios,
jovenes y adultos que gozan de buena salud, generando MEAP. altamente
letal 98%. El contacto directo con pozas o lagos, fuentes de agua

contaminada, en zonas calidas. (40)

Sintomas

Los sintomas de la meningoencefalitis son: las convulsiones, cefalea,

irritabilidad, nauseas, fiebre y vomitos, etc. (41)

Vias de ingreso

La via de ingreso de la ameba de vida libre es por las fosas nasales, a

través de la aspiracion de aguas contaminadas.

El cuadro clinico suele ser fatal, al punto de llegar a la falla

cardiorrespiratoria por edema cerebral grave y muerte. (42)

17
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llustracion 4. La Meningoencefalitis amebiana primaria (MAP). (43)

3. Encefalitis amebiana granulomatosa (EAG)

La especie de Acanthamoeba spp. o la Balamuthia mandrillaris. causan
infecciones en el sistema nervioso central. Estas infecciones se producen
en hospedadores inmunodeprimidas o inmunodeficientes, donde sus
defensas estan bajas, como es en el caso de las mujeres embarazadas,

HIV, diabéticos, etc. (3)

Sintomas

Los sintomas encefalitis amebiana granulomatosa son: los episodios
convulsivos, cefaleas intensas, la fiebre de alto y bajo grado y a veces

cuadros de insuficiencia renal o insuficiencia hepatica, etc. (44)

18



Vias de ingreso

La via de ingreso de las amebas para este problema neuroldgico, fue ante
cedida a una lesion cutaneas o a través de las vias aéreas. (26). En otras
palabras primero aparece la lesion cutdnea y luego el compromiso

neuroldgico.

Balamuthia mandrillaris

dc.gov/dpdx

Through nagal
passages to the.
lower respiratory
tract!

@ Amebae (cysts and
trophozoites) can

enter humans in -\/(
various ways N
Through ulcer:-#led )> 6

or broken skin

Cysts and trophozoites in tissue

'Results in granulomatous amebic encephalitis
A - nective Stage (GAE), disseminated disease ). or skin lesions

in individuals who are inmune competent as well as
A\ = Diagnostic Stage those with compromised immune systems.

llustracion 5. Encefalitis amebiana granulomatosa (EAG). (34)

3. Queratitis amebiana (QA)

La especie de ameba de vida libre Acanthamoeba spp. Es causante
delesiones en cornea, que consiste en la inflamacion y en la ulceracién
cronica de la cornea- (45) Presentandose en estos ultimos afios en
personas que usan lentes de contacto o en personas que han estado

expuestas aguas contaminadas. (46)

1. Sintomas
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Los sintomas de la Queratitis amebiana son: sensacion de tener un objeto

extrafio dentro del ojo, disminucion o perdida de la agudeza visual. (47)

Acanthamoeba spp.
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Altraves de ojos 1

traves de vias
respiratorias,
L3S amibas (quistes, 2!tasy bajas
trofozoitos) ingresan
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/ \ » |
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Trofozoito ulceras, otras lesiones

T de continuidad 3
Quistes y trofozoitos en tejidos
o 1 Da lugar a queratitis severa,
L 2 Da lugar a encefalitis amibiana

48
granulomatosa y/o enfermedad

diseminada en sujetos inmunocomprometidos.

3 Da lugar a encefalitis amibiana

granulomatosa, enfermedad diseminada,

lesiones en piel, en sujetos

&

L)
<4

Ty

([~

A' Forma infectante
A Forma diagnostica

Tomzdo da: Gomez Marin JE. Protozoclogia Meédica. Bogoté: Manual Modemo; 2010. p. 173-83.
Fig. 1 - Representacion esquematica del ciclo de vida de Acanthamoeba spp.

llustracién 6. Queratitis amebiana (QA) (48)

2. Acanthamebiosis cutanea

Algunas Especies de amebas de vida libre generan infecciones en la piel,

las cuales son dificiimente de diagnosticar. Esto sucede muchas veces en

personas que estan inmunodeprimidas. (49)

3. Sintomas
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Las manifestaciones clinicas también dependen del estado de
inmunocompetencia, de forma que los pacientes inmunocompetentes
presentan multiples lesiones en la piel, manifestandose de forma aguda, sin
compromiso del sistema nervioso central y que evolucionan favorablemente

con el tratamiento, solo si son diagnosticados a tiempo.

