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RESUMEN

Objetivo: Aislar e identificar la presencia de amebas de vida libre en muestras
ambientales de la provincia de Cafiete-Lima Perd. Material y Métodos: Se
analizaron 18 muestras tomadas en la rivera del rio Cafiete, las muestras de suelo
y agua fueron de la rivera del rio cafiete fueron procesadas y fueron sembradas en
medio ANN para el aislamiento e identificacion morfolégica de amebas de vida
libre identificandolo a nivel de género. Resultados: Estas se procesaron para el
aislamiento de ameba de vida libre. El 77.7% de las muestras mostro ser positivo
a la presencia de amebas de vida libre. El 66.6% de las muestras mostro
Acanthamoeba sp, y el 50 % de las muestras se observaron estructuras
compatibles con Naegleria sp. y 16% (3) Leptomyxa sp. Conclusiones: Estos
hallazgos deben de ser considerados importantes debido a la probabilidad de que
algun poblador se infecte por exposicion a las fuentes de agua o suelo. La
presencia de Acanthamoeba sp, supone un riesgo potencial para la salud y por

ello deberia de realizarse mas investigacion al respecto.

PALABRAS CLAVE: amebas de vida libre, suelo, amebas patdgenas, protistas

potencialmente patdgenos.



SUMMARY

Objective: Isolate and identify the presence of free-living amoebae in
environmental samples from the province of Cafiete-Lima Perd. Material and
Methods: 18 samples collected from the banks of the river were analyzed in
Cariete, samples of soil and water were the banks of the river cafete were
processed and were seeded on ANN medium for the isolation and morphological
identification of free living amoeba to level genus. Results: These were processed
for isolation of free-living amoeba. 77.7% of the samples proved to be positive for
the presence of free-living amoebae. 66.6% of the samples showed
Acanthamoeba sp, and 50% of the samples were observed with compatible
structures Naegleria sp. and 16% (3) Leptomyxa sp. Conclusions: These findings
should be considered important because of the probability that a resident was
infected by exposure to water sources or soil. The presence of Acanthamoeba sp,

poses a potential health risk and therefore more research should be done about it.

KEYWORDS: free-living amoebae, soil, pathogenic amoebae, potentially

pathogenic protists.



CAPITULO I: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del Problema:

Las infecciones parasitarias ocasionadas por protistas dan origen a diversos
procesos infecciosos que suelen ir acompafiados en algunos casos por
diarreas acuosas 0 sanguinolentas, dolor abdominal y fiebre. Lesiones
cutaneas, ulceras cutdneas y cuadros que comprometen el encéfalo como
meningitis, son poco conocidas a excepcion de algunos especialistas. Los
parasitos del medio ambiente, no se le suele dar mucha importancia, sin
embargo en los ultimos afios ha sido interesante el rol ecolégico de algunos
protistas como las amebas de vida libre, debido a una entidad clinica
(meningitis) pocas veces observada en los paises de la region latina en
general, su alta tasa de letalidad con baja frecuencia la convierte en una
enfermedad rara (1). El ciclo de vida de estos parasitos se inicia a través de
la ingesta, colonizacién, o ingreso por material contaminados; pueden ser
transmitidos en forma vegetativa (trofozoitos) o quistica, siendo el Trofozoito
la forma infectante para el hombre (1). Generalmente el agua suele ser el
vehiculo mas importante para los agentes patdgenos causales de diversas
enfermedades en el humano. Pero también puede ser el polvo ambiental,
pero y también interviene en la ecuacion de los cambios climaticos.

Las amebas de vida libre (AVL) son ubicuas en la naturaleza, encontrandose
en aire, suelo, lodo, agua de mar, rios, lagos, fuentes, piscinas y sedimento

marino etc. alimentandose de bacterias pero, comportandose en algunas
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1.2.

ocasiones como parasitos oportunistas (1). Por estas caracteristicas se les
denomina también amebas anfizoicas, aludiendo a su capacidad de
sobrevivir en el medio ambiente (vida libre) como invadir algun hospedero,
pudiendo ocasionar meningoencefalitis amebiana primaria (MEAP),
encefalitis granulomatosa amebiana (EGA) o queratitis amebiana (KA) (1,2).

Las infecciones a humanos por AVL son poco frecuente, sin embargo la tasa
de letalidad esta alrededor del 98% (3), también se han reportado un
incremento de casos en asociacion al VIH/SIDA, estos cursan cuadros
clinicos con EGA, los pacientes inmunosuprimidos son particularmente

susceptibles a estas infecciones (1, 3, 4).

Este estudio pretende determinar la presencia de amebas de vida libre en
muestras ambientales, estas muestras entran en contacto con humanos en
la zona de cafiete, no hay reportes de infecciones en esta zona de Lima,
sin embargo es posible detectar los potenciales riesgos para la salud

identificando estos protistas.

Formulacion del Problema:

1.2.1. Problema General:

¢Existen amebas de vida libre en aguas de regadio de la zona

agricola de Cafete?



1.2.2. Problemas Especificos:
e ¢Cuales son los morfotipos de amebas de vida libre en aguas de
regadio de la zona agricola de Carfiete?
e (;En qué canal de regadio de la zona agricola de Cafiete, hay
presencia de amebas de vida libre?
e (En qué punto de los canales de regadio de la zona agricola de

Cafete, hay presencia de amebas de vida libre?

1.3. Objetivos:

1.3.1. Objetivo General:

Determinar la presencia de amebas de vida libre en aguas de regadio

de la zona agricola de Cafiete.

