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RESUMEN

Cryptosporidium sp y Giardia sp., son parasitos protozoos catalogados por el
Centro de Control y Prevencién de Enfermedades (CDC de Atlanta), como
“‘patdgenos emergentes”, debido a que causan diarreas gastrointestinales al ser
ingeridos en aguas contaminadas, siendo considerados como indicadores de la
calidad del agua por resistir a los procesos convencionales de potabilizacion. El
objetivo principal del presente estudio fue evaluar la presencia de
Cryptosporidium sp., y Giardia sp., en 80 muestras de agua provenientes del
cuerpo léntico de Piuray; fuente principal de abastecimiento de agua para la
ciudad del Cusco, evaluando 10 puntos de muestreo seleccionados segun las
caracteristicas del entorno, en el periodo de julio 2015 a Febrero 2016; (época
ausencia y presencia de lluvias). Las muestras fueron procesadas mediante
pruebas de certeza parasitoldgica: técnica de flotacion Sheather-Sugar,
coloracion Lugol-Dobell O’Connor, coloracion Kinyoun y la técnica molecular de
PCR en tiempo real, utilizando los primers para Cryptosporidium sp. Fw: 5 CTC
CAC CAACTAAGAACG GCC 3 yRv: 5 TAGAGATTG GAG GTT GTT CCT
3’ y los primers para Giardia sp. Fw: 5 GAC GGG TCA GGA CAACGG TT 3’y
Rv 5 TTG CCA GCG GTG TCC G 3’ (disefiados por A. Castellanos y Z.
Crannell, Texas — EE.UU, respectivamente). De las 80 muestras procesadas
por la técnica Sheather — coloracion Kinyoun el 50% de las muestras fueron
positivas a Crypstosporidium sp., mientras que la PCR en tiempo real resultd
con el 56.25% de muestras positivas a Cryptosporidium parvum, por otro lado
Giardia intestinalis, resulto con 2.5% de muestras positivas en PCR en tiempo
real, mientras que por la técnica de Sheather — coloracién Lugol Dobell
O’Connor resulté con el 3.7% de muestras positivas a Giardia sp. Se realizé un
analisis de datos mediante la prueba estadistica t-student y el analisis de
varianza ANOVA. El andlisis estadistico demostré diferencia significativa de la
presencia de Cryptosporidium parvum entre el periodo de ausencia y presencia
de lluvias; sin embargo demostré que no existe diferencia significativa entre los
puntos de muestreo seleccionados. Los resultados de este estudio muestran la
presencia de Cryptosporidium sp., y Giardia sp., que deben ser tomados en
cuenta para el tratamiento de estas aguas destinadas al consumo humano, lo

cual puede generar riesgo sanitario.



INTRODUCCION

Cryptosporidium sp., es un protozoo que pertenece al subphylum Apicomplexa,
considerado un patégeno intracelular de animales y humanos globalmente
importante (1). Sus ooquistes poseen elevada resistencia a los tratamientos
comunes de potabilizacion, ya que se requiere una concentracion mayor de 80
mg/L de cloro libre para su destruccion. Esto es 400 veces la maxima

concentracion recomendada en agua para consumo humano (2).

Giardia sp., es otro protozoo que pertenece al phylum Metamonada, que se
presenta en aguas naturales no tratadas; producto de la contaminacién fecal
(3). La giardiasis es considerada una infeccion re-emergente debido su
creciente frecuencia y eficiente transmisién a través reservorios animales,

humanos, y ambientales (aguas polucionadas) (4).

Cryptosporidium sp. y Giardia sp. son protozoarios de importancia en la salud
publica debido que estos organismos poseen una estructura quistica que los
rodea y los protege de ciertas condiciones ambientales, los hace resistentes a
la desecacion, a la carencia de nutrientes, altas temperaturas, escasez de
oxigeno, a la respuesta inmune del huésped y a la desinfeccién en plantas de

tratamiento de agua potable y aguas residuales (5).

Las principales formas de transmision son la via fecal-oral, el consumo de agua
contaminada, consumo de alimentos regados con agua sin tratar (5). La
mayoria de infecciones gastrointestinales son atribuibles a la contaminacion del
ambiente, en este aspecto, el agua y los alimentos juegan un papel importante
(6). Estudios en paises desarrollados indican que la mayoria de las aguas
superficiales tienen contaminacion parasitaria que debe ser considerada en los

procesos de tratamiento y desinfeccion de agua para el consumo humano (7).

En Latinoamérica se han realizado estudios que reportan la concentracion de
estos protozoos en aguas superficiales lagos, lagunas y rios. En Argentina se
encuentran promedios entre 1 a 16 quistes de Giardia sp., por litro de agua y

de 1 a 24 ooquistes de Cryptosporidium sp., por litro, en Brasil se han



reportado de 33 a 95 quistes de Giardia sp. por litro y de 44 a 100 ooquistes de
Cryptosporidium sp. por litro (5).

La contaminacion de aguas superficiales es un problema que afecta a paises
desarrollados y en vias de desarrollo (7). Por lo tanto, las fuentes superficiales
de agua para consumo humano deben ser monitoreadas periddicamente desde
su punto de origen. Piuray, abastece al 29% de la poblacién del cercado de la
ciudad del Cusco y parte del distrito de San Sebastian, aportando al sistema de
agua potable el 44.7% de la produccion total del agua (8), cuyos efluentes para
redes publicas son tratados por la Empresa Prestadora de Servicios de
Saneamiento EPS SEDACUSCO S. A.

Reconociendo que Cryptosporidium sp. y Giardia sp. son de importancia en la
salud publica para los humanos e indicadores de la calidad de agua, son los

motivos que nos llevaron a realizar el presente trabajo de investigacion.

El presente trabajo se realiz6 en las instalaciones del laboratorio C - 224 de la
Escuela Profesional de Biologia - Facultad de Ciencias- Universidad Nacional
San Antonio Abad del Cusco y el laboratorio del area de Biologia Molecular del
Instituto de Medicina Tropical Alexander Von Humboldt de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia durante ocho meses (Julio 2015 a Febrero 2016),
donde se evaluo la presencia de ooquistes de Cryptosporidium sp. y quistes de
Giardia sp. mediante las técnicas de certeza parasitologica: Sheather —
coloracion Kinyoun, Sheather — Lugol parasitolégico Dobell & O’connor y la
técnica molecular de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo

real.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

El cuerpo Iéntico de Piuray es una de las fuentes del sistema de abastecimiento
de la Empresa Prestadora de Servicios SEDACUSCO S.A. que brinda agua
potable al 29% de la poblacion atendida de la ciudad del Cusco, especialmente
a la zona del Casco Monumental (8). Este cuerpo léntico es considerado
oligotrofico por su baja produccidon de biomasa (9); pero se encuentra expuesta
a diferentes factores que podrian alterar su composicion y naturaleza. Entre
ellos estan los desechos animales, humanos, pesticidas, fertilizantes, vy
residuos solidos producto de la accion antrépica del entorno. Mediante
observaciones realizadas in situ; este cuerpo léntico no presenta proteccién
alguna, siendo utilizada por la poblacion animal y humana del entorno,
existiendo un contacto directo entre hospederos y el agua, lo que pone a este
recurso hidrico en riesgo parasitolégico pudiendo estar Cryptosporidium sp. y
Giardia sp., evaluados en el presente estudio por técnica directa y PCR en
tiempo real, efectuado en 10 puntos seleccionados durante el periodo Julio del
2015 a Febrero del 2016, para responder a la interrogante de investigacion

siguiente.

¢, Cual sera el resultado de la evaluaciéon de Cryptosporidium sp. y Giardia sp.
en el cuerpo léntico de Piuray por Pruebas de Certeza Parasitolégica y PCR en

tiempo real?



JUSTIFICACION

El agua es un importante medio de transmision y dispersidn para ooquistes de
Cryptosporidium sp. y quistes de Giardia sp., que son resistentes a
tratamientos comunes de potabilizacion en los que se requiere, como minimo,
una concentracion de 80 mg/L de cloro libre para la inactivacion de ooquistes,
siendo 400 veces la maxima concentracion permitida en el agua para consumo

humano (2).

La Criptosporidiosis y Giardiosis al igual que otras enteroparasitosis,
contribuyen a elevar el indice de desnutricion infantil, producen alteraciones en
el crecimiento, interferencias con la absorcion de nutrientes, cuadros de
anemia, pérdida de energia y letargo, lo que disminuye la capacidad de trabajo
y la productividad, generando un deterioro de la calidad de vida en la poblacion
(10).

Evaluando ello, y tomando en cuenta el Reglamento de la Calidad de Agua
para el consumo Humano del 2011, la Legislacion Medio Ambiental D.S.N°
002-2008-MINAM del 2008 (11) y D.S.N° 015-2015-MINAM del 2015 (12) que
en sus articulos respectivos, proponen la evaluacién de Cryptosporidium sp. y
Giardia sp, asignados como “patégenos emergentes” por la CDC de Atlanta
(13); importancia en la que reside el presente estudio, donde se evaluo a estos
patdbgenos en el cuerpo léntico de Piuray, considerando la sensibilidad,
especificidad y eficiencia de la PCR en tiempo real para el diagndstico de éstos
agentes nosolégicos, ya que influye en la calidad de vida del poblador; no
habiendo ademas, precedente bibliografico sobre el tema en el area de estudio

propuesto.

Por las razones mencionadas anteriormente, y siendo Cryptosporidium sp. y
Giardia sp, indicadores de la calidad del agua, es necesario entonces
establecer como factores de riesgo a los protozoarios citados, ya que en los
tratamientos de potabilizacion tradicionales no son eliminados y cuyos

resultados serviran para asumir medidas preventivas y de control (14).



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar Cryptosporidium sp. y Giardia sp. en el cuerpo Iéntico de Piuray por

pruebas de certeza parasitolégica y PCR en tiempo real.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.

Determinar Cryptosporidium sp. por la técnica de Sheather - coloracion

Kinyoun.

Determinar Giardia sp. por la técnica de Sheather — Lugol parasitolégico

Dobell & O connor.
Extraer ADN de las muestras obtenidas del cuerpo Iéntico de Piuray

Estandarizar la PCR en tiempo real y aplicarla para el diagnéstico de

ambos agentes nosoldgicos.

Evaluar la presencia de Cryptosporidium sp. y Giardia sp. en los meses
de ausencia y presencia de lluvias mediante la diferencia significativa de

los promedios obtenidos.

Evaluar la presencia de Cryptosporidium sp. y Giardia sp. entre los
puntos de muestreo mediante la diferencia significativa de los promedios

obtenidos.



HIPOTESIS:
Las pruebas de certeza parasitologica y la PCR en tiempo real, determinan
Cryptosporidium sp. y Giardia sp., en muestras obtenidas del cuerpo Iéntico de

Piuray.
VARIABLES:
a. INDEPENDIENTES:
Lugar de coleccion de muestra.

Mes de colecciéon de la muestra.

b. DEPENDIENTES:
Numero de ooquistes y/o quistes de Cryptosporidium sp., y Giardia sp.

DNA amplificado por PCR en tiempo real de Cryptosporidium sp., y
Giardia sp.



CAPITULO | - MARCO TEORICO

1.1 ANTECEDENTES INTERNACIONALES.

Rochelle P, et al. California, EE.UU (1997). Determinaron que la sensibilidad
de deteccion de la PCR aplicado vario entre 5 a 50 ooquistes de
Cryptosporidium sp. y quistes de Giardia sp. en muestras de agua del medio
ambiente en California. Utilizaron PCR Multiplex para la deteccidon simultanea
de Cryptosporidium sp. y Giardia sp., demostrando la utilidad potencial de PCR

para la deteccidn de protozoos patogenos en el agua (15).

APHA. New York, (2000). En su estudio, “Drinking Water Quality and Public
Health” propuso que el protozoo entérico mas importante es Cryptosporidium
parvum, parasito que se vehiculiza en el suministro de agua potable y puede
causar brotes graves de enfermedades gastrointestinales; ademas es
considerado una amenaza importante, debido a que es altamente infeccioso,
resistente al cloro, y debido a su pequefio tamafio hace que sea facil de filtrar

en sistemas de tratamiento de agua moderna y bien operada (16).

Abramovich B, et al. Argentina (2001). Determinaron los niveles de
Cryptosporidium sp. y Giardia sp. en un cuerpo de agua superficial destinado
como fuente de agua potable y de recreo. Estimaron la relacion con los
parametros bacteriolégicos y fisico-quimicos, durante 22 meses; en las
provincias de Santa Fe y Santo Tome, encontraron Cryptosporidium sp. en el
100 % de las muestras de agua destinadas para recreacién y de 92 % en las
fuentes de agua superficiales, mientras que Giardia sp. se encontré en
concentraciones mas bajas al 72 % y 31% respectivamente, encontrandose
relaciones significativas entre estos parasitos y materia organica, turbidez y los
indicadores de contaminacién, sin embargo, varian de acuerdo al lugar de

muestreo, la fuente y los niveles de contaminacion (17).



Luna S, et al. Costa Rica, (2002). Determinaron Cryptosporidium sp. en el
analisis de 400 L de un total de 14 puntos de muestreo de la planta de
tratamiento del Instituto Nacional de Acueductos y Alcantarillados de Costa
Rica, mediante la técnica de filtracion de membrana y la técnica de coloracién
de Koster modificada. Seis de las siete muestras de agua sin tratar (85,7%) y
cuatro de las siete de agua tratada (57%) presentaron ooquistes de

Cryptosporidium sp (18).

Diaz M, et al. México, (2003). Realizaron muestreos en 14 tanques de
almacenamiento, analizando aproximadamente 1000 L de agua, utilizando
filtros de polipropileno y filtros de nitrocelulosa; aplicaron la técnica de
inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales, reportando presencia de 0
a 5 ooquistes de Cryptosporidium sp., en la mayoria de muestreos, ademas
afirmaron que a pesar de que el cloro reduce las bacterias coliformes, su
empleo resulta ineficiente para matar ooquistes y quistes de parasitos
necesitando mas de 80 mg/L de cloro para eliminar los ooquistes de

Cryptosporidium sp (2).

Alarcon M, et al. Colombia, (2005). Evaluaron Ila presencia de
Crysptosporidium sp. y Giardia sp. en cinco puntos de muestreo del Rio
Bogota; analizando aproximadamente 4000 L. Reportaron Giardia sp. en los
dos puntos de aguas potabilizadoras, pero no en el rio Bogota. Y positiva para
Cryptosporidium sp. en una muestra proveniente del rio, y negativa para las

muestras de agua potable (5).