En general se puede decir que se trata de una manifestacion tardia de la
diseminacién de la acanthamebiosis sistémica. Las lesiones cutaneas se
caracterizan por ser papulonodulares, purulentas, aparecen pustulas,
placas y celulitis, ademas de abscesos intramusculares con presencia de

trofozoitos en la lesidn cutanea.

1. Aguas termales

Las aguas termo minerales son remedios naturales con virtudes curativas

acreditadas a lo largo de los siglos.

Por su geografia y pasado geoldgico, el Peru es un pais rico en aguas
minerales; desde la antigledad su aplicacion terapéutica es limitada y se

basa en el empirismo por parte de los usuarios.

Se denomina agua termal a aquella que emana a la superficie con una
temperatura 5 °C mas alta que la temperatura superficial; estas aguas
proceden de capas subterraneas, las cuales son ricas en diferentes

componentes minerales.
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El criterio de clasificacion puede ser asumido desde diversos puntos de
vista: fisico, quimico, fisicoquimico, bacteriolégico y otros, el de mayor

aceptaciéon en todo el mundo es el basado en la mineralizacion.

Las aguas termales son aguas medicinales recomendables en afecciones
reumaticas y proceso del aparato locomotor que requieren de rehabilitacion

de hidroterapia, ademas de mostrar efectos relajantes y sedantes. (50)

2. El agua en las pozas o bainos termales

El agua que se emplea en estas pozas o bafos termales deberan ser
suministradas naturalmente, de lo contrario se debera realizar estudios y analisis,

y asi poder contar con las condiciones sanitarias admisibles. (49)

Asi mismo, el agua de estas pozas o bafnos termales deberan ser
constantemente purificadas y recirculadas mediante el ingreso y salida de
las mismas, a fin de mantener sus niveles de calidad; asi mismo se debera
realizar un constante tratamiento de desinfeccién en base a verificar los
niveles de cloro lo cual deberia ser 0.5mg por litros el nivel maximo es de
1.5mg/L, los niveles del pH , etc., a fin de eliminar los microorganismos e
impedir el crecimiento de bacterias tanto gran negativas como gran

positivas (51)

4. Tratamiento del agua de pozas
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El tratamiento que se brinde al agua de pozas o bafos termales debe tener
una correcta desinfeccidon y para ello existen diferentes tratamientos como
el hipoclorito sédico y al contacto con el agua produce acido hipocloroso

(HCIO), capaz de destruir bacterias virus y otro microorganismo.

Para que la desinfeccidn sea efectiva el agua tiene que estar con un pH de
7,2y 7,8y sino fuese asi se tiene que dosificar un acido que se realiza con

bisulfito sédico o acido clorhidrico. (52)

Tratamiento fisico del agua

6. Recirculacion del agua

La recirculacion del agua busca evitar el uso excesivo del agua, retorno en
forma continua y rapida a fin de mantener los niveles de calidad de esta,
mejorando el tratamiento de desinfeccidn producto de la contaminacion de

los bafiistas. (52)

Tratamiento fisico-microbiolégico del agua recreacional

Son tratamientos para regular la pureza de los factores fisico-
microbiolégicos y evita riesgos en el ser humano, como: el cloro, el

hipoclorito de sodio, el controlador del pH y la alcalinidad. (53)

7. El cloro (CI2)
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El cloro por su propiedad quimica es un elemento adecuado para

desinfectar el agua de las pozas; su concentracion es de 0.5 ppm hasta 2

ppm. (54)

8. El hipoclorito de calcio (Ca (ClO).)

Es una solucién al 70% de cloro activo y el resto son oxido y carbono

ambos de calcio. (54)

al entrar en contacto con el agua se produce acido hipocloroso (HCIO).

9. Control de pH

Esta en base al pH 7.2-7.6, compuesta por agentes biocida, basado en
destruir e impedir la accion de un organismo nocivo para el ser humano.