1.3.2. Objetivos Especificos:

e Determinar los morfotipos de amebas de vida libre en aguas de
regadio de la zona agricola de Cafiete.

e Determinar en qué canal de regadio de la zona agricola de
Cariete, hay presencia de amebas de vida libre.

e Determinar en qué punto de los canales de regadio de la zona

agricola de Cariete, hay presencia de amebas de vida libre.
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1.4. Justificacion:

Existen muy pocos estudios para establecer la presencia de AVL en el
ambiente en nuestro pais, el presente trabajo de investigacién se basa en
conocer el estado del agua en zonas ambientales de la provincia de cafiete.
Esta evaluacibn es para determinar los morfotipos de AVL en estas
localidades, pero ademas es una exploracién ambiental para establecer la

presencia de Acanthamoeba , Naegleria y posiblemente Balamuthia.

Actualmente, no se conoce la presencia de amebas de vida libre

potencialmente patégenas en las zonas de cafiete.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Bases Tedricas:

Los protistas son organismos eucariotas por lo general unicelulares, pero
algunos con mas de dos ndcleos, son de tamafio variable, de 0.02mm a
100mm. Por su forma, pueden ser esféricos, ovoides, de simetria, bilateral o
polimorfos, como las amebas en estadio de trofozoito, que no tienen forma

consistente debido a su citoplasma en movimiento constante (5).

Los protistas presentan estructuras de locomocién como, flagelos, cilios,
pseuddpodos y membrana ondulante. Existe el estadio de trofozoito el cual
es el infeccioso, y también pueden presentar estadio de quiste, que es su
forma de resistir las condiciones adversas. La reproduccion en los protistas
puede ser asexuada y sexuada. La primera es la mas simple y se produce
por fision binaria longitudinal (Tripanosoma) o transversal (Balantidium), tras
division del nucleo por mitosis, amitosis o formas intermedias. Las amebas
se dividen por fision binaria, pero en algunas ocasiones hay divisiones
multiples. Recientemente se ha especulado la posibilidad de reproduccion
sexual en amebas de vida libre (6).

Algunas de las amebas de vida libre (AVL) son un grupo de protistas
anfizoicos causantes de enfermedades en el ser humano de curso diverso,
que afectan preferentemente al sistema nervioso central (SNC)

neurotropicos, también causan infecciones cutaneas en individuos sanos e
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inmuno-suprimidos (1,3,6) y mas recientemente rinosinusitis ha sido descrito
(7,8,9). Los géneros conocidos causantes de enfermedades en humanos y
animales son: Acanthamoeba sp., Naegleria fowleri, Balamuthia mandrillaris
y Sapinia pedata (1,3). Ha habido multiples criterios de clasificacion, pero en
esta ocasion seguiremos el esquema de Adl et al., 2005 (10)

Los Protistas estaban agrupados en cuatro grupos: Sarcodina (amebas);
Mastigéforos (flagelados); Sporozoa (ademas de las formas esporas
protozoos parasitos); y Infusoria (ciliados). Pero recientemente, la Sociedad
Internacional de Protozoologia abandoné a la taxonomia clasica y cred un
nuevo sistema basado sobre los enfoques morfolégicos actualizados
empleando vias bioquimicas y filogenética molecular (Adl et al 2005) (10). De
acuerdo con este nuevo esquema, los eucariotas se han clasificado en seis
grupos o0 'Super Grupos' Amoebozoa, Opisthokonta, Rhizaria,
Archaeplastida, Chromalveolata y Excavata. Acanthamoeba y Balamuthia
mandrillaris se incluyen en el Super Grupo Amoebozoa (Acanthamoebidae);
Naegleria fowleri bajo Sdper Grupo Excavata (Heterolobosia,
Vahlkampfiidae) y Sappinia bajo Super Grupo Amoebozoa (flabellinea,

Thecamoebidae) (Smirnov et al., 2005) (11).

Order Centramoebida Rogerson and Patterson, 2002 em. Cavalier-Smith, 2004
Family Acanthamoebidae Sawyer and Griffin, 1975. Acanthamoeba,
Protacanthamoeba Family Balamuthiidae Cavalier-Smith in Cavalier-Smith et al.,

2004. Balamuthia (12, 13)
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KingdomProtista

¥
Sub-kingdom Protozoa
Phylum Samoma:tignphnra

¥
Sub-phylum Sarcr}dina
Superclass Hh|IFpﬂdEl
Class Lobosea

¥
Subclass Gymnamoebla

;-f’ff :

Order Amoebida Schizopyrenida

SN l

Family Entamoebidae Harimannellidae Acanthamoebidae  Vahlkampfiidae

AN 7N

Genus Entamoeba Hartmannela Acanthamoeba Balamuthia Naegleria Vahlkampfia

Fig N° 1: Clasificacion actualizada de las amebas patdégenas para humanos,

Tomado de: Smirnov et al., 2005

Las Amebas se caracterizan porque se mueven por medio de prolongaciones
citoplasmaticas (pseuddpodos), que se proyectan y retraen en respuesta de
estimulos externos (11). Los parasitos comensales obtienen beneficios del
huésped que aloja proporcionandoles alimento, y permitiéndoles
reproducirse, pero no perjudican ni ayudan al huésped. Las amebas de vida
libre son parasitos facultativos, o sea que no necesitan para vivir la presencia

obligada de un huésped. Se las encuentra distribuidas por todo el mundo y
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en su forma libre habitan en aguas dulces, salobres, termales y agua de matr,
ademas del sedimento de mar. (14).

El género Acanthamoeba sp. se compone de diversas especies, algunas son
patdgenas a humanos y animales, pueden ser considerados oportunistas
cuando infectan personas inmunosuprimidas (SIDA o pacientes crénicos),
cepas como: A.castellanii, A. culbertsoni, A. hatchetti, A. healyi, A.
polyphaga, A. rhysodes, A. astronyxis, y A. divionensis (15); sin embargo
recientemente se ha clasificado a las Acanthamoeba por genotipado

molecular, hoy en dia existe el genotipo T1- T20 (15,16, 17).