Grupo de Investigacion GEPAMOL de la Universidad del Quindio.
Montenegro, Colombia (2012): Mediante el analisis de 38 muestras,
determinaron la viabilidad y la frecuencia de los quistes de Giardia s.,
Blastocystis sp. y ooquistes de Cryptosporidium sp. en agua potable y no
potable de la provincia de Sonora, mediante técnicas de certeza parasitoldgica,
inmunologia y PCR. Por PCR con pruebas genotipo especificas, se encontrd
que el 38% de muestras de agua no potable y el 20% de las de agua potable
fueron positivas para C. parvum; el 5,5% de agua no potable y el 5% de las de
potable fueron positivas para Giardia sp. y en agua potable 5% eran positivas

a Blastocystis sp., no presentando este parasito las de agua no potable (19).



Bajer A, et al. Polonia (2012). Realizaron un estudio para comparar la
contaminacion de aguas superficiales y aguas tratadas para la potabilizacién,
del periodo del 2008 a 2009; utilizando inmunofluorescencia y PCR,
encontrando Cryptosporidium sp. en el 85 % de las muestras de aguas
superficales y 16% en las muestras de aguas tratadas; ademas se observaron
quistes de Giardia sp. en el 61% de las muestras de agua superficial y el 19%

en el agua tratada (20).

Thulasi Kumar, et al. Malasia (2013). Entre abril y octubre de 2013, analizaron
muestras de aguas tratadas y no tratadas de los paises de Malasia (53
muestras), Tailandia (120 muestras), Filipinas (33 muestras), y Vietham (15
muestras). Se detectaron 0.19 ooquistes/L de Cryptosporidium sp. en muestras
de agua tratada de las Filipinas; y 1.41 ooquistes/L de Cryptosporidium sp. en
muestras de agua sin tratar de Tailandia, Malasia, y Filipinas ademas,
detectaron 0.06 quistes/L de Giardia sp. en las muestras de agua tratada de
las Filipinas, y 19.65 quistes/L de Giardia sp. en muestras de agua sin tratar de
Tailandia, Vietham, Malasia, y Filipinas. C. parvum y G. lamblia se confirmaron

por PCR en tiempo real. (21).

Adamska M. Polonia. (2015). Genotipifico y realizé un analisis filogenético
sobre las bases de ADN ribosomal 18S y los genes de las secuencias SS-
Giardin de Cryptosporidium sp. y Giardia sp., respectivamente; con el fin de
proporcionar la caracterizacion molecular de estos parasitos detectados
anteriormente en cinco cuerpos naturales de agua en Polonia, ademas,
realizaron un seguimiento de las posibles fuentes de contaminacion por
ooquistes y quistes, el genotipado revel6 una alta similitud (mas del 99%) de
secuencias analizadas al genotipo de C. parvum aislado a partir de heces de
ganado bovino y humano y de Giardia sp. que fue aislada de heces de
humano. Llegando a concluir que la contaminaciéon de los tres lagos
examinados es probablemente de origen humano (heces); mientras que las
fuentes de contaminacion de los dos lagos restantes son debido a las excretas

de animales salvajes y domésticos (22).
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Medeiros R. C, Daniel L. A., Brasil (2015). Aplicaron los métodos de triple
centrifugacion y filtracion con membrana para recuperar el numero maximo de
ooquistes y quistes de muestras de aguas residuales en la ciudad de Ri6
Grande do Sul, utilizando ColorSeed (R), y separacion inmunomagnética para
la captura de ooquistes principalmente en muestras de agua con turbidez
media y baja. La triple centrifugacion alcanzé tasas de recuperacion de 85% y
20% para los quistes de Giardia sp. y ooquistes de Cryptosporidium sp.,
respectivamente. Para muestras de agua de baja turbidez del efluente fueron
tratados por filtracion con membrana recuperando el 67,5 % para los quistes de
Giardia sp. y el 22,5 % de los ooquistes de Cryptosporidium sp., concluyendo
que los meétodos simples, rapidos y de bajo costo no implican tanto la
manipulacion de las muestras y podria ser util, sobre tdo en paises en vias de
desarrollo (23).

1.2. ANTECEDENTES NACIONALES.

Pérez G. Trujillo, (2008). Realizé un estudio para la deteccion de parasitos
intestinales en agua y alimentos en la ciudad de Trujillo, para las muestras de
agua utilizaron 20 L por punto de muestreo, una bomba de aspiracion portatil y
fitros de acetato de celulosa, empleando la técnica parasitologica de
sedimentacién vy flotacion de Sheather ademas de las técnicas de coloracién
Kinyoun y Giemsa; reportando en el analisis lo siguiente: el parasito entérico
mas prevalente fue Giardia lamblia (30%) y los coccidios entéricos mas
prevalentes fueron: Cyclospora cayetanensis (6.5%) y Cryptosporidium parvum
(3.9%). Indican también que la variacion estacional puede afectar a la
transmision de los parasitos intestinales, cuyas formas de resistencia
permanecen en condiciones Optimas de temperatura y humedad para

mantenerse viables (6).

DIGESA & MINSA. Lima (2011). En el Reglamento de la Calidad del Agua
para consumo Humano, a través de sus 10 titulos, 81 articulos, 12
disposiciones complementarias, transitorias y finales y 5 anexos; establece
limites maximos permisibles, Indicando en el TITULO IX Articulo 60°.- intitulado
Parametros Microbioldgicos y otros organismos, que: Toda agua destinada

para el consumo humano, como se indica en el Anexo |, debe estar exenta de
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huevos y larvas de helmintos, quistes y ooquistes de protozoarios patégenos;
Bacterias coliformes totales, termotolerantes, Escherichia coli, Virus;
Organismos de vida libre como: algas, protozoarios, copépedos, rotiferos y

nematodos en todos sus estadios evolutivos (6).

Ministerio del Ambiente. Lima (2015). Modifican los Estandares Nacionales
de Calidad Ambiental para el Agua y establecen disposiciones
complementarias para su aplicacién; en la modificacién del Articulo N°02 de las
disposiciones para la implementacion de los Estandares Nacionales de Calidad
Ambiental (ECA) para el Agua, se tiene en consideracion las siguientes
precisiones: En aguas superficiales destinadas a la produccién de agua
potable, la concentracion de formas parasitarias en aguas potabilizadas
tratadas con desinfeccion debe ser de 0 organismos libres/L; y para aguas
potabilizadas con tratamiento convencional y/o avanzado, no debe presentar
ningun rango para esta categoria; entendiéndose que debe ser totalmente

exenta de protozoarios y organismos de vida libre.

1.3. ANTECEDENTES LOCALES.

Aurazo M. Cusco, (1998). Efectud una visita técnica a solicitud de la EPS
SEDACUSCO S.A. realizaron observaciones de campo y muestreo de agua
del cuerpo léntico de Piuray, concluyendo que debido a las caracteristicas de la
microcuenca y uso del suelo en el entorno de la laguna se presentan
condiciones de riesgo de incorporaciéon de nutrientes al cuerpo de agua
indicando ademas que los factores como la siembra en las zonas inundables
alrededor de la laguna, presencia de ganado vacuno y otros domésticos

podrian iniciar y/o acelerar el proceso de eutrofizacion (24).

Cairo, G. Cusco, (2014). Evalu6 la presencia de protozoos y helmintos en el
punto de captacion, tributarios del sistema de abastecimiento de agua Jaquira
del distrito de Santiago de la ciudad del Cusco, mediante las técnicas de
sedimentacién compuesta o técnica de Ritchie y la coloracion Kinyoun,

reportando Cryptosporidium sp., Cyclospora s. y larvas de nematodos (25).
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1.4. DESCRIPCION DE Cryptosporidium sp.

1.4.1. POSICION TAXONOMICA DE Cryptosporidium sp.
Dominio: Eukarya. Cavalier—Smith, 1998
Reino: Protista. Haeckel, 1866
Subreino: Biciliata. Cavalier—Smith, 2002
Infrareino: Alveolata. Cavalier—Smith, 2002
Phylum: Myzozoa Cavalier—Smith & Chao, 2004
Subphylum: Apicomplexa. Levine, 1970 Cavalier—Smith, 2004
Clase: Conoidasida. Lueckart, 1879
Subclase: Coccidiasina. Lueckart, 1879
Orden: Eucoccidiorida. Lueckart, 1879
Suborden: Eimeriorina. Cavalier—Smith, 2004
Familia: Cryptosporidiidae Tyzer,1907
Género: Cryptosporidium. Tyzer,1907
Especies: Cryptosporidium parvum.
Tyzer,1912
Cryptosporidium hominis.
Morgan-Ryan 2002

1.4.2. MORFOLOGIA Y FISIOLOGIA DE Cryptosporidium sp.

Cryptosporidium sp. fue descrito por primera vez en el laboratorio en el afio
1907, los primeros casos de criptosporidiosis humana fueron comunicados
recién en el afio 1976, y so6lo se tomo conciencia del organismo a principios de
la década del '80 cuando se comenzo a detectar en heces de individuos

infectados con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) (26).

Crysptosporidium sp. es un parasito intracelular que infecta células epiteliales
de la luz superficial de los tractos respiratorios y digestivos en una amplia

variedad de animales hospederos (26).
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1.4.21. OOQUISTES.

La forma infectiva y el unico estado exdégeno de Cryptosporidium sp.,
corresponde al ooquiste. Este es esférico u ovoide, mide entre 4,5y 5,9 um de
didmetro y contiene en su interior 4 esporozoitos periféricos y un cuerpo
residual central (19). En el caso particular de Cryptosporidium parvum, éste

presenta ooquistes casi esféricos de 4 a 6 um (5,4 x 4,5 um) (27).

La pared del ooquiste puede ser de dos tipos: fina o gruesa; lo cual se
relaciona con diferentes vias de desarrollo: esporogénico y de infeccién (27).
Existen dos tipos de ooquistes, el primero de pared gruesa, es responsable de
la transmision de un reservorio a otro y el segundo de pared delgada, es
responsable de un ciclo de autoinfeccion en el hospedador infectado, a través

del reciclaje continuo de los esporozoitos que salen de los ooquistes (28).

La capa externa (5 nmm de espesor) presenta material filamentoso y
glicoproteinas acidas; que puede ser parcialmente eliminada por efecto del
hipoclorito de sodio; ésta se encuentra separada por 5 nm de distancia de una
capa central rigida y electrodensa (10 nm de espesor) de composicion lipidica y
glicoproteica, lo que le confiere propiedades de acido-alcohol resistencia. La
capa interna, de composicion glicoproteica (20 nm de espesor), provee a la

pared rigidez y a la vez elasticidad (29).

La pared del ooquiste, es rica en uniones disulfuro, que permite mantener la
capacidad infectiva del parasito. Este parasito se caracteriza por la presencia
de una hendidura; estructura longitudinal especializada en la pared del ooquiste

a lo largo de la cual, éste se rompe durante la desenquistacion (21).

El cuerpo residual presenta elementos esenciales para la supervivencia del
parasito. En su interior se encuentran una vacuola lipidica caracteristica,
inclusiones proteicas, ribosomas, citomembranas y granulos de amilopectina,
los que proveen nutricion a los esporozoitos. La concentracion de amilopectina
ha servido como marcador indirecto de la viabilidad, ya que a mayor tiempo y

temperatura de conservacion, su concentracion disminuye (20).

Los ooquistes mantienen su viabilidad a temperaturas entre 4 °C y 22 °C, y

sobreviven hasta -20 °C. Temperaturas superiores pueden acelerar su tiempo

14



de degradacion, al igual que los procesos de congelacién rapida (30). Los
ooquistes tienen una supervivencia de 18 meses en condiciones humedas y

frias, durante los cuales pueden permanecer viables (21).

Los ooquistes son resistentes a los tratamientos comunes de potabilizacion; ya
que se requiere, como minimo, una concentracion de 80 mg/L de cloro libre
para disolver la pared ooquistica, siendo ésta 400 veces la maxima
concentracion permitida en el agua para consumo humano (2), por lo que su

hallazgo es utilizado como un indicador de calidad del agua (19).

En estudios realizados, se demostré que los tratamientos de ozonizacién de
aguas, inactiva 99% de los ooquistes de Cryptosporidium sp. siendo por ahora,
el método mas seguro para eliminar esta forma parasitaria del agua destinada

para consumo humano (31).

Ooquistes. Esporozoitos

Figura N° 1: Ooquistes de Cryptosporidium sp.
Fuente: Centers for Disease Control and Prevention (CDC de Atlanta), 2015.

1.4.2.2. ESPOROZOITOS.

El esporozoito es alargado, con forma de coma, con el extremo apical afinado y
el posterior redondeado. Los microtubulos, situados lateralmente por debajo de
la membrana plasmatica unidos al anillo polar, recorren el cuerpo del
esporozoito desde el apice hacia su parte media. Ellos permiten su
desplazamiento y actuan durante el proceso de invasion (30).

En el extremo anterior del esporozoito se presenta el complejo apical,

compuesto por organelas secretorias (roptrias, micronemas, granulos densos) y
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componentes no vesiculares (conoide y microtubulos subpeliculares). Los
granulos densos presentan proteinas que se asocian con la vacuola
parasitofora o con estructuras vacuolares luego de su exocitosis. En el extremo
posterior del esporozoito se situa el nucleo, y proximo a él, se ubica una

organela semejante a una mitocondria (26).

Las roptrias y los micronemas le permiten al esporozoito adherirse e invadir la
célula hospedadora e inducirla a envolver al parasito en la vacuola
parasitéfora. Las roptrias son organelas con forma de maza, cuyo contenido se
descarga durante la internalizacién del parasito (27), en C. parvum, una de sus
roptrias se extiende hacia el sitio de adhesion y colabora en la transformacion
de la membrana plasmatica de la célula hospedadora en vacuola parasitéfora
(26); y los micronemas participan en el reconocimiento de la célula
hospedadora, su adherencia y motilidad mediada por el receptor: glicoproteina
900 (GP 900) que esta presente, y que en los estadios invasivos del parasito se
sitia en la superficie, participando activamente en el proceso de invasion,
corroborando las proteinas trombospondinas, que estan relacionadas con la

motilidad, adherencia e invasion del parasito (27).

1.4.2.3. TROFOZOITO.

Estado del parasito que contiene un nucleo, éste se divide tres veces y forma
una célula octanucleada en unas 16 horas. Cada nucleo migra a la periferie del
citoplasma, formando un nuevo estadio; siendo este estadio, el responsable de

la diarrea aguda (26).

1.4.2.4. MERONTE TIPO 1Y TIPO Il

Los merontes son estadios del parasito donde cada nucleo se rodea de
membrana plasmatica y esta compuesto de organelos que sirven para su
superviviencia. Los ocho merozoitos se liberan ya completos e infectan por
separados a células del huésped adyacentes y repiten el proceso de formacién
de merontes conocido como merogonia y en tan sélo 24 horas se formara las
celulas mas pequehas conocidas como meronte tipo Il, que contienen 4

nucleos (27).
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1.4.2.5. MEROZOITOS.