(51)

10. Alcalinidad

La alcalinidad debe oxilar entre 125 y 150 ppm, cuenta con una capacidad
reguladora, en base al bicarbonato de sodio, que se agrega a las pozas

para desinfectarla. (52)

2.3 Hipostasis

No aplica.
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2.4 Variable e indicadores

Variable Tipo delndicadores Escala de

Variable . s
Medicion

Amebas de

vida libre Cualitativa  Prueba directa

Cultivo Nominal
Clasificacion de Acanthamoeba spp.
AVL Cualitativa Naegleria sp.

Balamuthia sp.

2.5 Definicion operacional de términos

Valor

1. Presente

2. Ausente

1. Presente

2. Ausente

1. Presente

2. Ausente

1. Ameba de vida libre: Es un organismo que se esta presente en el suelo,

en agua y hasta en el aire. (35)

2. Patégenos: Es aquel que posee la capacidad de causar enfermedad en el

ser humano.

3. Trofozoito: Son estadios de la AVL por su forma le permite alimentarse,

moverse y reproducirse. (3)

4. Quiste: Es un segundo estadio de la AVL por su forma le permite tener

resistencia para sobrevivir a los ambientes extremos adversos. (4)
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5. Aguas termales: Estas aguas con temperaturas por encima de 4° C a
mas, Estas aguas poseen minerales en grandes cantidades, que salen del

sub-suelo de manera natural. (2)

CAPITULO Il

DISENO Y METODO

1. Tipo de investigaciéon

El estudio fue de tipo observacional, descriptivo, con corte transversal y con un

enfoque cualitativo.

2.  Ambito de investigacion

Los Barfios Termales La Calera se encuentra ubicado en el bosque de Piedras
Huayllay provincia de Pasco departamento Cerro de Pasco. Esta situada a
4380m s. n. m. en la meseta del Bombdn, altiplano de la cordillera de los
andes.

Es posible ubicar en las siguientes coordenadas:(11°00'00"S 76°21'55"0).

Los bafos termales son producto de aguas subterranea de un volcan inactivo;
se caracteriza por presentar temperaturas que alcanzan un maximo de 60°C.
Las aguas de los bafios son graduadas por los encargados del area turistica

para que sean adecuadas a las visitas y uso de turistas.
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8.

llustracion 7. Banos Termales La Calera en Cerro de Pasco. (55)
3. Poblaciéon y muestra

Poblacién

La poblacion estuvo conformada por la muestra por las aguas termales de
Huayllay — Cerro de Pasco, que serviran para el aislamiento e identificacion de
amebas de vida libre patdogenas segun temperatura y pH de las aguas. El

periodo de estudio estuvo comprendido entre junio a diciembre del 2019.

Muestra

Para la realizacion del estudio se tomaron 24 muestras de aguas termales de diferentes
temperaturas y pH, se recolectaron de 4 pozas: 5 muestras superficiales y 1 raspado. En
Huayllay Cerro de Pasco.

Muestreo

No Probabilistico y de conveniencia.

Criterios de seleccion de la muestra
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1.

Criterios de inclusién

Muestra homogenizada.

Correctamente transportadas y colectadas en recipientes estériles y de tapa
rosca.

Muestras colectadas entre las temperaturas de 30°C a 45°C.

Criterios de exclusion

Muestras colectadas en las que se observan residuos soélidos
contaminantes en el momento del muestreo.

Muestras que previo al analisis se observen con turbidez, o presencia de
contaminacién bacteriana.

Muestras con recipientes de colecta abiertos, dafiados o con tapas mal
colocadas.

Técnica e Instrumento de recoleccion de muestra

Técnica: Observacional

Instrumento: Se utilizara una ficha de recoleccién de datos previamente
elaborada y adaptado por los investigadores a la realidad, de acuerdo a los
manuales: Guide to the methods of study and identification of soil
gymnamoebae, publicado por Alexey V. Smirnov y Susan Brown y Frederick

Page 1988. (%9
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3.4.1 Toma de la muestra

Las muestras fueron recolectadas de 4 pozas seleccionados por los
investigadores, Asi mismo, nos permitira establecer el orden morfoldégico de las
AVL al cual pertenecen y delimitar los procedimientos para la recoleccion de la

toma de la muestra, de acuerdo a la posicion, temperatura y el PH del agua.