Solo algunos de ellos han sido relacionados a enfermedades en humanos.
Algunos genotipos pueden producir queratitis (compromiso de la vista, por
destruccion de la cérnea), la dermatitis amebiana, infeccion producida por
abrasiones cutaneas en contacto con aguas o suelos contaminadas, otros
casos afectan pacientes inmuno-suprimidos llegando a provocar una
infeccion crénica afectando el SNC conocida como meningoencefalitis
granulomatosa amebiana MEG (4); y muy recientemente descrita es la
rinosinusitis (18, 19).

Naegleria fowleri, los trofozoitos corresponden a estructuras ameboideas que
en preparaciones frescas miden 10 a 15 y de diametro mayor, tienen un
abundante citoplasma vacuolados o granular, y un gran ndcleo central, claro
y redondo con un nucléolo esférico y refringente; el movimiento, se realiza a
través de seuddpodos redondeados o lobopodios, de tamafo variable. se

halla en ambientes de aguas dulces como predador de bacterias (14 ). En los
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cuerpos de agua que estan entre temperaturas aproximadas de 20-27°C de
lagos, piscinas y estanques podrian contener la forma vegetativa de N.
fowleri. Los habitad mejor conocidos para las amebas son: El suelo, puede
ser un excelente medio para la conservacion de estos protistas, nutrientes
del suelo favorecen la supervivencia las amebas son la humedad, la
consistencia, pH, temperatura y composicién (humus, arcilla, etc.); El agua,
puede actuar como vehiculo para muchos tipos de parasitos, y es necesaria
para que los paréasitos completen su ciclo biolégico por alojar y/o desarrollar
huéspedes intermediarios. En el caso de las amebas de vida libre, este es el
medio donde suelen vivir mucha parte del su ciclo biolégico, por ello son
habitantes innatos de los cuerpos de agua; Condiciones geografico-
climéticas, la humedad, las lluvias, la temperatura, la vegetacion, la latitud,
la altitud, etc. pueden favorecer o reducir el desarrollo de amebas de vida
libre, puede determinarse en algunos casos la distribucion geografica de los
protistas como las amebas, pero recientemente se ha identificado que son

capaces de sobrevivir en las condiciones méas desfavorables (14).

Enfermedades infecciosas provocadas por amebas de vida libre.

Las infecciones producidas por AVL estan circunscrito a cuatro géneros:
Acanthamoeba sp., Naegleria fowleri, Balamuthia mandrillaris y Sappinia sp.
En todos los casos, la infeccibn se debe al contacto con suelos o agua
contaminada por estos protozoos. Como es habitual en las infecciones

parasitarias, las manifestaciones de la infeccion dependen del estado de
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inmunocompetencia del hospedador. Asi las amebas patbégenas de este
grupo (excepto Naegleria fowleri) ocasionan en el paciente inmunodeprimido
una meningoencefalitis con peculiaridades dependiendo del género implicado
(afectacion cutanea o sinusal, presencia o no de granulomas). En el paciente
inmunocompetente, los dos cuadros clinicos mas caracteristicos son la
queratitis asociada a lentes de contacto (por Acanthamoeba sp.) y la
meningoencefalitis amebiana primaria por Naegleria fowleri (en buceadores)
(1)

Acanthamoeba: Una de las amebas de vida libre mas abundantes en el
ecosistema y que con frecuencia es posible aislarla de casi cualquier
hébitat, es causante de una serie de 5 presentaciones clinicas bien
definidas: queratitis, diseminacién sistémica, lesidbn por compromiso cutaneo,
rinosinusitis y Meningoencefalitis granulomatoso, este ultimo es una entidad
rara pero con una alta letalidad. Los genotipos capaces de producir
Infecciones en humanos son los de Acanthamoeba (genotipos
T1,T2a,T4,T5,T10,T12). Perq, describe solo algunos casos limitados a la

costa (20).

Los casos de MEG suelen ser fatales muchas veces, los pacientes se
infectan del medio ambiente, ya sea por nadar o estar expuesto al polvo, y
algunas veces el sistema inmune podria encontrase en un estado no optimo.
Cualquiera sea el mecanismo empleado por la Acanthamoeba, es muy dificil

de identificar la infeccion debido a que suele parecer casi cualquier
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enfermedad, pocos test de identificacién existe comercialmente y el clinico

debe ser muy perspicaz.

Los pacientes debutan con cefalea intensas y sin origen claro, entran en
estado de estupor y N. fowleri Es causante de un cuadro clinico
extremadamente severo y mortal conocido como meningoencefalitis
amebiana primaria (MAP), el cual consiste un dafio del SNC con necrosis Yy
hemorragia cerebral multifocales, produciendo la muerte en nifios y jovenes
adultos sanos (21), que estan asociados a la natacion y bafos. Este ingresa
por la cavidad nasal y por conduccién del nervio olfatorio llega al SNC
produciendo MAP (22); los primeros sintomas son cefaleas intensas, rigidez
de nuca, vomitos, fiebre alta y posteriormente anormalidades neuroldgicas
como fotofobia, letargia, convulsiones, confusién y luego de 5-7 dias en
promedio desde la aparicion de los sintomas se produce la muerte fulminante
(22).

Balamuthia mandrillaris es una AVL patégena emergente de humanos y
animales (1,3,6), causante de graves infecciones cutdneas centro faciales
(24) y meses después se desarrolla una EGA similar a la producida por
Acanthamoeba sp. (24,25) en personas sanas e inmunosuprimidas
asociados a la interaccidon con lagos y rios con quistes o trofozoitos que

ingresan presumiblemente por la cavidad nasal o la piel (20, 25).