Los merozoitos son producidos por merontes tipo Il. Estos sélo contienen un
complejo apical compuesto por anillos preconoidales y micronemas, ademas de
microtubulos, nucleo y ribosomas; que son utilizados para tomar nutrientes de
los enterocitos (27) cuando son liberados al lumen del intestino, infectando a

nuevas células e iniciando la etapa sexuada de su ciclo biologico (14).

1.4.2.6. MACROCIGOTOS Y MICROCIGOTOS

Los merozoitos, se convierten en macrocigotos y microcigotos después de 36 a
48 horas de la infeccion, respectivamente. Los macrocigotos contienen un solo
nucleo, éstos se agrandan y sintetizan numerosos granulos de amilopectina y
cuerpos formadores de pared para transformarse en macrogametos (26). Los
microcigotos contienen hasta 16 nucleos que migran a la periferia, brotan y

adquieren la forma de “bala” y se convierten en microgametos (27).

1.4.2.7. MICROGAMETOS Y MACROGAMETOS

Los microgametos (1.4 x 0.4 um), contienen un nucleo compacto central y
estan rodeados de microtubulos, carecen de flagelos y mitocondrias (14); éste
sale de la célula huésped y penetra en otra célula que contiene un

macrogameto y se fecundan, formando al ooquiste (27).

1.4.3. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO.
Para el tratamiento farmaco-quimico contra Cryptosporidium sp. se han
probado mas de 200 drogas, tanto in vivo como cultivos celulares in vitro y

ninguna resulté totalmente efectiva en el tratamiento de la infeccién (19).

Sin embargo, la Nitazoxanida es bien tolerada, con un buen perfil de seguridad.
Ha sido aprobada por la “Food and Drug Administration” para el tratamiento de
los pacientes inmunocompetentes. En un ensayo clinico aleatorizado y
controlado de los nifios de Zambia enfermos de criptosporidiosis y VIH
negativos, la administraciéon de 100 mg de nitazoxanida, 2 veces/dia, resultd en
una mejora estadisticamente significativa de la diarrea y la eliminacion del

parasito (29).

Los medicamentos que se han utilizado para tratar la infeccion por

Cryptosporidium sp. incluyen: paromomicina, espiramicina, la azitromicina y la
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claritromicina, todos de actividad antiparasitaria. Un estudio abierto, de
paromomicina en pacientes VIH positivos con criptosporidiosis comprobd que la
mayoria respondié clinicamente, pero fue necesario continuar con un

tratamiento de mantenimiento continuo para evitar la recaida (29).

1.4.4. CICLO BIOLOGICO DE Cryptosporidium sp.

El sitio primario de infecciéon de Cryptosporidium parvum y Cryptosporidium
hominis es el intestino delgado. En animales y humanos, este parasito también
ha sido encontrado en sitios extraintestinales como vias biliares, higado,

vesicula biliar, pancreas y pulmones (32).

Este protozoario es un parasito monoxeno y heterogenético; mondxeno porque
todos los estadios de desarrollo se llevan a cabo en un mismo hospedador
(ciclo directo) y heterogenético porque el parasito tiene fases de reproduccion
asexual y sexual, las que culminan con la formacién de un ooquiste que
corresponde al elemento infectante de esta parasitosis. La localizacién del
protozoo en el epitelio intestinal, es dentro de una vacuola parasitéfora de
ubicacion intracelular pero extracitoplasmatica (33).

Las secuencias de SS ARNr y R-tubulina de los gregarinidos y de
Cryptosporidium sp. forman un grupo separado del resto del grupo mayor de
los Apicomplexas (14); sugiriendo mediante los recientes estudios in vitro, que
ambos grupos demuestran semejanzas notables entre el ciclo de vida entre
Cryptosporidium sp. y algunas especies de gregarinas como Mattesia dispora,
M. geminata y Gregarina tribolorum. Al igual que estos protozoos, los
esporozoitos de Cryptosporidium sp., una vez que salen de los ooquistes, se
transforman en trofozoitos que se agrupan formando los merontes tipo | y Il y
de estos ultimos se originan los merozoitos que iniciaran los estadios sexuales
(20). El periodo de prepatencia varia con el hospedador, la especie de
Cryptosporidium sp. involucrada y la dosis infectiva. En terneros, se establecio
un periodo de prepatencia de 2 a 7 dias, mientras que en el humano tiene una
duracion de 4 a 22 dias, segun se trate de individuos inmunocompetentes o
inmunosuprimidos. El periodo de patencia (eliminacion de ooquistes) tiene una
duracién de 1 a 12 dias en terneros, y de entre 1 y 20 dias en humanos (26).

Los requerimientos necesarios para iniciar el desenquistamiento incluyen
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cambios en la temperatura y el pH, sales biliares y accién de proteasas. El
contacto directo entre los ooquistes y el acido sialico presente en la superficie
de las ceélulas intestinales también constituye un estimulo para el

desenquistamiento (14).
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1.4.4. EFECTOS EN EL HOSPEDADOR

La criptosporidiosis, causa infecciones gastrointestinales caracterizadas por
una diarrea tipo acuosa, que si demora mas de 14 dias es considerada una
diarrea persistente. Cada vez hay mas evidencia de que entre las especies y
los genotipos patdgenos para los humanos, la virulencia y las manifestaciones
clinicas pueden ser diferente; el periodo de incubacion de la criptosporidiasis
puede variar en 3 a 14 dias y parece ser independiente a la cantidad de

ooquistes ingeridos (14).

Cryptosporidium sp. parasita la superficie apical de la célula hospedadora,
durante la interaccion con el enterocito; las proteinas de superficie del
esporozoito y las proteinas secretadas por las organelas especializadas del
complejo apical facilitan la adhesién y la invasion, y estimulan la formacién de
la vacuola parasitofora; y ante la presencia de ésta, las células regulan el
aumento de su tamafno a través de la modificacion de la permeabilidad de la
membrana al agua y a ciertos iones (26). Provoca citélisis al multiplicarse,
siendo el sitio principal de la infeccidén el intestino delgado, aunque puede

propagarse a través del tracto gastrointestinal (27).

Los diferentes estadios parasitarios desplazan el borde de las
microvellosidades y, eventualmente, llevan a la pérdida de la superficie
intestinal. Se reduce el tamafo de las vellosidades y las criptas intestinales
aumentan de longitud por la aceleraciéon de la divisidbn celular a fin de
compensar la muerte celular (14). Entre las 6 y las 24 horas de la pos-infeccién
predomina un efecto antiapoptoético; a las 24-48 horas de la pos-infeccion se
hacen mas evidentes las sefiales pro-apoptéticas, lo cual permite que el
parasito complete su ciclo de vida (24-48 horas) antes de que la célula

hospedadora entre en apoptosis (26).

Se ha descrito aumento de sacaridasas y disminucion de lactasas en el epitelio
intestinal (26). La mala absorcién y la alteracion de la digestion producen un
sobre crecimiento de la microflora intestinal, cambios en la presion osmatica e
influjo de liquido hacia la luz intestinal que dan lugar a diarreas acuosas y

coélicos abdominales, vomitos, fiebres y anorexia (14).
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Se desconoce aun la puerta de entrada a las vias respiratorias; en las aves se
transmite por inhalacion, por lo cual en el ser humano no podria excluirse esa
entrada, aunque la forma de contaminacion a tejido respiratorios, en la mayoria
de casos fue por  aspiracion gastrointestinal en individuos

inmunocomprometidos (27).

1.4.5. EPIDEMIOLOGIA.

Las especies del género Cryptosporidium son de distribucion cosmopolita. El
principal mecanismo de infeccion es la ingestion de ooquistes por contacto
directo o indirecto con el hospedador. Este género presenta caracteristicas
epidemioldgicas particulares: la dosis infectiva es baja (1 a 10 ooquistes), los
ooquistes no requieren maduracion exdgena una vez eliminados, presentan
notable resistencia frente a condiciones adversas y se dispersan en el
ambiente con la consecuente contaminacion del agua destinada al consumo
humano (34).

La criptosporidiosis es un problema de salud publica, con una prevalencia
variable en funcién a las caracteristicas culturales y econdmicas de una
poblacién. Es mas frecuente en lugares con problemas de infraestructura en las
canalizaciones de agua potable, aguas superficiales, recreacionales (rios,

lagos, lagunas y piscinas) y en contacto estrecho con animales (14).

En los ultimos afios, los brotes de Cryptosporidium sp. trasmitidos por el agua
superficial afectaron a mas de 100 000 personas (14). A nivel mundial, se han
informado mas de 45 brotes de criptosporidiosis transmitidos por el agua en las
ultimas décadas, y los paises mas afectados fueron los Estados Unidos y el
Reino Unido (35). El brote de criptosporidiosis ocurrido en el afio 1993 en
Milwaukee, Estados Unidos, ha sido reconocido como uno de los brotes mas
importantes relacionados con el consumo de agua contaminada. Este afecté a
400 000 personas, entre las cuales se encontraban hospedadores

inmunocomprometidos que desencadenaron formas graves de la infeccion (26).

La prevalencia estimada de Cryptosporidium sp. en personas con diarrea es de
1 a 3% en paises desarrollados y de aproximadamente el 10% en paises en
vias de desarrollo. En nifios con diarrea, se ha evidenciado en 7% de los casos

en los paises desarrollados y en una proporcién mayor a 12% en paises en
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vias de desarrollo; en éstos ultimos es dificil estimar la prevalencia debido a
que la infeccion no es de notificacion obligatoria y los datos epidemioldgicos

son escasos (14).

La distribucion de Cryptosporidium parvum y Cryptosporidium hominis en
humanos difiere de acuerdo a las regiones geograficas: C. hominis tiene una
prevalencia del 62% en paises de América del Norte, Australia y Africa;
mientras que C. parvum prevalece en Medio Oriente y América del Sur; y en
paises en via de desarrollo. En Europa se encuentra una distribucion igualitaria
de ambas especies, pero en la mayoria de paises a nivel mundial, C. parvum

prevalece mayormente en el area rural que C. hominis (30).

En Brasil se determind que mas de 18.7% de las diarreas en infantes se debian
a C. parvum; en algunos paises latinoamericanos se han establecido cifras de
prevalencia asi: Argentina: 3.9%; Costa Rica: 4.3%; Venezuela: 10.8%;
Ecuador: 11.2%; Guatemala: 13.8%; y 16.7% en Haiti. En Colombia se
encontré una prevalencia de 83.3% determinada por serologia, mientras que
por edades se determind en el grupo de 0 a 14 afios una prevalencia de 10.7%,
de 15 a 30 anos, 20% y en mayores de 30 afios, 28.3% (31), siendo la especie
mas prevalente entre estos individuos : C. hominis (57%), seguido de C.
parvum (23%) (30).

En el Perd son muy pocos los estudios hechos sobre las Enfermedades
diarreicas agudas (EDAs) causadas por Cryptosporidium sp. En un estudio
realizado por la Universidad Peruana Cayetano Heredia en un hospital publico
de Lima en el aio 2004, a través de un estudio caso-control, con 147 pacientes
infectados con VIH; el 47% de los casos presentaban infecciones parasitarias
que tenian diarrea por mas de 7 dias; concluyendo que Cryptosporidium sp.

fue el parasito mas frecuente de todos los Coccidios encontrados (36).

1.4.5.1. MEDIDAS PREVENTIVAS.

En general, el riesgo de infeccidn por Cryptosporidium sp. puede reducirse con
una higiene correcta de las manos; el lavado de las manos después de una
posible contaminacion con heces humanas o de animales antes de preparar o

consumir alimentos (14). ElI Centro para el Control y la Prevencién de
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Enfermedades (CDC de Atlanta), recomienda tomar en cuenta las siguientes

medidas:

Un tratamiento adecuado para el agua potable, ya sea para el su consumo o la

recreacion.

Evitar el consumo de leche no pasteurizada, moluscos marinos y terrestres

crudos o insuficientemente cocidos.

En caso de diarreas en nifios, evitar el uso de piscinas y guarderias hasta dos

semanas después del cese de la diarrea.

En caso de pacientes inmunocomprometidos, evitar la exposicibn a materia

fecal, mantener una adecuada higiene personal durante las actividades.

Otros profesionales, como personal de salud o manipuladores de alimentos, no
deben asistir a trabajar hasta después de las 48 horas de que ha cesado la
diarrea (14).

1.5. DESCRIPCION DE Giardia sp.

1.5.1. POSICION TAXONOMICA DE Giardia sp.
Dominio: Eukaria. Cavalie-Smith, 1998
Reino: Protista. Haeckel, 1866
Superreino: Archezoa Cavalier—Smith, 1998
Infrareino: Excavata. Cavalier—Smith, 2003
Phylum: Metamonada Grassé, 1952
Clase: Trepomonadea Cavalier—Smith, 2013
Orden: Diplomonadida Cavalier—Smith, 2013
Suborden: Giardiina Cavalier—Smith, 2004
Familia: Giardiidae Cavalier—Smith, 2004
Género: Giardia Kunster, 1882
Especie: G. intestinalis (duodenalis, lamblia)
Boreham y col., 1990
: G. muris Filice

: G. agilis Filice
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Todavia hay debate sobre la clasificacion apropiada y la nomenclatura de las
especies de Giardia, tres grupos relacionados con las variaciones estructurales
han sido sugeridos por Filice: Giardia sp. grupo agilis de los anfibios , el
grupo muris de los roedores , aves y reptiles y el grupo intestinalis en una

variedad de mamiferos (incluyendo humanos) (37).

1.5.2. MORFOLOGIA Y FISIOLOGIA DE Giardia sp.

Antonie van Leeuwenhoek en 1681 describid parasitos similares a Giardia, los
cuales observd en sus propias heces, pero el primer informe fue acreditado a
Lambl en 1859 (38), actualmente es comun usar el nombre de Giardia lamblia
en honor a Vilem Lambl (1824 — 1895) quien describié el organismo con mayor
detalle después que fue visto por primera vez por Leeuwenhoek en 1681,
Lambl denomino a este parasito Cercomonas intestinalis, pero fue Kunster
1882 quien atribuye el nombre de Giardia, y en 1915 Stiles la renombro Giardia
lamblia (en honor a Lambl), mas tarde Filice en 1952 es quien le atribuye el
nombre de Giardia intestinalis (ubicacién que infecta) (39), este nombre es
aceptado por la OMS como oficial hasta la actualidad, Giardia intestinales

también es denominada Giardia lamblia o Giardia duodenalis.

La infeccion causada por Giardia se presenta en todo el mundo y es uno de los
principales parasitos que infecta a nifios y ancianos en paises en vias de
desarrollo (39), la giardiosis no se propaga a través del torrente sanguineo, ni
se extiende a otras partes del tracto gastrointestinal sino, que permanece

confinado en el lumen del intestino delgado (39).