Procedimiento N°1

Para la obtencién de la muestra, primero se determiné las condiciones del

agua de las pozas, teniendo en cuenta los siguientes parametros:

4. pH (7,2 — 7,6 rango requerido para pozas).

El procedimiento por utilizar fue:

—

. Se introdujo directamente la tira de pH en las pozas
2. Se compardé el color con la escala de pH
3. Se registro el valor del pH en la guia de observaciones.
4. Temperatura. (Normal sobre los 30 °C)
El procedimiento por utilizar fue:
1. Se introdujo el termémetro directamente en las pozas a unos 25 cm de
profundidad.
2. Se mantuvo una agitacion constante con movimientos circulares

3. Se regqistré el valor de temperatura en la guia de observaciones.

procedimiento N°2
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La toma de la muestra de agua se realizé en 4 pozas de los Bafios Termales
La Calera (Pasco), en 6 diferentes momentos. La muestra fue de 200 ml en
frascos estériles de boca ancha y tapa rosca, en 2 lugares de la poza: la

superficie y el raspado de pared, haciéndose un total de 24 muestras. El

proceso fue de forma manual y de la siguiente manera.

1. Muestra de la superficie: Se recolecto el agua en el frasco estéril tapa rosca
introduciendo el frasco directamente.

2. Muestra de raspado de la pared: Se recolecto la muestra utilizando una
gasa estéril y se procedié a raspar la pared de la tuberia de salida de agua

con ello, obteniendo la muestra y guardandolo en un frasco estéril.

Todas las muestras tomadas fueros rotuladas y codificadas.

Procedimiento N°3
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Las muestras fueron empaquetadas y conservadas a temperatura ambiente
para su traslado desde Cerro de Pasco a Lima hasta su procesamiento en el

laboratorio.

Procedimiento N°4

Preparacion del medio de cultivo Agar no Nutritivo (ANN):

20g de agar

1000 ml solucion salina 0.9 %
Tubo estéril (suspension de E. coli)
Cepa de E. coli.

Placas preti estériles descartables

Se vertié 20g de agar en 1000ml de solucién salina al 0.9% y se esterilizé en

autoclave posteriormente de plaqueo en placas estériles de 90x15mm.

Se llend, el tubo estéril con suero fisiolégico y se hiso una suspension con
E.coli, se vertid la suspension bacteriana en las placas con el medio de cultivo

en toda la superficie de este y se llevo a incubar a 37 °C por 24 horas.

Procedimiento N°5

En el laboratorio Preparamos las placas de agar no nutritivo cubiertas con

Escherichia coli, se le agregd 5 gotas de cada muestra en forma de cruz a
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cada medio de cultivo, obteniendo 72 siembras en total, esto se realizd con la

finalidad de garantizar el mayor crecimiento de AVL.

Las 72 siembras se llevo a incubar a 30 °C de 7 a 10 dias, después de estos
dias se buscé amebas de vida libre atreves del microscopio y al no tener
evidencia clara por contaminantes, clonamos en placas nuevas con E.coli para
poder obtener cultivos mas limpios y libre de contaminantes y se los llevo a

incubar por 7- 10 dias mas.

Pasado los 10 dias observamos al microscopio, los que no habia presencia de
amebas se dejaban en observacion de 20 a 90 dias. Consideramos presencia

de amebas de vida libre al observar a través del microscopio quistes de AVL.

1. Plan de procedimientos de datos y analisis de datos

1. Procedimientos administrativos:

1. Se solicitd la aprobaciéon del proyecto de investigacion a la Universidad
Norbert Wiener.

2. Se redacté la solicitud dirigido a las autoridades de la administracién de
los Bafos Termales la Calera, con la finalidad de obtener la autorizacion y
brindar facilidades para realizar el estudio.