Es muy importante establecer lugares y centros donde podria existir un

considerable numero de protistas altamente patdgenos.
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2.2. Antecedentes:

2.2.1. Antecedentes Internacionales:

El nimero de casos reportados de MEG por Acanthamoeba a nivel
mundial se estima aproximadamente en 200 casos para infeccion
sistémica y mas de 3000 casos reportados para queratitis amebiana
(1,3).En centro américa se han aislado amebas de vida libre en pozas,
piscinas y lagos de El Salvador (26), se encontraron AVL en dos
muestras de agua tomadas del fondo de piscinas con agua clorada, y
en una muestra tomada del fondo de otra piscina de agua no clorada
(26). Al sur del continente, Astorga et al.,, 2011, reportan el primer
informe de los genotipos T3, T4y T11 de Acanthamoeba en unidades
de aire acondicionado de Chile (27). Recientemente Argentina ha
reportado solo dos casos por Acanthamoeba queratitis (28,29). Brasil
dispone de mucha mas informacién respecto a la presencia de
Acanthamoeba en el medio ambiente (30, 31, 32, 33). Deteccion de
Amebas patdégenas del género Acanthamoeba por PCR en cuerpos de
agua recreativos en el estado de San Luis Potosi, México, Ortiz et al.,
2004., Colectaron 74 muestras se procesaron por los métodos
convencionales para detectar organismos pertenecientes al género
Acanthamoeba. Se identificaron amibas patégenas del género
Acanthamoeba del ambiente. La presencia de amebas del género

Acanthamoeba en los cuerpos de agua estudiados, representa un
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2.2.2.

riesgo potencial de salud publica (34).

La busqueda de ambas de vida libre por parte de los grupos de
investigacién de México ha llevado a encontrar muchas hébitats de
las amebas, los recientes trabajos de Ramirez et al.,2006, 2012 asi lo
ponen de manifiesto, pero muchos otros estudios de la republica
mexicana han demostrado la gran diversidad de estas amebas en

el pais centroamericano ( 35, 36, 37, 38).

En general, existe poca informacién y solo algunos paises como
Brasil y México disponen de informacion relevante tanto en casos

clinicos como en la busqueda del medio ambiente.

Antecedentes Nacionales:

En nuestro pais, los casos por Acanthamoeba solo llegan a ser un
puiiado de casos reportados, Sin embargo la historia de los casos por
Balamuthia mandrillaris en Perl, son llamativamente superiores

respecto a otros paises de la region sudamericana.

En el Peru se han presentado casos de infeccion por AVL desde 1957,
cuando Delgado y Aguila Pardo publican el primer caso de abscesos
amebianos cerebrales y meningoencefalitis sin compromiso hepatico

ni pulmonar (39). Takano en 1976 reporté 3 casos observados de
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encefaliis en 2 hospitales de Lima (Takano, 1976) (40).
Posteriormente en 1979 el doctor Albujar P. reporté un caso de
meningoencefalitis en Trujillo causado por Acanthamoeba sp. (41). En
los afios 90 siguieron apareciendo los casos: en 1996 se reporto 4
casos de acanthamoebiasis cerebral en el Servicio de Anatomia

Patologica en el instituto de salud del nifio por el Dr. Narvaez (42 ).

El Dr. Galarza también reportd; en 1997 (43) ,un caso de amebiasis
cutanea en el Hospital Nacional Dos de Mayo de Arequipa; en 1998, el
caso de una nifia de 9 afios con desarrollo de una encefalitis por
Acanthamoeba sp. y en el 2006, 4 casos de lesiones cutaneas
causados por Acanthamoeba sp, (3 pacientes inmunosuprimidos y uno
inmunocompetente) (44). En el 2003 se reportd el caso de un nifio de
13 afios con lesiones cutaneas y EGA probablemente por Balamuthia
mandrillaris (Ballona et al., 203) (45). En el afio 2006 se presento el
caso de una mujer de 21 afios de Lima-Peru con lesiones cutaneas y
afeccion del SNC con EGA por B. mandrillaris y se tratd con
fluconazol, miltefosine y albendazol resultando en la recuperacion

exitosa del paciente (44).

Recavarren et al., 1999, Campos et al., 1999, Gotuzzo et al., 2000,
Bravo y Seas 2012, Describen casos de Balamuthia, muchos de

estos casos han sido referidos al CDC en su momento y fueron
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identificados como Balamuthia por Inmuno-histoquimica y PCR (46,

47, 48, 49)

Cabe resaltar que no se han descrito casos de MAP por Naegleria

fowleri en el Perq.
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CAPITULO IIl: METODOLOGIA

3.1.

3.2.

Disefio del Estudio:

Estudio descriptivo de tipo transversal.

Poblacion:

Agua de 3 canales de regadio de la Provincia de Cafiete; Peru: canal San

Miguel, canal Maria Angola y canal Viejo de Nuevo Imperial; durante el mes

de agosto del 2015.

3.2.1. Criterios de Inclusion:

e Agua de las orillas de los canales de regadio.

3.2.2. Criterios de Exclusion:

e Agua contaminada con productos quimicos proveniente de relaves

mineros.

e Agua contaminada con tierra, producto de desprendimientos por

huaico.
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3.3. Muestra:

Se recolectaron 18 muestras de agua (6 muestras de cada canal de regadio)

de la Provincia de Cafete, durante el periodo descrito. Se empled el

muestreo no probabilistico por conveniencia.