Giardia sp. es un enteroparasito monoxeno (40); protozoo flagelado anaerobio,
aerotolerante, quien es la causa comun de diarrea infecciosa causante de la
giardiosis y se encuentra entre los 10 principales parasitos reconocidos en
humanos, metaboliza la glucosa la cual es su fuente principal de energia

transformandola a etanol, acetato y CO2 (39).
Todas las especies del género muestran una morfologia similar (40).

1.5.2.1. TROFOZOITO O FORMA VEGETATIVA.
Los trofozoito tienen la caracteristica piriforme, con una region dorsal convexa

(41), de simetria bilateral con un tamafio que oscila entre 10-20um de largo y
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de 7 -10 um de ancho (39, 40, 42). Crecen y se multiplican en las porciones
mas altas del intestino delgado principalmente el duodeno (39).

Presentan dos nucleos simétricos con una masa de cromatina central y
diploides, cuatro pares de flagelos que nacen de estructuras denominadas
blefaroblastos, estos se designan de acuerdo con su disposicion como anterior,
posterior, ventral y caudal; tres pares salen de la parte superior y uno (ventral)
de la superficie interior encajando detras del disco suctor en la superficie
ventral, estos flagelos son responsables de la motilidad del parasito (39), El
disco suctor es una estructura céncava y bilobulada, de 0,4 p de grosor, que
ocupa las tres cuartas partes de la superficie ventral del trofozoito (43), es una
estructura de soporte, formada por un citoesqueleto de microtubulos,
microfilamentos y estructuras fibrosas asociada al disco ventral de Giardia sp.,
se ha demostrado que estd compuesto de una variedad de proteinas del
citoesqueleto , principalmente tubulina (alfa y beta) y subunidades de proteinas
estrechamente relacionadas denominadas giardinas (41, 43, 44), que las utiliza
para contactar con las células del epitelio intestinal a las que se adhiere (42),

ademas es fundamental para la quimiotaxis y adhesién (39)

Estas dos familias de proteinas, son mejor caracterizadas en el citoesqueleto
de Giardia sp: las giardinas, son un grupo de 23 proteinas de estructura alfa-
helicoidal y de pesos moleculares entre 29 - 38 kDa, identificadas en las cintas
dorsales del disco ventral y las tubulinas, que son proteinas cuya estructura y
pesos moleculares son menos conocidos, forman parte de los microtubulos

presentes en el disco ventral, flagelos y cuerpos medianos (43).

Los cuerpos medianos, son colecciones apretadas de microtubulos y se
observan transversalmente en forma de pinza o tenaza sirven de ayuda para la
diferenciacion de especies sobre bases morfolégicas (39), se encuentran en la
mitad del cuerpo y son unicos en este género, tienen forma de ufia y estan
formados por microtubulos que dan soporte al citoesqueleto. Ademas existen
ribosomas, aparato de Golgi y vacuolas periféricas que contiene cistein-

proteasas.(42)
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Tiene interés sefalar la existencia de dos tipos de proteinas de membrana: las
proteinas variables de superficie (VSP) y una proteina de shock térmico (HSP)

que se comporta como antigeno inmunodominante(42).

Figura N° 3: Trofozoito de Giardia intestinalis
Fuente: CDC Giardiasis

El trofozoito se divide por fisidn binaria longitudinal, carece de mitocondria y
depende de la adquisicion de fosfolipidos, acidos grasos colesterol, y

pirimidinas de su ambiente(39).

El hombre alberga la forma activa o trofozoica de G. intestinalis, en su intestino
delgado, parte de los trofozoitos no adheridos a la superficie intestinal son
arrastrados en el mucus y en los alimentos en digestion (43) . Los trofozoitos
tienden a agregarse sobre la pared intestinal y este hecho podria crear una

barrera mecanica a la absorcién de grasas y vitaminas liposolubles (41).

A medida que la forma vegetativa del parasito avanza distalmente, las
condiciones se le hacen mas adversas y se inicia el proceso de enquistamiento
(43), que es eliminado con las heces llegando al suelo o agua. Estos quistes
ingeridos por otra persona dan origen a nuevas formas trofozoicas que

repitiendo el proceso asegurando la continuidad del ciclo (40).
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1.5.2.2. QUISTE O FORMA INFECTIVA.

Los quistes son de forma ovoide, mas pequenos que los trofozoitos, con un
tamano de 8 — 12 ym de largo y de 7 — 10 ym de ancho (39, 40, 42), Se
pueden ver entre 2 - 4 nucleos, dos en los quistes inmaduros y cuatro en los
maduros situados en uno de sus polos. En su interior presentan restos de
estructuras similares a las del trofozoito (42), axonemas flagelares y un cuerpo

mediano duplicado y muy curvado.

Los quistes son notablemente estables y pueden sobrevivir durante semanas a
meses en el medio ambiente (45), y su caracter fundamental es ser la fase de
resistencia, proporcionando proteccion frente a diferentes grados de calor y
frio, ademas contra la desecacion, esta caracteristica es gracias a la gruesa
pared quistica (39), que es una gruesa cubierta hialina aplicada directamente
sobre la membrana plasmatica (40), esta capa externa esta cubierta de

filamentos, quitina, N-acetilgalactosamina y otras proteinas estructurales (42).

Estos quistes no son solamente una forma de resistencia frente a las
condiciones adversas del medio externo sino también una forma multiplicativa
del parasito, ya que al completar su maduracion y una vez duplicados sus
estructuras, se forman dos nuevos trofozoitos que emergen del quiste ya
totalmente formados, pasada la barrera gastrica llegando al duodeno de su
hospedador (40).

Los quistes de Giardia sp. son resistentes y pueden sobrevivir en el agua hasta
tres meses (10) pero son poco resistente a la desecacion o al calor (41), y

soportan hasta 3 mg/L de cloro (46).

1.5.3. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

Para el tratamiento farmaco-quimico de la giardiosis en pacientes sintomaticos,
el farmaco de eleccion para los nifos menores de 5 anos de edad es la
furazolidona debido a que es mejor tolerada, los porcentajes de curacién varian
del 80% al 100% (39).

Varios farmacos se pueden usar para tratar la infeccién por Giardia sp. Los
tratamientos eficaces incluyen metronidazol, tinidazol, y la nitazoxanida. Las

alternativas a estos medicamentos incluyen paromomicina y quinacrina. (13).
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1.5.4. CICLO BIOLOGICO DE Giardia sp.

La carencia de etapas sexuales y de hospederos intermediarios, que si estan
presentes en el desarrollo ontogénico de otros parasitos, evidencia la sencillez
del ciclo evolutivo de G. intestinalis. Basicamente, el ciclo de vida de este
microorganismo pasa por solo dos fases: la de quiste, forma infectante, y la de
trofozoito, forma vegetativa. Las condiciones que desencadenan el
exquistamieto y el enquistamiento, son probablemente accién de productos de

la lipolisis y otras enzimas, aunque aun son objeto de estudio (43).

Presenta 2 etapas: un trofozoito que se multiplica activamente, y un quiste

resistente (38).

El ciclo de vida comienza por la ingestibn de los quistes latentes en los
alimentos o agua contaminada, el exquistamiento se da por la accion de
enzimas pancreaticas, tripsina, y quimiotripsina, que terminan por debilitar la
pared de los quistes en grado suficiente para liberar dos trofozoitos binucleados
en el lumen, los trofozoitos habitan en la luz del intestino adheridos a las
vellosidades intestinales por medio del disco suctor, se alimentan y se
reproducen por fision binaria hasta que el contenido intestinal inicia el proceso
de deshidratacion, momento en el que comienza el enquistamiento. Es asi que,
a medida que el trofozoito pasa a la porcion posterior del tubo digestivo se
convierte en una forma quistica por accion de la bilis y productos de lipolisis,
los quistes son eliminados con las heces llegando al suelo y/o al agua
contaminandolos e iniciando nuevamente el ciclo (40). Los quistes
tetranucleados, son excretados en forma intermitente en las heces, constituyen
la forma infectante del protozoo. Estos quistes son resistentes a condiciones
ambientales adversas y pueden permanecer viables por semanas y meses
(43).
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El ciclo biolégico de Giardia sp., se completa cuando el quiste es ingerido por el
hospedero correspondiente. En relacion con G. intestinalis ademas del hombre,
se han descrito varios hospederos y como consecuencia de ello, le atribuyen
un gran potencial zoonético (43). La mayoria de los autores consideran en la
actualidad que la giardiosis es una zoonosis ya que existen ciclos de
transmision directa o vehiculada por agua o alimentos entre humanos, animales

domeésticos y salvajes (42).

Transmision directa g--eee--- o—

Transmision hidrica 0., ..._cee._eme. e
Demostrada e e

Improbable .~ . .

Figura N° 4: Potencial Zoonético de Giardia intestinalis

Fuente: Luis Fonte

Segun la racionalizacion taxondmica propuesta por Filice, G. intestinalis podria
parasitar ademas de los humanos, a otras especies de animales domésticos y
salvajes. Afos después, a este argumento en favor del potencial zoonotico
de G. intestinalis se sumaria los frecuentes reportes de asociacion entre la
ocurrencia de brotes de giardiosis por contaminacioén de las fuentes de agua y
la deteccion de animales infectados por especies proximos a estas. En 1979,
ambos argumentos condujeron a la OMS a llamar la atencién de la comunidad

cientifica sobre el potencial zoonético de esta especie (43).
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En la siguiente grafica se muestra el ciclo biologico de Giardia intestinalis, el
ciclo inicia con la ingesta de aguas y/o alimentos contaminados con quistes de
Giardia sp, los que ingresan por via oral hasta que son eliminados por las
heces, que por diversos factores llegan a contaminar nuevamente el agua,

suelo y alimentos.
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1.5.5. EFECTOS EN EL HOSPEDADOR.

El periodo de incubacion suele ser de 1 a 2 semanas (38, 39), la infeccion se
produce exclusivamente por la ingestion de quistes, ya sea a través de bebidas
o alimentos, ingestion accidental de las aguas recreativas, por contacto directo
durante actividades sexuales o la higiene insuficiente (45), Los sintomas
gastrointestinales de la giardiosis se caracterizan por su larga duracion,
frecuentemente se ha observado pérdida de peso importante, debido a la mala
absorcion de nutrientes por la fijacion de los trofozoitos a las vellosidades
intestinales, lo cual produce obstruccién y lesion directa de la mucosa intestinal
(39).

Giardia intestinalis puede ocasionar infeccién sintomatica con una baja
cantidad de inéculo aproximadamente de 10 quistes (45, 47), Los trofozoitos se

encuentran principalmente en el intestino delgado.

Los dos procesos clave en la patogenia y la fisiopatologia de la giardiosis son
la adhesion al epitelio intestinal y la lesién del mismo (48), la adhesion al
epitelio se da mediante una estructura rigida, que le permite penetrar en la
mucosa, este mecanismo de dafo es conocido porque el parasito se adhiere
firmemente a la pared intestinal; tapando la superficie del epitelio y generando
irritacion; produciendo asi la secrecién de moco en la superficie, teniendo una
doble obstruccion para la absorcion de nutrientes (39), y provocando ademas

una reaccion inflamatoria (49).

La giardiosis por lo general comienza con una sensacion de malestar intestinal,
seguido de nauseas y anorexia, bajo grado de fiebre y escalofrios. Los
sintomas posteriores pueden incluir diarrea acuosa, explosiva, con mal olor ya
que cuando hay un problema mala absorcion, el trabajo de desintegracion
bacteriano hace que se torne ese olor; también se origina gorgoteo y distension
abdominal asociado con falta de expulsién del gas. También pueden producirse
calambres en la parte superior o media de la zona del epigastrio (38). La

excrecion de los quistes no es permanente ni constante (50).
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1.5.6. EPIDEMIOLOGIA.

La giardiosis es una parasitosis de distribucion cosmopolita (42, 49), su
frecuencia varia de acuerdo al nivel cultural y educativo de la gente, las
condiciones sanitarias y climatolégicas de cada region (49), es una de las
parasitosis mas frecuentes en el mundo tanto en paises en vias de desarrollo
(con una prevalencia entre el 7-20% de la poblacién) como en paises
industrializados, y con certeza la protozoosis mas frecuentemente

diagnosticada en paises desarrollados (42).

Giardia intestinalis es el parasito intestinal mas comunmente aisladas en todo
el mundo y es especialmente frecuente en nifos de paises en vias de
desarrollo (38, 45, 47). Su mayor prevalencia se encuentra en zonas tropicales
y subtropicales, donde afecta hasta el 30% de los adultos (41). En un estudio
reciente para documentar los patrones de parasitismo intestinal en los Estados
Unidos, Giardia intestinalis fue el parasito mas frecuentemente identificado
usando microscopia; las tasas de deteccidn para este parasito estan entre el 2
y el 5% en los paises industrializados y entre el 20 y el 30 % en las naciones en
desarrollo. En contraste con la poblacion general, la alta o baja prevalencia se
han descrito, y parecen ser mas comunes en las zonas urbanas que en las

poblaciones rurales(38).

La transmisién por agua tiene lugar en viajeros y en brotes autéctonos
relacionados con la contaminacion con aguas fecales o deyecciones de
animales. Existen tres formas fundamentales de transmision de la giardiosis:
persona - persona, a través de los alimentos y por contacto con agua
contaminada. La transmision interpersonal es la responsable de la elevada
prevalencia de esta parasitosis en nifios, ancianos, y en hombres
homosexuales que practican sexo anal. La transmision por alimentos se da
especialmente en viajeros que no siguen las recomendaciones dietéticas e
ingieren alimentos contaminados, crudos o mal cocidos, también al no tener

los cuidados higiénicos necesarios antes de consumir los alimentos (42).

Actualmente la giardiosis es considerada una de las parasitosis de mayor

frecuencia en el Peru, especialmente en nifios, y con una prevalencia que
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fluctua entre 38 a 80%, siendo causa de diarreas, sindrome de malabsorcion y

desnutricion, entre otros (51).

1.5.6.1. MEDIDAS PREVENTIVAS.

1.6.

Segun el centro de Control de Prevencion de Enfermedades (CDC) se

debe tomar en cuenta las siguientes precauciones.
En general practicar una buena higiene.
Evitar el agua (potable y recreativa) que pueda estar contaminada.

En caso de diarreas en nifios, evitar el uso de piscinas y guarderias

hasta dos semanas después del cese de la diarrea.

En caso de pacientes inmunocomprometidos, evitar la exposicion a
materia fecal, mantener una adecuada higiene personal durante las

actividades.

Realizar el lavado de manos después de una posible contaminacion con
heces humanas, animales, y/o estar en contacto con personas enfermas,
etc (13).

EL AGUA COMO MEDIO DE TRANSMISION DE OOQUISTES Y
QUISTES.