3. Se coordiné con las autoridades de la administracion de los Bafios
Termales la Calera, a fin de programar el horario para la recoleccion de las

muestras.
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4. Se aplico los criterios de inclusidn y exclusion, para la recoleccién de la
muestra

5. Analisis de los datos

Los datos fueron organizados haciendo uso del programa Microsoft Excel

2010 Los resultados se presentaran en tablas de Excel.

1. Aspectos éticos

La investigacidn, respeta los aspectos bioéticos de la investigacion cientifica. se respetaron las
condiciones medio-ambientales de los banos termales, evitando impactos negativos durante la
recoleccidn de muestras.
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CAPITULO IV

RESULTADO Y DISCUSION

4.1. Resultado

Cerro de Pasco es una ciudad del centro del Peru, capital de la provincia de
Pasco y el departamento Cerro de Pasco. Esta situada a 4380 m s. n. m. (metros
sobre el nivel del mar), en la meseta del Bombodn, altiplano de la cordillera de los

Andes.

Los banos termales “La Calera” se encuentra ubicado en el bosque de Piedras
Huayllay en el departamento Cerro de Pasco. Es posible ubicar en las siguientes

coordenadas: (11°00'00"S 76°21'55"0)

Bafios termales de La Calera tiene 3 piscinas y una cueva volcanica desde donde
se puede observar el Bosque de piedras de Huayllay. Actualmente existe 4 pozas

de los Banos Termales La Calera (Pasco),

Estas aguas termales se caracterizan por presentar temperaturas que alcanzan un
maximo de 60°C. Nosotros tomamos las muestras de estas aguas termales en el
mes de junio a diciembre del 2019 en 5 diferentes momentos, para aislar amebas

de vida libre.

Nosotros tomamos muestras de las 4 pozas, por cada poza se tomo 5 muestras
de agua superficial y 1 muestra de raspado, en total fueron 24 muestras de agua y

raspado de la superficie de la poza.
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De las 4 pozas, se consiguié aislar amebas de vida libre en 3 de ellas. En las
pozas N° 1 y N°4 se aisl6 Acanthamoeba spp. y en la N° 2 ameba desconocida.

[Insertae Sedis]

La proporcion de éxito en el aislamiento es de un 12.5% de Amebas de Vida Libre

en las pozas termales de Cerro de Pasco.

Cuadro de resultados de nuestros hallazgos

Aislamiento de amebas de vida libre en las aguas termales de LA

Calera Cerro de Pasco, Peru.

S1 S2 S3 S4 S5 R-A
Poza N°1 - - - - - +
Poza N°2 - - - + - -
Poza N°3 - - - - - -
Poza N°4 - + - - - -

S= superficie; R-A= raspado A,

R-A = Quiste de Acanthamoeba sp.
S2 = Acanthamoeba sp
S4 = ameba desconocida [Insertae Sedis]

Las temperaturas de las pozas fueron:
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Poza-1= ,Poa2= ,Poza3= ,Poza4-=

la poza N°1y N° 4 el cual contaba con una temperatura de 35°cy un pH de 7

la poza N° 2 con una temperatura entre 35 —45°cy un pH de 7

4.2. Discusion

Las fuentes de agua termales en nuestro pais son un atractivo turistico muy cotizado, pero con
bajo presupuesto para establecer un mejor servicio al turista. Ademas, el desinterés de los
académicos y personal sanitario y de las propias autoridades regionales que tienen a su cargo
personal que es responsable de las evaluaciones microbioldgicas no ejercen sus funciones en el
sentido estricto de evaluaciones a nivel microbioldgico incluyendo muchos otros potenciales
patdgenos.

Como se ha podido evidenciar, al menos 3 pozas de 4 poseen amebas de vida

libre, pero solo dos se ha observado alta proliferacion de Acanthamoeba sp.

Las Amebas de Vida Libre son un grupo heterogéneo de eucariotas (56), que se
encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza en todo el mundo, son muy
abundantes en la naturaleza y en las zonas urbanas/rurales, ya que pueden
sobrevivir en una amplia variedad de habitats, incluyendo ambientes inhéspitos,
gracias a su poca demanda de alimento y a que puede formar estructuras
conocidas como quistes que las hacen resistentes.

Las amebas de vida libre (AVL) son microorganismos que habitan el suelo, polvo,
agua, hielo, viento etc (57) , son ubicuos en el medio ambiente (58), algunas
especies son de importancia clinica debido a que son capaces de causar una alta
tasa de mortalidad >98%. Sin embargo, es una entidad clinica de baja frecuencia y

por ello suele pasar desapercibida.
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La cantidad de aguas termales que posee el Peru es impresionante, asi como
impresionante la escasisima literatura respecto a la presencia de amebas de vida
libre en estas fuentes termales.