3.4. Operacionalizacién de Variables:

_ Definicion Definicion Escala de Forma de
Variable _ L _
conceptual | operacional medicion registro
Principal: _ _
' Organismos . _ o ¢ Presencia
Amebas de vida ) Microscopio Binaria _
_ unicelulares ¢ Ausencia
libre
Secundarias: « Naegleria
Tipos de « Acanthamoeba
Amebas de vida | Organismos _ _ _ « Balamuthia
_ ) Microscopio Nominal
libre unicelulares « Hartmannella
» Leptomyxa
Canal de e Canal San
regadio de . Miguel
Ficha de )
Canal de donde se y o e Canal Maria
] recoleccion Binaria
regadio obtuvo la Angola
de datos o
muestra de e Canal Viejo de
agua. Nuevo Imperial
Punto del _ o
Ficha de e Inicio
Lugar de canal de . _ _
. recoleccion Nominal e Intermedio
muestreo regadio en
de datos e Final
el que se
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tomara la

muestra.

pH

Medicién de
acidez o
alcalinidad
de una
disolucion.

Tira reactiva

Continua

> 4,5
<45

Temperatura

(aire y suelo)

es la
medida de
la energia
térmica de
una
sustancia

Macroscopica

Continua

0-25
25-32

3.5. Procedimientos y Técnicas:

A. Observacién microscépica de las cepas: Se evalud la presencia de

quistes y/o trofozoitos compatibles a Acathamoeba sp y Naegleria sp.

B. Siembra de las cepas en cultivos monoxénicos: Se sembraron las 9

muestras / cepas en cultivos frescos con E. coli (48 horas) en un agar no

nutritivo.

C. Preparacion de los medios de cultivo axénicos:

Se prepararon los medios de cultivo:

Agar no nutritivo:

La muestra que se colectaron del suelo, se sembraron directamente al

medio de cultivo con una cantidad de 0.25gr de muestra de suelo y esta se

incubd a 37°C cada 24hr se observaron la presencia de amebas de vida

libre, asi mismo de ser posible su visualizacion seran descritas.
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Solucién page:

NaCl..oooiiire, 120mg
MgSO4 x 7TH20........ccceeenn. 4mg
Na2HPO4...........cccocvueueennne. 142mg
KH2POA4.......cooiiieii, 136mg
CaCl2 x 2H20.......ccccceeeeee 4mg
H20 DESTILADA............... 1000mL

La preparacion de esta solucion salina para amebas tiende a precipitar si no
se disuelven correctamente los componentes. La solucién se prepara en
orden de lista en agua destilada en un frasco apropiado usando una barra
magnética, aproximadamente 15 minutos entre cada componente, se

esteriliza por autoclavado a 121°C por 15 minutos.

Luego de tener listo la solucién Page se agreg6 1.5% de agar para preparar
las placas de agar no nutritivo. Paralelamente se sembro Escherichia coli
ATCC 25922, la cual sera fuente de alimento para las amebas.
Proteosa Peptona Yeast Extrac Glucose (PYG) para Acanthamoeba sp.
o Bacto Casitona: para el cultivo axenicos de Naegleria sp usando agua
destilada estéril y 2% de digerido pancreatico de caseina mas 10 % de

suero bovino fetal inactivado.

D. Descripcion de morfotipos amebianos: Se describieron la presencia de

amebas empleando el manual de Page de 1988 y 1991.
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3.6. Plan de Anédlisis de Datos:

Los datos fueron recolectados en fichas pre-elaboradas y luego fueron
ingresados en el programa Microsoft Excel, donde se elaboraron tablas
comparativas de acuerdo a las variables de estudio. No fue necesario
emplear un programa estadistico, debido a que en este estudio se describen

los hallazgos en el estudio de 18 muestras de agua.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

Se analizaron 18 muestras tomadas en la rivera del rio Cafiete; correspondiente a
3 canales de regadio como son: Canal San miguel que esta a 28 m.s.n.m., Canal
Maria Angola estando a 91 m.s.n.m., Canal viejo de Nuevo Imperial que esta a
154 m.s.n.m. y dentro de los puntos de recoleccion de muestras no presenta
variacion significativa teniendo en cuanta que la provincia de cafiete esta ubicada
en la zona costera al sur de Lima. Dichos puntos de toma de muestra son: 2
muestras de Montejato, 2 muestras de chilcal, 2 muestras de Las vifias, 2
muestras de Boca toma — La fortaleza, 2 muestras de Charapito-Imperial, 2
muestras de San Benito, 2 muestras de El tinel grande, 2 muestras de Roma , 2
muestras de Puente Negro-Quilmana.

Grafico N° 1: Frecuencia de amebas de vida libre en canales de regadio.

70.0%

60.0%

50.0%

40.0%

30.0%

20.0%

10.0%

0.0%

Acanthamoeba sp, Naegleria sp. Leptomyxa sp.

Estas se procesaron para el aislamiento de ameba de vida libre. El 77.7% de las
muestras mostré ser positivo a la presencia de amebas de vida libre. El 66.6%
de las muestras mostro Acanthamoeba sp, y el 50 % de las muestras se
observaron estructuras compatibles con Naegleria sp. y 16% (3) Leptomyxa sp.
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Tabla N°1: Hallazgos de las muestras de Cafiete,

Muestras de Cafiete 30°C | 37°C 42°C Acathgg"oeba Leptomyxa | Otras
ANN ANN ANN . 30 °C amebas
/ Naegleria sp

Canal de San Miguel 1(A) - - - - - -
Canal de San Miguel 1(L) + - - +/- - +
Canal de San Miguel 2(A) + + - -/+ - +
Canal de San Miguel 2(L) + + + +/+ + +
Canal de San Miguel 3(A) + + + +/+ - +
Canal de San Miguel 3(L) + + + +/+ + +
Maria Angola (MA)