El agua puede ser considerada como un reservorio de patdbgenos dependiendo

de la carga que reciba. Segun la Organizacién Mundial de la Salud, 663 millones

de personas se abastecen de fuentes de agua no mejoradas; de ellas, 159

millones dependen de aguas superficiales como lagos y lagunas (52). Asi es

que, la calidad de agua en un lago esta intimamente ligada con su origen, la

existencia de mayor o menor intensidad de mezcla de sus componentes, la

estratificacion, tiempo de retencién, forma fisica del estanque, los movimientos

del agua, los aportes de los contaminantes y su eutrofizacion (53). Esto se debe

principalmente al vertido de los desagues de la poblacién de las zonas rurales,

ganado y aves de corral circundante a los cuerpos de agua, que por escorrentia,

permite la contaminacion fecal en las aguas superficiales (6).
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La contaminacion de las fuentes de aguas superficiales para el abastecimiento
de consumo humano es uno de los problemas mas frecuentes en todos los
paises en vias de desarrollo (6), asi la falta de infraestructura sanitaria y la
escasez de agua limpia para el consumo de la poblacion son causantes de mas
de 12 millones de defunciones al afio en el mundo; un 60% de la mortalidad de
menores de un afno esta relacionado con enfermedades infecciosas y
parasitarias mayormente vinculadas con el agua, ya que el consumo de agua
contaminada es responsable de causar enfermedades parasitarias tanto
endémicas como epidémicas, agravados por la falta de saneamiento ambiental y
desconocimiento de normas higiénicas (52, 54). Es importante considerar que
los quistes y ooquistes de parasitos pueden pasar a través de los sistemas
convencionales de potabilizacion y ademas son resistentes a agentes quimicos
que se utilizan para el tratamiento de aguas, por lo que no solo se buscara
bacterias coliformes totales para presumir contaminacién cloacal, debe incluirse
analisis parasitolégicos para la busqueda de Cryptosporidium sp. y Giardia sp.
ya que estos necesitan concentraciones altas de cloro incompatibles con su
consumo poniendo en riesgo la salud (31, 54), presentando brotes de diarrea;
que en general se relacionan con deficiencias en el tratamiento del agua,
operacion inadecuada de los sistemas, fallas en los equipos electromecanicos
de las plantas o una proteccion ineficaz de las fuentes de agua. En relacion con
este ultimo punto, en los paises en vias de desarrollo, algunas de las medidas
de control ambiental para el flujo de patdgenos son precarias o simplemente no
existen, haciendo que el escenario de riesgo potencial sea una causa de alarma
para la salud de la poblacién. (31).

Los ooquistes de Cryptosporidium sp. son excretados en grandes cantidades por
los seres humanos y los animales infectados, y por medio de la descarga de
residuos, pueden alcanzar el agua superficial (rios y lagos), sobre todo si existe
ganado alrededor y, por consiguiente contaminar el agua potable, ya que debido
a su pequefo tamano pasa los filtros sin ningun problema y son altamente
resistentes a los desinfectantes comunes y pueden sobrevivir en el agua durante
semanas (55); los ultimos estudios concluyen que la forma mas segura de
eliminar ooquistes de Cryptosporidium sp. presente en el agua, es mediante el

proceso de ozonizacion (31).
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En el caso de Giardia sp. el proceso de multiplicacion es tan intenso, que se ha
estimado que una deposicion diarreica podria contener miles de millones de
parasitos, los quistes han demostrado que posee mayor resistencia al
tratamiento de potabilizacion del agua que los indicadores bacterianos de

contaminacion fecal como coliformes, y otros (38).

Consecuentemente la provision de agua dulce es un recurso cada vez mas
restringido y vulnerable, ya que sin agua no existe vida, su escasez y
contaminacion fragilizan la salud, poniendo en riesgo la vida de millones de
personas, causando dafios al ecosistema afectando el desarrollo econémico, la
disponibilidad de alimentos y sumiendo a los habitantes y paises
subdesarrollados y en desarrollo en un trampa que dificulta su desarrollo fisico e
intelectual (54).

Por las razones mencionadas anteriormente, la importancia del agua destinada
para el consumo humano es una ruta de transmisién para los protozoarios
patdgenos y es necesario establecer los factores de riesgo del agua superficial
destinada a tratamientos de potabilizacién, con el fin de disminuir el riesgo de

epidemias por parasitos (14).

1.7. LEGISLACION MEDIO AMBIENTAL DS N° 002-2008—-MINAM -
ARTICULO 1° “APROBACION DE LOS ESTANDARES NACIONALES
DE CALIDAD AMBIENTAL PARA AGUA”

Categoria 1: Poblaciéon y Recreacional

Aguas Superficiales destinadas a la produccion de agua potable.

Considera:

A1: Aguas que pueden ser potabilizadoras con desinfeccion
A2: Aguas que pueden ser potabilizadoras con tratamiento convencional

A3: Aguas que pueden ser potabilizadas con tratamiento avanzado (11).

En la siguiente tabla, se muestra los valores maximos permisibles dados por el

Ministerio del Ambiente, para agua destinada al consumo humano.
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Tabla N° 1: Estandares de Calidad Ambiental para aguas D.S. N° 002-
2008-MINAM

AGUAS SUPERFICIALES DESTINADAS A LA
PARAMETRO UNIDAD PRODUCCION DE AGUA POTABLE
MICROBIOLOGICO A1 A2 A3
VALOR VALOR VALOR
Formas Parasitarias Organismos / Litro 0 0
Giardia duodenalis (intestinalis) Organismos / Litro Ausencia Ausencia Ausencia
Enterococos fecales NMP/100 ml 0 0
Escherichia coli NMP/100 ml 0 0
Coliformes termo tolerantes NMP/100 ml 0 2000 20 000
Coliformes totales NMP/100 ml 50 3000 50 000
Salmonella Presencia /100 ml Ausencia Ausencia Ausencia
Vibrio cholerae Presencia /100 ml Ausencia Ausencia Ausencia

A1: Aguas que pueden ser potabilizadoras con desinfeccion
A2: Aguas que pueden ser potabilizadoras con tratamiento convencional

A3: Aguas que pueden ser potabilizadas con tratamiento avanzado
Fuente: DS N° 002 - 2008 — MINAM

1.8. LEGISLACION MEDIO AMBIENTAL DS N° 015-2015-MINAM:

Decreta:

Articulo 1°: “Modificacion de los Estandares Nacionales de Calidad
Ambiental para Agua, aprobados por Decreto Supremo N° 002-2008-
MINAM”

Modifiquese los parametros y valores de los Estandares Nacionales de Calidad
Ambiental (ECA) para Agua, aprobados por Decreto Supremo N°002-2008-

MINAM, detallados en el Anexo de la presente norma.
Articulo 2.- ECA para Agua y politicas publicas

Los Estandares Nacionales de Calidad Ambiental (ECA) para Agua son de
cumplimiento obligatorio en la determinacion de los usos de los cuerpos de
agua, atendiendo a sus condiciones naturales o niveles de fondo, y en el
disefio de normas legales y politicas publicas, de conformidad con lo dispuesto

en la Ley N° 28611, Ley General del Ambiente.
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DISPOSICION COMPLEMENTARIA MODIFICATORIA UNICA:

Modificacion del articulo 2 de las Disposiciones para la implementacion de los

Estandares Nacionales de Calidad Ambiental (ECA) para Agua.

Modifiquese el articulo 2 de las disposiciones para la implementacion de los
Estandares Nacionales de Calidad Ambiental (ECA) para Agua, aprobadas por
Decreto Supremo N° 023-2009-MINAM, de acuerdo a lo siguiente:

“Articulo 2.- Precisiones de las Categorias de los Estandares Nacionales
de Calidad Ambiental (ECA) para Agua: Para la implementacién del Decreto
Supremo N° 002-2008-MINAM y de la presente norma, se tiene en
consideracion las siguientes precisiones de las Categorias de los ECA para

Agua:

Categoria 1: Poblacional y Recreacional Sub Categoria A. Aguas

superficiales destinadas a la produccién de agua potable

Tabla N° 2: Modificacién de Estandares de calidad ambiental para agua
DS N° 015-2015-MINAM

AGUAS SUPERFICIALES DESTINADAS A LA
PARAMETRO PRODUCCION DE AGUA POTABLE
MICROBIOLOGICO Y UNIDAD AM A2 A3
PARASITOLOGICOS
VALOR VALOR VALOR
Coliformes totales (35 °C-
37°C) NMP/100 m 50 5000 50000
Coliformes termo
tolerantes (44,5°C) NMP/100 ml 20 2000 20000
Vibrio cholerae Presencia /100 ml Ausencia Ausencia Ausencia
Escherichia coli NMP/100 ml 0 - -
Microcistina-LR mg/L 0,001 **
Formas Parasitarias N° Organismos / L 0 ** -
Organismos de vida libre
(algas,
protozoarios, copépodos, 0 <5106 <5106
Rotiferos, nematodos, en
todos sus estadios
evolutivos) N° Organismos / L

A1: Aguas que pueden ser potabilizadoras con desinfeccion

A2: Aguas que pueden ser potabilizadoras con tratamiento convencional

A3: Aguas que pueden ser potabilizadas con tratamiento avanzado

Fuente: DS N° 015-2015-MINAM
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1.9. TECNICAS MOLECULARES.

1.9.1. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (Mullis, Kary; 1985)
(56).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de reaccion
enzimatica in vitro, siendo una de las tecnologias mas poderosas de la Biologia
Molecular. Fue desarrollada por primera en el aino 1985 por el bioquimico
estadounidense, Kary Mullis. Por el uso del PCR, las secuencias de ADN
especificas dentro de un molde, se pueden copiar o "amplificar" de mil a un
millén de veces; la secuencia especifica es copiada fielmente; mediante el uso
de: primers, ADN polimerasas termoestables y los ciclos térmicos (56, 57).
Tedricamente, el PCR amplifica al ADN de forma exponencial, duplicando el
numero de moléculas diana con cada ciclo de amplificacion. Kary Mullis
propone que el numero de ciclos y la cantidad de PCR producto final se
podrian usar para calcular la cantidad inicial de material genético por
comparacion con un estandar conocido. Para hacer frente a la necesidad de
una cuantificacién, se desarrolld la técnica de PCR en tiempo real, la cual se
detalla mas adelante. Actualmente, la PCR convencional se utiliza sobre todo
para otras técnicas de Biologia Molecular como: amplificar el ADN especifico

para una secuenciacion o clonacion (57, 58).

1.9.2. PCR EN TIEMPO REAL(Higuchi et al, 1992) POR SYBR GREEN (59).

El PCR en tiempo real se basa en el principio del método de la PCR clasica
desarrollado por Kary Mullis, que detecta ADN a partir de pequeias cantidades,
amplificandolas hasta mas de un billén de veces (60). Los primeros que
sentaron las bases para desarrollar la PCR en tiempo real fueron Higuchi y
colaboradores en 1992, al videograbar en tiempo real la incorporacién del
bromuro de etidio al ADN durante cada ciclo del PCR realizado bajo la luz UV.
Desde entonces, el objetivo de la PCR en tiempo real ha sido detectar y
cuantificar las secuencias especificas de acidos nucleicos mediante el uso de

reporteros fluorescentes (57).
Las ventajas de la PCR en tiempo real incluyen:

- Capacidad para supervisar el progreso de la reaccion PCR ya que se

produce en tiempo real (56).
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Capacidad para medir con precision la cantidad del amplicon en cada
ciclo, lo que permite la cuantificacion de alta precision en la cantidad de

material genético de partida en las muestras (57).

La amplificacion y deteccidn se produce en un solo tubo, eliminando las
manipulaciones posteriores a la PCR, evitando la contaminacion del

amplicon (61).

Hay tres pasos principales que componen cada ciclo de la PCR en tiempo real.

Las reacciones se ejecutan generalmente hasta por 40 ciclos (62), éstas son:

Denaturacion: Este paso es necesario para "separar" el ADN de cadena
doble a cadena simple y relajar las estructuras secundarias, este paso
se lleva a cabo a 95° C, y por lo general el tiempo de denaturacion es de
15 segundos, este tiempo se puede prolongar si el contenido de

Guanina y Citocina del ADN diana es alta (56).

Hibridacion o Annealing: Durante esta etapa, los primers o cebadores se
alinean por homologia frente a su cadena complementaria especifica,
esta temperatura se calcula en funcién de la temperatura mealting (Tm)
de los cebadores ( +/- 5° C de la Tm del cebador); siendo diferente para
cada especie de organismos y el cual es detectado en la curva generada

al final de la reaccion (62).

Elongacién o Extension: Esta etapa se da por lo general, entre 70°C a
74°C; doénde la actividad de la ADN Taq Polimerasa es 6ptima, a medida
que se van obteniendo amplicones de doble cadena, el reportero
fluorocromo (Syber Green) se va uniendo al ADN para generar una
sefal fluorescente, que va en aumento dependiendo de la cantidad de

muestra inicial y del numero de ciclo térmico (56).

En la PCR en Tiempo Real, la cantidad de ADN presente se mide
después de cada ciclo, al término de la elongacién por medio de
colorantes que producen una seinal fluorescente que va en aumento; el
cambio en la fluorescencia durante el transcurso de la reaccion se mide
por un equipo (termociclador) que combina un ciclo térmico con

capacidad de escaneo del colorante fluorescente en proporcion directa
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con el numero de moléculas de amplicones generados. Trazando la
fluorescencia frente al numero de ciclo, el PCR en Tiempo Real genera
un grafico de amplificacion que representa la acumulacion de producto

sobre la duracién de toda la reaccién PCR como se observa en la figura

N° 06 (56).
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Figura N° 6: Grafico de amplificaciéon que genera el PCR en tiempo real: La
fluorescencia emitida en el momento que la sustancia intercalante se une al ADN vs.

el nimero de ciclos.
Fuente: (56)

SYBR® Green es un reportero fluorescente utilizado en la reaccion del PCR en
tiempo real (62), compuesto organico de formula quimica Cs2H3s7N4S, que forma
parte del grupo de las cianinas, es un colorante fluorescente que se une al
surco menor de todas las moléculas de doble cadena de ADN,
independientemente de la secuencia. SYBR® Green presenta un pico de
absorcién unica de luz verde (494 — 521 nm) cuando se une al ADN de doble
cadena y es excitado por la luz azul (61). SYBR® Green no se une al ADN de
una sola cadena, por lo que la fluorescencia es minima durante la denaturacion
(56). Cuando el SYBR® Green se une al ADN de doble cadena, la
fluorescencia aumenta significativamente, durante las diferentes etapas de la
PCR, la intensidad de esta fluorescencia puede variar, dependiendo de la
cantidad de ADN de doble cadena presente (59). Cuando todo el ADN es de
doble cadena, la cantidad maxima de SYBR® Green se une y la sefial

fluorescente esta en su punto maximo durante el ultimo ciclo de PCR (56).
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS.