En otros paises se ha demostrado que el agua termal podria albergar
Acanthamoeba sp, Naeglerias sp y Balamuthia mandrillaris (59). Este articulo
provee la evidencia que es posible que en nuestro pais podamos encontrar
amebas en aguas termales y ser altamente peligroso a los turistas.

Creemos que deberian de incluir a las amebas de vida libre dentro de un grupo de
microorganismos con alta capacidad patogénica y con prioridad “1” en fuentes de
agua recreacionales, termales y piscinas.

Este tipo de acciones podrian logar de alguna manera, mejorar los aspectos
sanitarios de los balnearios y la seguridad en materia de salud.

Sin embargo, hace falta una legislacion ordenada y beneficiosa y después una
fiscalizacion efectiva con sanciones ejemplares.

La infeccidn por amebas de vida libre podria ser una cuestion de vida o muerte, y
por lo tanto debe existir una garantia en los establecimientos que brinden Piscinas

y/o bafos termales.

La casuistica de enfermedad letal por Balamuthia mandrillaris en Peru es muy
clara. (60)

En Perud, lo comun es que aparezca lesiones cutaneas y posterior a este,
aparecen las lesiones cerebrales. ElI 98 % de los pacientes con esta presentacion

clinica sucumben a la infeccion. Los tratamientos no estan estandarizados, es
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decir no es posible predecir qué sucedera con el paciente administrandole el
farmaco. (60)

El presente estudio sobre el aislamiento y caracterizacién morfoldgica de las amebas de vida libre
potencialmente patdgenas de los bafios termales la calera del Distrito de Huayllay, provincia y
departamento de Pasco, 2019 a mas de 4,000 msnm es un hallazgo importante.

Sin embargo, en la tesis de Centeno 2016 interesantemente se hace referencia a
un estudio realizado en Cusco. En una tesis de hace 20 afios exactamente, que la
publicé (61). En su trabajo sobre prevalencia de Naegleria y Acanthamoeba en
aguas geotermales y geomedicinales de las localidades de la Raya-Aguas
Calientes, afirmé que de 30 muestras de aguas procesadas: El 16.7%
corresponden a Acanthamoeba spp. Asi mismo de 14 muestras de agua de uso
recreacional un 50% fue positiva para Acanthamoeba, encontrandose

Acanthamoeba spp en la zona de San Pedro mas no en San Pablo.

Creemos que es necesario que mas estudios de este tipo se hagan a fin de hallar
los agentes potencialmente indecisos en estos fuetes de agua y realizar controles

periddicos.

CAPITULO V
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CONCLUSION Y RECOMENDACION

5.1. Conclusiones

1. Se concluye que, a través del examen directo y de cultivo se evidencio

presencia de ameba de vida libre

2. Se concluyd que, los factores que contribuyen a su existencia de ameba de

vida libre son la temperatura y el pH.

3. Se concluyé que, si existe amebas de vida libre segun su morfologia en las

aguas termales de la Calera, Cerro de Pasco, Peru. A 4000 msnm

5.2. Recomendaciones

1. Serecomienda la evaluacién microbioldgica de las piscinas termales en el Perd, incluyendo en
los parametros la busqueda de amebas de vida libre potencialmente patdgenas.

2. Serecomienda una politica educativa a los administradores de piscinas. La salud de muchas
personas dependeria de la informacidn que dispone el administrador y de los riesgos que
existen al exponerse a una piscina contaminada con amebas de vida libre.

3. Sesugiere que el ministerio de Salud en coordinacidn con otros sectores del gobierno
asesore a los administradores y otorgue mecanismos de control y evaluacion continua sin
tener que cerrar las fuentes de ingreso a dichas poblaciones que dependen del turismo de las
aguas termales.
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ANEXO N°1: Matriz de consistencia

Objetivo general

Demostrar la presencia de

amebas de vida libre Examen directo

“aislamiento y

. patdbgenas en los Banos
caracterizacion

¢Existe amebas deTermales la Calera — Cermroaomebas de vida

. Vvida libre ge Pasco, 2019. libre patégenas
amebas de vida .
potencialmente
libre patégenas
patégenas en lo

morfolégica de
Examen Cultivo
SObjetivos especificos

en los B
Bafos Termales la1.