Canal Maria Angola 1(A) + - - +/- - +
Canal Maria Angola 1(L) - - - - - -
Canal Maria Angola 2(A) + + + +/- - +
Canal Maria Angola 2(L) + + + +/+ - +
Canal Maria Angola 3(A) + - + +/- - +
Canal Maria Angola 3(L) + + + +/- - +
Viejo Nuevo Imperial 1(A) + - -/+ - +
Viejo Nuevo Imperial 1(L) + + - -/+ - +
Viejo Nuevo Imperial 2(A) + - - -/+ - +
Viejo Nuevo Imperial 2(L) + - - +/- - +
Viejo Nuevo Imperial 3(A) + + + +/+ - +
Viejo Nuevo Imperial 3(L) + + + +/+ + +

Es de interés mencionar la presencia de estructuras tipicas de Vermamoeba

(Hartmannella) vermiformis en las muestras de agua, pero no en el lodo, sin

embargo si se observo estructuras tipica de Leptomyxas a los 30 dias de

cultivo y solo en muestra de Lodo.
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Figura N° 1: Formas variadas de los quistes de Acanthamoeba sp.

Figura N°1: Formas variadas de los quistes de Acanthamoeba sp. A y B) Quistes en forma de
estrellas y tridngulos (Canal de San Miguel 2(L)), C) Quistes de Canal Maria Angola 2(L), D)
Trofozoito de la muestra, E) trofozoito en agar [cortesia del Dr. Cabello-Vilchez], F) quiste
gigante de amoeba sp Insertae Sedis (taxonomia incierta)

Las muestras fueron incubadas a 30, 37°C (a temperatura corporal), y 42°C para
establecer si son potencialmente patdgenas. 55.5% (10) fueron capaces de
crecer a 37°Cy el 50% a 42°C, principalmente las de la familia Vahlkampfiidae.

Tabla N° 2: Clasificacion de amebas por sus morfotipos y la familia.

Acanthamoeba
Clonas de AVL ANN Grupo Valkhamphiae
Morfologico
San Miguel 1(A) 0 0 0
San Miguel 2(A) + 0 +
San Miguel 3(A) + Il +
San Miguel 1(L) + Il 0
San Miguel 2(L) I +
San Miguel 3(L) + Il +
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Maria Angola 1(A) + Il 0
Maria Angola 2(A) + Il 0
Maria Angola 3(A) + Il 0
Maria Angola 1(L) 0 0 0
Maria Angola 2(L) + Il +
Maria Angola 3(L) + 1] 0
Nuevo Imperial 1(A) + 0

Nuevo Imperial 2(A) + 0

Nuevo Imperial 3(A) + [ +
Nuevo Imperial 1(L) + 0 +
Nuevo Imperial 2(L) + Il 0
Nuevo Imperial 3(L) + Il +

Acanthamoeba sp, 10 cepas correspondieron al grupo Il y solo 2 cepas al grupo I.
Naegleria sp.10 cepas corresponden al género Naegleria sp, por la presencia del
estado biflagelados.

Leptomyxa sp, solo en 3 muestras observamos la presencia de amebas
complejas como estas.

También se observé muchas otras amebas de tamafio variado desde 5-6um
hasta 10-12um, estas podrian pertenecer a los grupos de Acrasida:

Order Acrasida (Schroeter 1886) Page and Blanton 1985 (50)

1. Family Acrasidae (Van Tieghem 1880) Olive 1970 (51), Genera: Acrasis,
Pochenia

2. Family Guttulinopsidae Van Tieghem 1880, Genera: Guttulinopsis, Rosculus
3. Family Gruberellidae Page and Blanton 1985, Genera: Gruberella,
Stachyamoeba Aunque el nimero de estas amebas es bajo, han sido

visualizados con un poco de cuidado

31



Figura N° 2: Quiste de Leptomyxa sp

Figura N°2: A) Quiste de Leptomyxa sp cepa [VNI-15], B) Trofozoito de Leptomyxa sp. Muestras
correspondientes a canal Viejo nuevo Imperial 3(L).

Los quistes de Leptomyxas sp. son alrededor de 60um de didmetro, los
trofozoitos miden alrededor de 80-95um. lo que es incompatible con Balamuthia

mandrillaris.
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CAPITULO V: DISCUSION

La cuenca del rio Cafiete, sobre la cual se ha llevado a cabo esta tesis, presenta
un fuerte gradiente altitudinal que se origina del deshielo de los glaciares del
nevado Ticlla, en la vertiente occidental de los Andes Centrales del Pert a 4830 m
s.n.m., hasta su desembocadura en el Océano Pacifico. A lo largo de este
gradiente, el rio discurre por tres grandes ecorregiones, segun Brack (1986): el
desierto del Pacifico desde el nivel del mar hasta los 1000 m s.n.m., la serrania
esteparia, entre los 1000 y los 3500 m s.n.m. y la puna, por encima de los 3500-
3800 m s.n.m. Los sistemas fluviales son parte del &rea de estudio de esta tesis
(52,53)

La busqueda de microorganismos potenciales patégenos, como los protozoarios
en el rio Cafete nunca han sido estudiados. Las amebas de vida libre del género
Acanthamoeba miden de 10 a 40-45 pym de diametro, son habitantes comunes de
ambientes acuaticos, estan entre los protozoos mas prominentes en el suelo. El
género contiene unas 24 especies, y se sabe que A. castellanii, A. polyphaga y A.
culbertsonii son patdégenas para el ser humano. No obstante, la clasificacion
taxonomica del género ha sufrido cambios substanciales con los nuevos
conocimientos sobre la biologia molecular de estos microorganismos. Las
especies de Acanthamoeba presentan un trofozoito con capacidad de alimentarse
y replicarse, que en condiciones desfavorables, como en un medio anaerobio, se
transforma en un quiste latente que puede soportar temperaturas extremas (de -20
a 56 °C), la desinfeccion y la desecacion.