2.1. AREA DE ESTUDIO

El cuerpo léntico de Piuray se halla a 3,700 m de altitud, en la Region y
departamento del Cusco, provincia de Urubamba, distrito de Chincheros, cuyas
aguas estan concesionadas a la Empresa Prestadora de Servicios de Agua y
Desaglie SEDACUSCO; quienes se responsabilizan del seguimiento analitico
fisicoquimico y biologico rutinario, cuyo mapa satelital, se observa a

continuacion:
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Figura N° 7: Mapa satelital de la ubicacion geografica del cuerpo léntico de
Piuray.

Fuente: Google Earth.
LIMITES:

Limita por el norte con la distrito de Huayllabamba, por el oeste con la provincia
de Anta, por el este con la provincia de Calca y por el sur con el distrito de

Cachimayo.

La Microcuenca de Piuray cuenta con el afluente de Ccorimarca que pertenece
a la Cuenca de Urubamba, que a su vez se integra a la Gran Cuenca del

43



Amazonas (9), Piuray sirve como fuente de abastecimiento de agua potable a

la ciudad del Cusco.

2.1.1. CARACTERISTICAS GEOMORFOLOGICAS

El cuerpo léntico de Piuray se pensaba que correspondia a la edad Nedgena,
posiblemente Miocena o Pliocena. Sin embargo, la evolucion muestra que esta
formacion corresponde a la Pliocena, debido a que en los alrededores del
cuerpo léntico de Piuray se evidencian depoésitos palustres y lacustres,

compuestos por arcillas intercaladas con diatomitas (63).

La forma es irregular de contornos ligeramente ondulados y con riveras bajas e
inundables, con un area superficial de 3.33 Km?, cuyo perimetro es de 8750 m,
tiene 464.08 m de ancho y 3 000 m de largo, con una profundidad de 20 a 50 m
(8, 9, 64).

La capacidad de mezcla en la superficie del cuerpo léntico de Piuray por la
mafana presenta vientos de baja velocidad que circulan de norte a sur,
notandose un incremento de la velocidad a partir del mediodia con formacion

de olas de onda corta (64).

Este cuerpo léntico es el colector principal de las escorrentias provenientes de
todas las quebradas y del agua generada en numerosos manantes de la
microcuenca Ccorimarca - Piuray, ademas de las acequias que provienen de

las poblaciones aledanas (64).

En la zona Sur Oeste se observaron planicies inundables que, en épocas de
sequia, son usadas como campo de pastoreo y algunas para cultivos de

productos de primera necesidad (64).

2.1.2. ACCESIBILIDAD AL LUGAR DE ESTUDIO
Su acceso es por via asfaltada, estando a 20 Km en la ruta Cusco-Urubamba y
un particular acceso hasta la orilla del cuerpo de agua en mencion, por via

afirmada carrozable desde el centro poblado de Alpachaca,

2.1.3. FLORAY FAUNA
Segun estudios hechos por Amésquita, S. en el afio 2011, indica que existe

vegetacion sumergida constituida por Elodea potamogetum, Chara foetida;
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vegetacion emergente constituida por Scirpus totora, Thypa angustifolia,
Hidrocotyle bonariensis; vegetacién flotante constituida por Azorella filiculoides;
vegetacion circundante Mimutus glabratus, Juncus balticus, Hordeum vulgare,
Brassica campestri (9). Como se ha constatado in situ, se tiene cultivos de
papa (Solanum tuberosa) en el area sur-oeste circundante al cuerpo léntico,
correspondiente a las comunidades de Cuper Bajo, Caparay, y el punto de
Captacion de E.P.S. SedaCusco; no hay presencia de vegetacion arbdrea
nativa ni introducida en proximidades del cuerpo de agua, pero si se ha
observado la presencia de Eucalyptus globulus correspondiente los puntos
Ocutuan, Ravilchaca, Sipicuna, y Cuper Bajo mas alguna vegetacion herbacea
pricipalmente Pennisetum clandestinum, que es consumido por la poblacion
pecuaria de vacunos, porcinos, y ovinos que suelen pastorear en proximidades

del cuerpo de agua.

En estudios realizados por Amésquita, S., en el afo 2011, menciona la
prescencia de Aves, constituidas por Podiceps rollands chilensis,
Phlacobaenus melanopterus, Tringa melanoleuca, Anas puna, Bubulcus ibis,
Chloephaga melanoptera, Plegadis ridgwayii, Gallinula chloropus, Fulica
americana peruviana, Nycticorax nycticorax hoacctli; lo que también se
constaté cuando se efectuaban los muestreos, habiendo cierta abundancia de
aves, también se observd anfibios como Gastrotheca marsupiata, ademas los
pobladores indican que hay truchas (Oncorhynchus mykiis) que surcan desde
los tributarios. Como es de esperar, se observaron también insectos entre ellos,

la infaltable Musca doméstica y presencia de Odonatos.

2.1.4. CLIMA

Segun el SENAMHI, el clima de la Microcuenca de Piuray es Semiseco Frio
con Invierno Seco, caracteristico de los valles interandinos; con precipitaciones
que empiezan en el mes de noviembre hasta abril y los siguientes meses con

una época de precipitaciones escasas (65).

De acuerdo con la clasificacion de zonas de vida de Holdridge, que se
fundamenta en criterios bioclimaticos como parametros que definen la
composicion floristica de la zona, en la microcuenca Ccorimarca — Piuray se

han identificado dos zonas de vida: Paramo muy humedo — Subalpino

45



Subtropical (pmh . Sas) que va desde los 3900m de altitud hasta los 4500 m de
altitud, con una temperatura anual maxima de 6.9°C y una temperatura anual
minima de 4.6°C y bosque humedo — Montano Subtropical (bh — MS), que va
desde los 3000 m de altitud hasta los 4000 m de altitud, con una temperatura
anual maxima de 9°C y wuna temperatura anual minima de 6°C;

correspondiendo a bh-MS, |la zona de vida para el cuerpo léntico de Piuray (9).

En vista de que la estacion meteorolégica de Chinchero no se encuentra
funcionando desde el afio 1999, las condiciones climaticas para el periodo de
Julio 2015 a Febrero 2016, segun datos del SENAMHI, fueron tomadas de la

estacion meteorologica de Urubamba.

Tabla N° 3: Registro de Temperaturas, Precipitaciones y Radicacion UV
registrados para la zona del cuerpo léntico de Piuray en el periodo de
Julio a Diciembre del 2015 a Enero -Febrero del 2016

Temperatura Temperatura Precipitaciones Radiacion

Maxima (°C) Minima (°C) (mm / m?) Ultravioleta
Julio 2015 23.9 3.2 1.61 15**
Agosto 2015 244 3.4 5.6 14**
Septiembre 2015 2517 6.5 2.8 14**
Octubre 2015 25.0** 8.2** 15.2* 15**
Noviembre 2015 25.0** 9.3** 29.5* 15**
Diciembre 2015 23.2** 9.9** 118.5** 14**
Enero 2016 24 4** 10.7* 60.4* 16**
Febrero 2016 23.0** 11.2* 119.0** 15**

*Valores por lo debajo de lo normal.
**Valores por encima de lo normal.
Fuente: Senamhi — Oficina de Estadistica, 2016.

2.1.5. CLIMATODIAGRAMA DE LA ESTACION METEOROLOGICA DE
URUBAMBA DURANTE EL ANO 2015

En la siguiente figura se observa un climatodiagrama con los datos de
precipitacion pluvial y temperatura obtenidos de la base de datos de la estacion

meteorologica de Urubamba.
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Figura N° 8: Climatodiagrama en base a los resultados obtenidos de la Estacion
Meteoroldgica del Senamhi en Urubamba durante el aifio 2015.

Fuente: Propia, basados en datos de Senamhi

Considerando los datos climatoldgicos proporcionados por el Senamhi, se tiene

que entre Diciembre a Febrero se observa mayores precipitaciones pluviales.

2.2. MATERIALES

2.2.1. MATERIAL BIOLOGICO

80 muestras de agua del cuerpo léntico de Piuray, tomadas de los 10 puntos de

muestreo durante 8 meses (julio 2015 — Febrero 2016).

2.2.2. MATERIALES DE CAMPO

1 GPS map 76s (GARMIN).

1 Camara fotografica digital (CANNON REBEL)

10 Recipientes de polipropileno de 20 litros.(MARCA REY)
1 Cuaderno de datos.

1 Mapa de la zona de muestreo.

1 Plumén indeleble.
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Lapiceros.

2.2.3. MATERIALES PARA PRUEBAS DE CERTEZA PARASITOLOGICA.

Guantes de Latex talla “S” (FAMILY DOCTOR)
Mandiles descartables (GOLDEN MEDIC)
Envases de propileno 1L (MARCA REY).
Tubos de centrifuga de 50 ml (EPPENDOREF).
Pipetas Pasteur 2,5 ml.

Laminas porta objetos (MICROSCOPE SLIDE).
Cubre objetos (MICROSCOPE SLIDE)

Puente coloracion para laminas.

Plumén indeleble.(SHARPIE)

Detergente (ARIEL)

Desinfectante en gel (KIMBERLY CLARK).

2.2.3.1. SOLUCIONES PARA PRUEBAS DE CERTEZA PARASITOLOGICA

Solucién Sheather — Sugar 33.3% (INS, 2003).

Lugol Parasitolégico Dobbel & O Connor 3% (REMEL).

Metanol.

Bateria de Coloracién Kinyoun para Coccidios: Fucsina fenicada, alcohol
acido y azul de metileno (REMEL).

Formol al 40%.

Eter etilico.

Lejia al 10% (CLOROX).

2.2.3.2. EQUIPOS PARA PRUEBAS DE CERTEZA PARASITOLOGICA

Centrifuga Modelo AG Centrifuga 5810 (EPPENDORF).
Microscopio Fisher Scientific LED lllumination (LABOMED).
Refrigeradora de 4°C (BOSCH).

2.2.4. MATERIAL DE LABORATORIO PARA PRUEBAS MOLECULARES

Guantes nitrilo talla “S” (KIMBERLY CLARK).
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Mandiles descartables (GOLDEN MEDIC).

Perlas de vidrio Glass Beads X (Kit de Extraccion — OMEGA).
Tubos de centrifuga de 5 ml (EPPENDOREF).

Tubos de microcentrifuga de 2mL libre de ADNasas (EPPENDORF)
Pipetas Pasteur 5 ml.

Micropipetas de precision de 2.5ul, 20ul, 200pl, 1000ul (Research Plus
EPPENDORF).

Puntas para pipetas libres de nucleasas (MAXYMUM RECOVERY)
Packs de hielos.

Placas para PCR plates 96 — well clear (BIO — RAD).

Sellante Micro Seal B Sel (BIO — RAD).

Placa Magnética para Mag Bind Soil DNA Kit (OMEGA BIO-TEK).
Cajas de tecnopor.

Soporte para tubos de microcentrifuga.

Pafos suaves (KIMBERLY CLARK).

2.2.4.1. MATERIAL BIOLOGICO PARA PRUEBAS MOLECULARES

Muestra de ADN para Cryptosporidium parvum (concentracion: 5.7 ng/ul)
(Laboratorio de Biologia Molecular, Universidad de Texas, EE.UU)
Muestra de ADN para Giardia intestinalis (concentracién: 19.4 ng/ul)
(Laboratorio de Biologia Molecular, Universidad de Texas, EE.UU)

Controles negativos de ADN.

2.2.4.2. REACTIVOS PARA PRUEBAS MOLECULARES

Kit de Primers para Cryptosporidium parvum.: Forward: 5 CTC CAC
CAA CTA AGA ACG GCC 3’ y Reverse: 5 TAG AGA TTG GAG GTT
GTT CCT 3’ (Alejandro Castellanos, Laboratorio de Biologia Molecular,
Universidad de Texas, EE.UU)

Kit de Primers para Giardia intestinalis.: Forward: 5 GAC GGG TCA
GGA CAA CGG TT 3’ y Reverse: 8 TTG CCA GCG GTG TCC G &
(Zachary Austin Crannell, Laboratorio de Biologia Molecular, Universidad
de Texas, EE.UU).
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SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix, que contiene: Taq
Polimerasa, dNTP’s, Mg+, el tampoén buffer y el reportero de
fluorescencia Sybr Green.

Agua libre de Nucleasas.

Kit de Extraccion de ADN para suelos MAG BIND SOIL DNA KIT.

2.2.4.3. EQUIPOS PARA PRUEBAS MOLECULARES

CFX96 Real Time System C 1000 Touch (BIORAD).
Ultracongeladora Norma -70°C (THERMOSCIENTIFIC)
Congeladora -24°C (BOSCH).

Ultracentrifugadora Modelo Centrifuge 5418 (EPPENDOREF).
Vortex MAXI MIX Il (THERMOSCIENTIFIC)

Espectofotémetro Nano Drop 2000 (THERMOSCIENTIFIC).
Incubadoras en seco, Hit Blocks (VWR THERMOSCIENTIFIC).
Camara de Bioseguridad tipo Il Bio Il Advance (TELSTAR).

2.3. METODOS.

La presente investigacion corresponde a un estudio descriptivo de corte

transversal, en el que se considera 10 puntos muestrales con 8 repeticiones,

investigados en el periodo de julio del 2015 a febrero del 2016, totalizando 80

muestras de agua; de 20 litros cada una, correspondientes al cuerpo léntico de

Piuray.
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2.3.1. UNIVERSO MUESTRAL

Agua del cuerpo léntico de Piuray, 10 puntos de muestreo durante 8 meses,
que se detallan a continuacion en la figura N° 09: Mapa Satelital de los puntos
de muestreo y en la posterior tabla N° 04, donde se detalla los

posicionamientos geograficos de los puntos muestreados.

Figura N° 99: Mapa satelital de los puntos de muestreo en el cuerpo léntico
de Piuray.

Fuente: Google Earth.

2.3.1.1 PUNTOS DE MUESTREDO.
Se seleccionod los puntos de muestro en base a las observaciones realizadas in

situ, afluentes del cuerpo lentico, caracteristicas antropicas del entorno, etc.

1) Pucamarca (PUC): Tributario que alimenta al cuerpo léntico de
Piuray, al cual desemboca el desague de una vivienda, presenta

contaminacion fecal zoonotica circundante.

2) Sipicunapampa (SIP): Desprovista de viviendas circundantes, es

usada como zona de pastoreo para ganado ovino.

3) Cuper Bajo (CB): Zona altamente contaminada, se observd
escorrentia de un desagie de las viviendas circundantes que

desembocan directamente al cuerpo Iéntico de Piuray, ademas se
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observé actividad agricola circundante con presencia de ganado

pecuario.

4) Ocutuan (OCU): Tributario del cuerpo léntico, donde hay actividad
antropica como aseo personal, recreacional y actividad domestica de

la poblacion aledana.

5) Caparay (CAP): Zona del cuerpo Iéntico de Piuray destinada a la
agricultura y pastoreo de ganado pecuario que bebe directamente de

la laguna ademas, se observo la presencia de aves.