Determinar el tipo
banos termales la Calera — Cerro dede amebas de vida libre

calera, Cerro de Pasco, 2019? patdogenas de acuerdo al

Pasco ,2019” raspado o superficie de los

Barnos Termales la Calera

2. Establecer la

presencia de las amebascgsificacion de Acanthamoeba spp..

libres de acuerdo a susla ameba de vida

temperatura y pH de IasIIbre

Naegleria spp..

Balamuthia spp..

aguas de los Banos

Metodologia:

El estudio de tipo observacional,
descriptivo, con corte transversal
y con un enfoque cuantitativo.

Poblacion

La poblacién estara conformada por
muestras de las aguas termales que
servirdn para el aislamiento e
identificacién de amebas de vida libre
patégenas. Periodo de estudio
comprendido entre junio a diciembre
del 2019.

Muestra

Se trabajara con la totalidad de
muestras que cumplan los criterios
de seleccién.

Muestreo

No Probabilistico y de conveniencia.
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Termales la Calera
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ANEXO N°2. Carta De Presentacion
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ANEXO N°3. Carta De Respuesta

SMCOMUNIDADICAMEESINATDEIHUAYLLAY

FUNdAdO el 09 de Seviembre de 1874
Pasco - Peru

“Anio de la Iucha contra la corrupcion y la impunidad”

L= HUAYLLAY 14 DE OCTUBRE DEL 2019

— Dr. JUAN CARLOS BENITES AZABACHE
PRESIDENTE DE LA EAP TECNICO NEDICA DE LA "
UNIVERSDAD NORBEKT WIENER

ASUNTO  :RESPUESTA DE AUTORIZACION
PRESENTE, anMilNINAN PAMBECH:

Por medio de la presente nos dirigimos a Ud. para saludarle muy
cordialmente @ nombre de la Junta Directiva de la Comunidad Campesina de
Huayllay periodo 2019. Asi mismo es para manifestarle lo siguiente; En
referencia a la CARTA N° 731 — 09 — L49 — 2019 — DFCS — UPNW. Donde
solicitan la autorizacion para realizar la recoleccién de datos del proyecto de
Investigacion en los bafos termales de la calera. En tanto nuestra comunidad da
la autorizaciéon comrespondiente a dicha solicitud

Sin otro particular le reiteramos las muestras de nuestra distinguida
consideracion y deferencia personal.

Muy atentamente,

A= . ._@)M'/t// -
/‘l y

@©ficinas

RlazalRnineipallbayllay,
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ANEXO N°4. Banos termales LA CALERA
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Poza N.° 1 La poza de los nifios T°: 35°C / PH: 7
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Poza N.°2 La Cueva T°:35/ Ph:7

ANEXO N° 6. Preparacion de materiales y

medio de cultivo (ANN)
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Las 24 muestras de agua
termal

Sembrado de la Mx

Clonacién de amebas

Placas clonadas
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clona a(2)

ANEXO N7. Amebas de vida libre vistas a través del microoio.

o . i iy G0

Figura N.° 1 Quiste de Acanthamoeba spp. Poza N° 1 clonacion
2. Vista a 40x.

1
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o

Figura N.° 2 Quiste de Acanthamoeba spp. Poza N° 1 clonacion
2. Vista a 40x. (foto de camara digital)

Figura N.° 3 Quiste de Acanthamoeba spp. Poza N.° 1
clonacion 2. Vista a 100x.

P 2iS4ra4)

Figura N° 4 Ameba desconocida [Insertae Sedis]. Poza
N°2. clonacion 4. vista a 40x
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Figura N° 6 Ameba desconocida [Insertae Sedis]. Poza
N°2. clonacion 4. vista a 40x

Figura N° 7 Ameba desconocida [Insertae Sedis]. Poza
N°2. clonacion 4. vista a 40x
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Figura N° 8 Quiste de Acanthamoeba spp. Poza N°4
clonacion 2, visto a 40x

Figura N° 9 Quiste de Acanthamoeba spp. Poza N°4
clonacion 2, visto a 100x
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