En nuestro estudio hemos encontrado la presencia de amebas de vida libre
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como Acanthamoeba sp. en las muestras de suelo y agua del rio Cafete. Los
microorganismos del género Acanthamoeba y otras amebas estan distribuidos
ampliamente en el medio natural, de modo que son fuentes potenciales el suelo, el
polvo atmosférico y el agua natural. Pueden encontrarse en muchos tipos de
medios acuaticos, como aguas superficiales, agua de grifo, piscinas y soluciones
de lentes de contacto. Diferentes especies de Acanthamoeba pueden proliferar en
aguas a muy diversas temperaturas; la temperatura 6ptima para las especies
patégenas es 30 °C. El agua puede contener trofozoitos con capacidad de
replicarse, que se alimentan de bacterias, levaduras y otros microorganismos. Se
suelen presentar las infecciones en la mayoria de las regiones templadas y
tropicales del mundo.

En las muestras analizadas por nosotros encontramos una amplia gama de
microorganismos de vida libre, desde amebas hasta flagelados, sin embargo el
objetivo de nuestro estudio ha sido la busqueda de amebas potencialmente
patégenas.

En nuestro pais existe muy pocos estudios referidos a la busqueda de estos
patégenos en el medio ambiente y en las zonas costeras del Pera.

La presencia de la familia Vahlkampfiidae en las muestras ambientales muestran
una alta probabilidad de que sean del género Naeglerias sp. una de las
dificultades en nuestro estudio ha sido la de establecer la diferencia entre
Vahlkamfia y Naeglerias sp, debido a la falta de herramientas moleculares para
establecer su filogenia. En la fig N°4 , observamos las formas tipicas de
Willaertia sp, una ameba de vida libre de morfologia muy similar a Vahlkamfia y

Naegleria sp, sin embargo las dimensiones son algo mayores (54, 55)
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La familia Acanthamoebidae, en el cual es miembro Acanthamoeba sp, esta

ameba como se aprecia en la Fig N° 3, posee varias formas en los quistes
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Figura N° 3: Formas de quistes de Acanthamoeba sp. y de trofozoitos y quiste de
Naegleria sp. en cultivos, Tomado de Page F., 1967. (56)

20 pm

Figura N°4: Willaertia sp Tomado de: De Jonckheere DG, et al. Willaertia magna
gen. nov., sp. nov. (Vahlkampfiidae), a thermophilic amoeba found in different
habitats. Protistologica 20: 5-13, 1984. (57)
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Figura N° 5: Otro miembro de la familia Vahlkampfiidae es Vahlkampfia jugosa,
morfolégicamente  indistinguible de Naegleria fowleri, excepto por la alta
patogenicidad de esta ultima en modelo animal tomado de Page 1988 ()
Como se observa en las imagenes es muy dificil establecer especies debido a
gue son indistinguibles morfologicamente a pesar de que pueden existir
diferencias sutiles en los tamafios y vacuolas y algunas otras caracteristicas
como movimiento y tiempo de crecimiento.
La presencia de estructuras compatibles con Leptomyxa sp, han sido
dificilmente descritas en el Peru, no existe grupos de investigacion al respecto.
Es importante observar las formas tipicas de Leptomyxa y diferenciarlas con

respecto a Balamuthia mandrillaris.

Figura N° 6: Balamuthia mandrillaris en cultivo axénico.

36



La importancia de esta ameba es que morfolégicamente se parece a Balamuthia
mandrillaris, una ameba de vida libre de importancia en el Peru debido a su tasa
de letalidad que llega a ser mas del 90% (58, 24, 25, 49).

Podemos hacer una comparaciéon de las formas de estas amebas y sin embargo
ambos géneros pueden confundirse, las herramientas moleculares nos ayudan

significativamente en este campo de la protozoologia clinica.

Fig N°7: Leptomyxa reticulata 400 um — fotografia por Angie Opitz, Tirol, Austria.

Acanthamoeba sp:

Las amebas del género Acanthamoeba tienen la capacidad de vivir como
microorganismos de vida libre en la naturaleza y ocasionalmente invadir a un
hospedero y vivir como parasitos dentro de él. Los tipos de infecciones mas
comunes producidas por Acanthamoeba spp. incluyen Encefalitis Amebiana
Granulomatosa EAG, infecciones diseminadas (cutaneas y nasofaringeas),
Acanthamoeba diseminada, Rinosinusitis y Queratitis (59, 60, 61, 62).

La ruta de invasién al SNC en los casos de EAG es probablemente a través de las
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vias respiratorias inferiores. Los sintomas clinicos caracteristicos de esta
patologia, estan las alteraciones en el estado mental, cambios en el
comportamiento, convulsiones, cefalea, afasia, fiebre, rigidez de cuello, alteracion
de la vision, anorexia, nauseas y vomitos, ataxia, coma y muerte. La EAG esta
generalmente asociada a enfermos cronicos por tumores malignos, lupus,
diabetes mellitus, falla renal, cirrosis, tuberculosis, entre otros. El pronéstico en
estos pacientes suele ser muy pobre, la tasa de mortalidad bordea el 98% con o

sin tratamiento, aln se desconoce una terapia que pueda ser recomendada.