6) Pongobamba (PT): Tributario que sirve como agua de riego para los

diferentes campos de cultivo, y bebedero para el ganado cercano.

7) Ravilchaca (RAV): Tributario de agua clara donde se observo

contaminacion fecal del ganado circundante sobretodo vacuno.

8) Escuela de Pongobamaba (ESC): Zona del cuerpo de agua que en
Julio presento filtracion del desaglie del centro educativo, y en los
meses posteriores se observd alta eutrofizacion con presencia de

algas indicadoras de contaminacién, se observé ademas aves.

9) Entrada de agua para Cusco (ENT): Zona de captacion para las
redes de la empresa encargada de potabilizar el agua, esta zona se
caracteriza por estar cerca al distrito de Pongobamba y presentar

viviendas y ganado circundante ademas de actividad agricola.

10)Huilla — Huilla (HUI): Tributario en el que se observé la presencia
sobre todo de ganado porcino, el agua de esta zona es usada
directamente por la poblacién y presenta contaminacion por residuos

solidos.

En la tabla N° 04 se muestra las coordenadas y altitud de cada punto de
muestreo; los cudles fueron registrados por el GPS para cada fecha de

muestreo.
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Tabla N° 4: Posicionamiento geografico y fechas de muestreo realizadas
en el cuerpo léntico de Piuray durante el periodo Julio 2015 a Febrero

2016.
Punto de Coordenadas | Altitud
Muestreo UTM (m) M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8
P mar
u?;ug) ca 18L: 0820849 3725 21-jul- | 21-ago- 21- | 21-oct-| 21- |21-dic-| 21- 22-
N . UTM: 8515674 15 15 sep-15 15 nov-15 15 ene-16 | feb-16
(Tributario)
Sipicunapampa | 18L:0821828 | ... |21-u-|21-ago- [ 21- [21-oct-| 21- [21-dic-| 21- 22-
(SIP) UTM: 8515565 15 15 sep-15| 15 |nov-15| 15 |ene-16 | feb-16
Cuper Bajo 18L: 0822382 3713 21-jul- | 21-ago- 21- | 21-oct-| 21- |21-dic-| 21- 22-
(CB) UTM:8515569 15 15 sep-15| 15 |[nov-15| 15 [ene-16| feb-16
Ocutuan (OCU) | 18L: 0822998 3720 21-jul- | 21-ago- 21- | 21-oct-| 21- |21-dic-| 21- 22-
Tributario UTM: 8514732 15 15 sep-15 15 | nov-15 15 |[ene-16| feb-16
18L: 0821984 21-jul- | 21-ago- 21- | 21-oct-| 21- |21-dic-| 21- 22-
Caparay (CAP) | j1\1. 8513002 | 3717 |15 15  |sep-15| 15 |nov-15| 15 |ene-16| feb-16
Raz'l'alxc?ca 18L: 0821608 | oo |214uk | 21-ago- | 21- [21-0ct-| 21- |21dic-| 21- | 22-
N . UTM: 8513998 15 15 sep-15 15 nov-15 15 ene-16 | feb-16
Tributario
Pongobamba 18L: 0821108 3723 21-jul- | 21-ago- 21- | 21-oct-| 21- |21-dic-| 21- 22-
Tributario (PT) | UTM: 8513990 15 15 sep-15| 15 [nov-15| 15 [ene-16| feb-16
pﬁiciﬂ:rgﬁ o | 18L:0820540 | .o | 21ul- | 21-ago- | 21- |21-oct| 21- |21die-| 21- | 22-
g UTM: 8514229 15 15 sep-15 15 nov-15 15 ene-16 | feb-16
(ESC)
AEL‘;r:dguiio 18L:0819865 | oo |214uk | 21-ago- | 21- |21-0ct-| 21- |21dic-| 21- | 22-
g (ENT) UTM: 8514396 15 15 sep-15 15 nov-15 15 ene-16 | feb-16
Huilla — Huilla 18L: 819538 3720 21-jul- | 21-ago- 21- | 21-oct-| 21- |21-dic-|] 21- 22-
(HUI) Tributario | UTM: 8514820 15 15 sep-15| 15 |nov-15| 15 [ene-16| feb-16
Total = 80 10 10 10 10 10 10 10 10
Donde:
M1: Primer muestreo (JUL) M4: Cuarto muestreo (OCT)  M7: Séptimo muestreo (ENE)
M2: Segundo muestreo (AGO) M5: Quinto muestreo (NOV)  M8: Octavo muestreo (FEB)

M3: Tercer muestreo (SEP)

2.3.2. TOMA DE MUESTRA

M6: Sexto muestreo (DIC)

Se definieron 10 puntos de muestreo considerando la periferia del cuerpo

léntico de estudio, por la factibilidad de su toma muestral. Correspondiendo las
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fechas de muestreo de Julio a Octubre - 2015, sin precipitacion pluvial y de
Noviembre 2015 - Febrero 2016 época con precipitacion pluvial.

El primer muestreo se efectu6 en baldes de primer uso, que fueron
debidamente enjuagados; para las repeticiones, los baldes fueron lavados con
agua y detergente cepillados cuidadosamente y enjuagados con agua corriente
en el laboratorio, una vez cerca al punto de muestreo se enjuago con el agua

del punto en estudio.

Habiendo removido el limo muy suavemente, como indica la literatura
consultada (10), se dispuso de baldes de 20 litros por cada punto de muestreo,
cubiertos con sus propias tapas y debidamente etiquetados; transportadas con
sumo cuidado por la movilidad contratada hasta la ciudad del Cusco; para
cumplir con los procesos de estudio de Cryptosporidium sp. y Giardia sp. en el
laboratorio C-224 de Parasitologia y Técnicas Microscopicas en la Escuela
Profesional de Biologia-UNSAAC y en el Laboratorio del Instituto de Medicina
Tropical Alexander Von Humboldt — Sede Cusco, cito en José Carlos

Mariategui en la Urb. Santa Ménica.
2.3.3. PRUEBAS DE CERTEZA PARASITOLOGICA:

2.3.3.1. TECNICA DE SEDIMENTACION SIMPLE POR GRAVEDAD Y
CENTRIFUGACION BASADOS EN: METHODS OF MICROBIOLOGICAL
ANALYSIS OF WASTEWATER: Vargas C, 1983.

2.3.3.1.1 FUNDAMENTO:

La sedimentaciéon por accion de la gravedad y la centrifugacion permiten la
concentracion de ooquistes, quistes (fase latente de parasitos) y larvas, debido
a su peso especifico que oscila entre 1.045 a 1.170 mg, en el sedimento
obtenido (66), lo que permite observarlos a microscopia de campo claro en

frétices coloreados efectuados de este sedimento.

2.3.3.1.2. PROCEDIMIENTO:

1. Se dej6 en sedimentacién simple por gravedad durante 24 horas cada una
de las 10 muestras de los puntos mencionados anteriormente.

2. Se descartaron aproximadamente 12 litros del sobrenadante.
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3. Los aproximadamente 8 litros restantes fueron distribuidos en envases de 1
litro dejando en sedimentacion durante 8 horas.

4. Se descarté aproximadamente 500 ml del sobrenadante de cada envase de
litro, los 500 ml fueron distribuidos a tubos de 50 ml para ser centrifugados a
2300 rpm durante 5 min.

5. Se descart6 el sobrenadante recuperando el sedimento, conjuncionando los
sedimentos recuperados en tubos de 50 ml, los cuales fueron almacenado
para su posterior utilizacion (67).

6. Dos tubos fueron preservados con formol al 10% para las técnicas de
parasitologia de Sheather — Sugar y Formol — éter y almacenados a 4°C.

7. Los otros dos tubos fueron almacenados a — 20 °C sin preservante para la

extraccion de ADN.

2.3.3.2.TECNICA DE SHEATHER - SUGAR POR FLOTACION CON
CENTRIFUGACION PARA QUISTES Y OOQUISTES (Sheather, Joseph
William George; 1923) (68).

2.3.3.2.1. FUNDAMENTO.

Basada en la técnica de flotacion con sulfato de Zinc propuesto por “American
Public Health Association” en 1981, la técnica de Sheather usada es la descrita
en el Manual de Procedimientos de Laboratorio para el Diagnodstico de los
Parasitos Intestinales del Hombre propuesto por el Instituto Nacional de Salud
del 2003; por sus antecedentes de mayor sensibilidad y menor costo, la técnica

de Sheather fue tomada como la “gold estandar” (69).

Esta técnica consiste en la concentracion por flotacién de quistes, ooquistes y
huevos de parasitos en una solucién de azucar que posee mayor densidad que
ellos. Esta técnica es util para la concentracion de quistes y ooquistes de
protozoos y huevos de helmintos y se usa como método preferencial en el
diagndstico de los coccidios: Cryptosporidium sp, Cyclospora sp, Cystoisospora
sp, etc (68).

Se siguid el Protocolo de flotacion del Instituto Nacional de Salud en el afo
2003.
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Se preparé un total de 320 laminas; con una repeticién de 4 laminas por punto

de muestreo de cada mes, a partir del sobrenadante obtenido por la técnica de

flotacion de Sheather; se agregd Lugol parasitologico Dobell & O’connor vy las

lecturas se realizaron al microscopio a 10X y 40X, donde se observaron los

quistes presentes en cada lamina; dando como resultados positivos toda

estructura que concuerde con las caracteristicas morfolégicas de los quistes

descritos anteriormente.

2.3.3.2.2. PROCEDIMIENTO.

El sedimento de las muestras provenientes de la sedimentacién por
gravedad vy centrifugacion, fueron nuevamente concentrados a

centrifugacion por 2300 rpm por 2 minutos.
Se descarté 30 ml de sobrenadante con una pipeta Pasteur.
Se agreg6 30ml de solucion Sheather.

Las muestras fueron sometida al vortéx para una mejor homogenizacion;

durante un minuto, luego fueron centrifugadas a 2300 rpm por 4 minutos.

Se esperd 10 minutos para que las particulas menos densas fueran

suspendidas en la superficie.

Se tomd indculos de la capa superficial; se prepararon 4 laminas con
lugol parasitolégico Dobell & O’Connor por punto de muestreo y fueron
leidas inmediatamente al microscopio a 10X y 40X evitando asi la

cristalizacion de la muestra.

Para realizar la coloracion Kinyoun fue necesario eliminar la solucion

azucarada de Sheather, siguiendo los siguientes pasos:

Para el lavado de la muestra, se tomo6 los 15 ml de sobrenadante
superficial, se agregd 35 ml de agua corriente en tubos nuevos de 50 ml
y fueron centrifugados a 2300 rpm por 2 minutos (el procedimiento de
lavado fue repetido 2 veces),

Se realizé extendidos en 3 laminas portaobjetos dejandolas secar a

temperatura ambiente para su posterior coloracion (68).
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2.3.3.3. TECNICA DE CERTEZA PARASITOLOGICA COLORACION
KINYOUN PARA COCCIDIOS (Kinyoun, Joseph James; 1915) (68).

2.3.3.3.1. FUNDAMENTO.

La capa central de la pared ooquistica se caracteriza por ser rigida y
electrodensa (de 10 nm de espesor), de composicion lipidica y glicoproteica
(70), que le confiere el comportamiento acido-resistente de la cubierta de los
coccidios; los cuales se tifien de fucsia o rojo y destacan sobre un fondo verde

o azul, dependiendo del colorante de contraste usado (68).

Se siguio el protocolo de coloracion del Instituto Nacional de Salud en el ano
2003 (68).

Se prepararon un total de 240 Iaminas; con una repeticion de 3 laminas por
punto de muestreo por cada mes, a partir del concentrado obtenido por la
técnica de flotacién de Sheather. Se realiz6 la coloracion Kinyoun, cuya lectura
fue realizada al objetivo de 100X al microscopio, donde se contaron los
ooquistes presentes en cada lamina; dando como resultados positivos toda
estructura que concuerde con las caracteristicas morfolégicas de los ooquistes

descritos anteriormente y la capacidad de ser alcohol acido — resistente.

2.3.3.3.2. PROCEDIMIENTO.

e La lamina con el extendido previamente realizado se fij6 con metanol y
se dejo secar a temperatura ambiente.

e Se cubrié la lamina con la fucsina fenicada por 30 minutos®*.

e Se enjuagd suavemente el frotis, con agua corriente.

e Se decoloré con alcohol-acido, cubriendo el portaobjeto por 1 minuto,
hasta quitar el colorante.

e Se lavé suavemente el frotis con agua corriente.

e Se coloco como colorante de contraste, azul de metileno durante 5
minutos.

e Se lavo el frotis suavemente con agua corriente y se dejé secar a
temperatura ambiente.

e Como es de norma, se observd con el mayor aumento (100X) a

inmersion homogénea al microscopio (68).
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2.3.3.4. TECNICA DE FORMOL - ETER PARA HUEVOS Y LARVAS DE
HELMINTOS (Técnica de Nicoll, Charles y Barthelemy, Jean Auguste;
1917).

2.3.3.4.1. FUNDAMENTO

La técnica consiste en concentrar por sedimentacion, huevos de Helmintos,
larvas de Nematodos que no pueden ser aisladas por el método de flotacion.
Esta técnica de formol — éter es la mejor y la mas efectiva para detectar
Schitosomas, Uncinarias y huevos de Ascaris; donde el formol se encarga se
conservar las estructuras y el éter; que por ser menos denso, forma un tampdn
en la superficie del tubo; permitiendo que las formas parasitarias se liberen de
las grasas por disolucion de las mismas, reune los detritus (algas,

microinvertebrados y macrovertebrados) y clarifica las muestras (71).

2.3.3.4.2. PROCEDIMIENTO.

e Se centrifugd las muestras previamente sedimentadas por gravedad de
cada punto de muestreo a 2300 por 2 minutos para obtener el
sedimento.

e Se descarté 25 ml del sobrenadante con una pipeta Pasteur, se agregé
10ml de formol al 10% y 5ml de éter etilico.

e Se agitd la muestra vigorosamente durante 20 segundos, luego se
centrifugo a 2300 rpm durante 2 minutos.

e Se elimind el tapdn de detritus que se forma en la superficie.

e El sedimento se trasvaso a una placa Petri para observacion a 10x y
40X al microscopio de campo claro, buscando huevos de Helmintos vy
larvas (27).

2.3.4. TECNICAS MOLECULARES
2.3.4.1. EXTRACCION DE ADN POR MAG BIND SOIL DNA KIT.

2.3.4.1.1. FUNDAMENTO.
El kit de extraccion de ADN: Mag-bind Soil permite el aislamiento de ADN

genomico de alta calidad a partir de diversas muestras de sedimento. El
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sistema combina la tecnologia de la placa magnética con el Reactivo
Removedor de Inhibidores (HTR).