Naegleria fowleri:

El género Naegleria esta formado por ameboflagelados de vida libre ampliamente
distribuidos en el medio ambiente. N. fowleri es la Unica especie infecciosa al
humano. Las especies del género Naegleria tienen tres estadios: trofozoito,
flagelado y quiste. El trofozoito (de 10 a 20 um) se desplaza gracias a la emision
explosiva de seud6podos, se alimenta de bacterias y se reproduce mediante fisién
binaria. Naegleria fowleri causa meningoencefalitis amebiana primaria (MAP) en
personas sanas. La ameba penetra en el cerebro atravesando la mucosa olfativa y
la lamina cribosa. La enfermedad es aguda y los pacientes sucumben a los 5 a 10
dias, muchas veces antes de que se pueda diagnosticar el agente infeccioso y en
términos generales en las necropsias se identifica el agente causal. Perd no
reporta casos de N. fowleri, se desconoce la razon, pero podria deberse a que
los clinicos no realizan las necropsias y esto porque no hay politicas que
permiten realizarlas sin que perjudique la practica profesional del médico (63, 64,

65).

38



Balamuthia mandrillaris: Pocas enfermedades infecciosas del sistema nervioso
central (SNC) portan tan pobre pronostico y causan en el médico tal sensacion de
pesimismo e impotencia como las producidas por las amebas de vida libre (66). B.
mandrillaris es otra ameba de vida libre que también causa encefalitis amebiana
granulomatosa, con la diferencia de que la causa tanto en inmunodeficientes como
en inmunocompetentes. Es mas patdgena y que puede ingresar al organismo de
la misma forma que Acanthamoeba, ya sea por via respiratoria, pulmonar o por via
cutanea, resultando en mdltiples focos de infeccion. Los pacientes sucumben a la
enfermedad entre 2 meses y 2 afios, esto implica una infeccién cronica y de muy
pobre prondstico, en Perl se ha reportado como una de las amebas de mayor

prevalencia a nivel continental después de EEUU.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

1. Se ha detectado la presencia de amebas de vida libre en el 77,7% de las
muestras de agua de regadio de la zona agricola de Cafiete.

2. El 66.6% de las muestras mostro Acanthamoeba sp, y el 50 % de las
muestras se observaron estructuras compatibles con Naegleria sp. y 16%
Leptomyxa sp.

3. Se ha detectado la presencia de amebas de vida libre en 3 canales de regadio
de la Provincia de Cafete: canal San Miguel, canal Maria Angola y canal Viejo
de Nuevo Imperial.

4. Se ha determinado mayor frecuencia de amebas de vida libre en el intermedio

y final de los canales de regadios de la zona agricola de Cariete.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

e Se recomienda tener en cuenta estos hallazgos, pues es importante para
cuando se presenten posibles casos de encefalitis ,deben ser estudiados con
precaucion y criterio.

e Se recomienda a las instituciones de salud y educacién superior hacer
inspecciones microbiolégicas con el fin de evaluar posibles brotes o infecciones
accidentales.

e Se recomienda tener en cuenta la presencia de estas amebas en las zonas
agricolas de cafiete y alertar a los clinicos en caso se presente casos de
encefalitis sin que se detecte el agente causal.

e Se recomienda implementar un programa de capacitacion donde se brinde
charlas a los pobladores aledafios a los canales de regadios, con el fin de
evitar posibles infecciones.

e Se recomienda realizar mas investigaciones al respecto en la provincia de
Cariete, debido a que no hemos podido establecer si estas amebas son

altamente patdgenas para humanos o si son no patogénicas.
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MATRIZ DE CONSISTENCIA

PROBLEMA DE OBJETIVOS DE LA VARIABLES DIMENSIONES E INSTRUMENTO METODOLOGIA

INVESTIGACION INVESTIGACION DE ESTUDIO INDICADORES DE MEDICION
Problema General: Objetivo General: Variable Disefio de Estudio:
¢Existen amebas de | Determinar la Principal: Estudio descriptivo
vida libre en aguas presencia de amebas | Amebas de e Presencia Mi . de tipo transversal.

! o o ) icroscopia
de regadio de la zona | de vida libre en aguas | vida libre ¢ Ausencia
agricola de Cafete? de regadio de la zona Poblacidn:
agricola de Cariete. Aguas de 3 canales
Problemas Objetivos Variables de regadio de la
Especificos: Especificos: Secundarias: | Naegleria Provincia de
¢ Cuales son los Determinar los Tipos de e Acanthamoeba Cafiete; Peru: canal
morfotipos de amebas | morfotipos de amebas | Amebas de ¢ Balamuthia Microscopia San Miguel, canal
de vida libre en aguas | de vida libre en aguas | vida libre e Hartmannella Maria Angola y
de regadio de la zona | de regadio de la zona e Leptomyxa canal Viejo de
agricola de Cafiete? agricola de Cafiete. Nuevo Imperial;
¢En qué canal de Determinar en qué _ durante el mes de
regadio de la zona canal de regadio de la e Canal San Miguel Ficha de junio del 2015.
agricola de Cariete, zona agricola de Canal de e Canal Maria Angola | recoleccion de
hay presencia de Caniete, hay presencia | regadio e Canal Viejo de Nuevo Muestra:
amebas de vida libre? | de amebas de vida Imperial datos Se pretende
libre. recolectar 3

¢En qué punto de los | Determinar en qué muestras de agua
canales de regadio de | punto de los canales de cada canal de
la zona agricola de de regadio de la zona _ regadio de la
Cariete, hay agricola de Cariete, « Inicio Ficha de Proyincia de
presencia de amebas | hay presencia de Lugar de « Intermedio recoleccion de Carfiete, durante el
de vida libre? amebas de vida libre. muestreo « Final datos periodo descrito. Se

empleara el
muestreo no
probabilistico por
conveniencia.
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