Las muestras se introducen a una placa magnética: spin-DNA HiBind, cargado
de manera aniodnica; que atrae al ADN hacia éste, mediante la unién con las
particulas CND, cargados positivamente. Dos pasos rapidos de lavado eliminan
los contaminantes traza y el ADN puro se eluye en un tampoén de baja fuerza

ionica, obteniendo ADN purificado de alta calidad (72).

2.3.4.1.2. PROCEDIMIENTO.
Se realizaron en total 80 extracciones de ADN del material que se obtuvo por el
proceso de sedimentacion, pertenecientes a los 10 puntos de muestreo durante

8 meses.

e Se peso 500 mg de perlas de vidrio y se coloco en tubos de polietileno
con tapa rosca de 5 ml libres de DNAsas.

e Se tomd aproximadamente 1g de la pasta obtenida de la sedimentacion
de las muestras de agua y se introdujo a los tubos de 5 ml de tapa
rosca.

e Se afadi6 0.6 ml de Buffer SLX-Mlus. Las muestras fueron sometidas al
maximo vortéx durante 10 minutos™ para lisar las muestras.

e Se afiadio 60 ul de Buffer DS y se sometié al maximo vortéx durante 10
minutos.

e Las muestras fueron incubadas a 70°C por 20 minutos, durante la
incubacion, éstas fueron sometidas al vortéx una vez. Nuevamente las
muestras fueron incubadas a 95°C durante 20 minutos.

e Las muestras (1000 pl de sobrenadante) fueron trasvasadas a tubos de
microcentrifuga de 2 ml libre de ADNasas.

e Se centrifugaron los tubos a 14 000 RPM durante 5 minutos en la
ultracentrifuga a temperatura ambiente.

e Se transfirio 400 ul de sobrenadante a nuevos tubos de microcentrifuga
de 2 ml, libres de ADNasas.

e Se anadi6 133 pl de Buffer SP2, las muestras fueron sometidas al vortéx

durante 30 segundos.
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Se afadié 133 ul del reactivo HTR, se sometié al vortéx durante 10
segundos. Las muestras fueron incubadas en el hielo durante 5 minutos.
Se volvio a centrifugar a 14 000 RPM durante 5 minutos.
Cuidadosamente, se transfirié el sobrenadante (600 ul) a nuevos tubos
de microcentrifuga de 2 ml, libre de ADNasas.

Se anadié 300 ul de Buffer XP2, 20 ul de particulas CND Mag-Bind, 5 pl
del reactivo Binding Enhancer y todos los tubos fueron sometidos al
vortéx por 10 segundos.

Los tubos fueron dejados a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Las muestras se centrifugaron a 14 000 RPM durante 2 minutos.
Después, los tubos fueron introducidos en la placa magnética para
separar las particulas CND Mag-Bind del resto de la solucion. Esto a
temperatura ambiente, hasta que la solucion haya aclarado.

Se aspird y se descartd todo el sobrenadante, sin retirar los tubos de la
placa magnética; teniendo cuidado de no mover ni alterar a las
particulas pegadas a la pared del tubo, se separ6 los tubos de la placa
magnética.

Se anadié 500 ul de Buffer XP2, y se sometié al vortéx durante 10
segundos, después los tubos fueron dejados a temperatura ambiente
por 2 minutos y posteriormente se centrifugaron a 14 000 RPM durante 2
minutos®.

Los tubos fueron nuevamente introducidos a la placa magnética; a
temperatura ambiente y hasta que la solucién se haya aclarado.

Se aspir6 y descartd el sobrenadante sin perturbar las particulas
pegadas a la pared del tubo. Se separé los tubos de la placa magnética.
Se anadié 500 ul de Buffer VHB, los tubos fueron sometidos al vortéx
durante 10 segundos. Estos fueron dejados a temperatura ambiente por
dos minutos. Las muestras se centrifugaron a 14 000 RPM durante 2
minutos.

Los tubos fueron nuevamente introducidos a la placa magnética; a

temperatura ambiente y hasta que la solucién se haya aclarado.
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Se aspird6 y descartd el sobrenadante sin perturbar las particulas
pegadas a la pared del tubo, posteriormente se separd los tubos de la
placa magnética.

Se afadido 500 ul de Buffer de lavado SPM y se sometié al vortéx
durante 10 segundos. Se dej6 a temperatura ambiente durante 2
minutos. Las muestras se centrifugaron a 14 000 RPM durante 2
minutos.

Los tubos fueron nuevamente introducidos a la placa magnética; a
temperatura ambiente y hasta que la solucion se haya aclarado.

Se aspird6 y descartd el sobrenadante sin perturbar las particulas
pegadas a la pared del tubo, posteriormente se separo los tubos de la
placa magnética.

Se repitieron los pasos anteriores de lavado, una vez mas.

Con pipetas de 200 pl, se removid cualquier tipo de residuo liquido que
haya podido quedar dentro de los tubos; teniendo cuidado de no
perturbar las particulas. Se separaron los tubos de la placa magnética y
se dejaron abiertos durante dos horas dentro de la camara de
Bioseguridad tipo Il.

Se anadio 50 pl de Buffer de Elucion, el que fue previamente calentado a
65°C en la incubadora al seco, durante 5 minutos, los tubos fueron
sometidos a vortéx durante 20 segundos y luego fueron centrifugados a
14 000 RPM durante 2 minutos.

Las muestras fueron incubadas a temperatura ambiente durante 10
minutos.

Los tubos fueron introducidos en la placa magnética hasta que la
soluciéon se haya aclarado completamente.

Se ftransfiri6 todo el sobrenadante claro a nuevos tubos de
microcentrifuga de 1.5 ml libre de ADNasas, los cuales fueron rotulados
debidamente por cada punto de muestreo.

Protocolo modificado en base al Manual de Revision de Mag-Bind Soil
DNA Kit, 2014.*
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e La determinacion de la concentracion y pureza del ADN se por
espectrofotometria (Nanodrop 2000), previamente se calibré el
espectrofotometro con 2 pl de agua libre de nucleasas.

e Se utilizé 2ul de muestra para cada lectura; los resultados fueron
debidamente anotados.

e Las muestras fueron conservadas a -20°C para su posterior uso en PCR

en tiempo real.
2.3.4.2. PCREN TIEMPO REAL

2.3.4.2.1. FUNDAMENTO.
Detecta ADN a partir de pequenas cantidades, amplificandolas hasta mas de
un billén de veces (60), aun teniendo una cantidad muy pequefa de muestra, el

sistema garantiza una alta sensibilidad, especificidad y eficiencia (62).

El Master Mix SYBR Green PCR es una premezcla conveniente de los
componentes (excepto cebadores, muestra y agua) necesaria para llevar a
cabo PCR en tiempo real utilizando colorante SYBR Green. La deteccién
directa de producto de PCR se controla midiendo el aumento de la
fluorescencia causada por la unién del fluorocromo SYBR Green a ADN de
doble cadena (73).

2.3.4.2.2. PROCEDIMIENTO.
Se realizd el protocolo basado en SsoAdvanced Universal SYBR Green

Supermix (73).

e La camara de Bioseguridad y todo el material a utilizar fue previamente
desinfectado con lejia al 5%, se activd la camara de bioseguridad 20
minutos antes de empezar con el procedimiento y estabilizar el flujo de
aire.

e Todas las muestras y reactivos fueron sometidos a vortéx y spin down.

e Se utilizd packs de hielos para mantener las bajas temperaturas y evitar
la denaturacion del DN.

e Se prepard un Master Mix con un volumen final de 18 pl por pocillo de
reaccion, dicho master mix estuvo compuesto por: 10 pl de

SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix, 1ul de cada uno de los
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Primers (concentracion: 10 yM), 6ul de agua libre de nucleasas. Se
calculé el volumen necesario de master mix teniendo en cuenta el
numero de muestras por duplicado mas uno.

e Se coloco 2 yl de muestra de ADN problema de cada punto de muestreo
(afadido directamente a la placa) y 18 ul de Master Mix, obteniendo un
volumen final de 20 ul por pocillo.

e Se pipeted el control negativo, después las muestras problemas y
finalmente el control positivo, para evitar contaminacion.

e Los pocillos fueron sellados con Micro Seal e introducidos dentro del
termociclador (56), y se inicid con el procedimiento de la PCR en tiempo

real.

2.3.4.3. ESTANDARIZACION DE LA PCR EN TIEMPO REAL PARA

Cryptosporidium parvum y Giardia intestinalis.

Tanto para la PCR de Cryptosporidium parvum y Giardia intestinalis, se

realizaron en total 160reacciones de PCR, cada muestra por duplicado.

2.3.4.3.1. ESTANDARIZACION DE LA PCR EN TIEMPO REAL PARA
Cryptosporidium parvum.

Los primers para la corrida de la PCR para Cryptosporidium parvum fueron

Forward: 5 CTC CAC CAA CTA AGA ACG GCC 3’ y Reverse: 5 TAG AGA

TTG GAG GTT GTT CCT 3’ cuyo Tm es 55.4 °C, Los primers fueron disefados

por el PhD. Alejandro Castellanos — Universidad Branch de Texas.

El protocolo sugerido segun SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix
(73) es el siguiente.
e Precalentamiento a 50°C durante 3 minutos.
e Denaturacion inicial (activacion de la polimerasa) a 98°C durante 2 - 3
minutos.
e Temperatura de denaturacion 95 - 98 °C de 5 - 15 segundos.
e Temperatura de Annealing y Extension 60 °C de 15 -30 segundos.

¢ Numero de ciclos a repetir entre 35 y 40.
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e Anadlisis de la curva Melting, de 65 a 95 °C incrementando 0.5 °C cada
de 2 a 5 segundos.
NOTA:

e 98°C es altamente recomendable para la muestra de ADN gendmico
porque asegura una completa Denaturacion.

e Para amplicones menores a 100 pb, el tiempo de Anneling y Extensién
deben ser mas cortos de 1 a 10 segundos.

e Para amplicones mayores a 250 pb, el tiempo de Anneling y Extension

deben ser mas largo de 40 a 60 segundos.

Se realiz6 la estandarizacion del PCR en tiempo real basados en el protocolo
SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix, describiendo las condiciones

para Cryptosporidium parvum, seguidamente:

e Precalentamiento a 50°C durante 3 minutos.

e Denaturacion inicial de 98° durante 5 minutos. (*)

e Denaturacion a 95° durante 15 segundos.

e Anillamiento a 65°C durante 35 segundos. (*)

e Elongacion a 72°C por 35 segundos. (*)

e El numero de ciclos es de 40 en los que se repiten los tres ultimos
pasos.

e Curva de fusion a 65° C durante 5 segundos incrementa hasta 95°C,es
en este punto del PCR en tiempo real, donde se realiz6 una lectura de
placa, en la cual nos muestra la temperatura melting que en el caso de

la PCR en tiempo real para Cryptosporidium parvum, es de 84 °C.

(*) Pasos modificados en temperatura y/o tiempo basados en el protocolo

teodrico.
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Figura N° 10: Protocolo del termociclador para PCR en tiempo real de Cryptosporidium
parvum, estandarizado segun las temperaturas indicadas en los primers.

2.3.4.3.2. ESTANDARIZACION DE LA PCR PARA Giardia intestinalis.

Los

primers para la corrida de la PCR para Giardia intestinalis, fueron;

Forward: 5 GAC GGG TCA GGA CAACGG TT 3’y Reverse 5 TTG CCA GCG
GTG TCC G 3’, cuyo Tm es 60°C, primers que fueron disefiados por el PhD.

Zachary Austin Crannell — Universidad Branch de Texas.

El protocolo sugerido segun SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix

(73)

es el siguiente.
Precalentamiento a 50°C durante 3 minutos.
Denaturacién inicial (activacién de la polimerasa) a 98°C durante 2 - 3
minutos.
Temperatura de denaturacion 95 - 98 °C de 5 - 15 segundos.
Temperatura de Annealing y Extension 60 °C de 15 -30 segundos.
Numero de ciclos a repetir entre 35 y 40
Analisis de la curva melting, de 65 a 95 °C incrementando 0.5 °C cada

de 2 a 5 segundos.
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NOTA:

e 98°C es altamente recomendable para la muestra de ADN gendémico
porque asegura una completa Denaturacion.

e Para amplicones menores a 100 pb, el tiempo de Anneling y Extensién
deben ser mas cortos de 1 a 10 segundos.

e Para amplicones mayores a 250 pb, el tiempo de Anneling y Extensién

deben ser mas largo de 40 a 60 segundos.

Se realiz6 la estandarizacion del PCR en tiempo real basados en el protocolo

SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix, para Giardia intestinalis:

e Precalentamiento a 50°C durante 3 minutos.

e Denaturacion inicial de 98° durante 5 minutos. (*)

e Denaturacion a 95, durante 15 segundos.

¢ Anillamiento y Elongacion a 74°C durante 30 segundos. (*)

e El numero de ciclos es de 35 en los que se repiten los tres ultimos pasos
(Denaturacion, Anillamiento, Elongacion).

e Curva de fusion de 65° C durante 5 segundos incrementando hasta
95°C, es aqui donde se realiza una lectura de placa, que muestra la
temperatura melting que en el caso de la PCR para Giardia intestinalis,
es de 87 °C.

(*) Pasos modificados en temperatura y/o tiempo basados en el protocolo

teorico.

66



@ Run Status l@ Realtime Statu5| ® Time Statu5|
Run Status
1 2 3 4 5 6
ggl\]g ¢ 350 C 350 C
: 0:15 010
740 C
0:30
G
0
-
500 C 0
{ 300
” 3
B ox
Step 1 of 7 Preheating.... Sample: 21.1°C
Repeat 1 of 1 | Remaining 00:59:05 | Lid 56 °C

Figura N° 11: Protocolo del termociclador para PCR en tiempo real de Giardia
intestinalis, estandarizado segun las temperaturas indicadas en los primers.

2.4, ANALISIS DE DATOS.

Para realizar el andlisis estadistico de la investigacién, se tomo en cuenta los
datos obtenidos en la prueba molecular de PCR en tiempo real por ser la
técnica mas sensible y especifica, mediante el analisis estadistico t — student
se analiz6 igualdad o diferencia entre los promedios de los meses con ausencia
y presencia de lluvias; y mediante la prueba de ANOVA se evalu6 diferencia

significativa entre los puntos de muestreo.
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CAPITULO Ill: RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. RESULTADOS POR TECNICAS DE CERTEZA PARASITOLOGICA EN
EL CUERPO LENTICO DE PIURAY, DURANTE EL PERIODO JULIO 2015 A
FEBRERO 2016.

3.1.1. RESULTADOS POR LA TECNICA SHEATHER - COLORACION
KINYOUN PARA Cryptosporidium sp.

En la tabla numero 05, se presenta el total de ooquistes cuantificados en 3
laminas sometidas a la coloracion Kinyoun, de cada punto de muestreo

correspondiente a cada mes de estudio (20L).

Tabla N° 5: Distribucién de los resultados de la técnica de certeza
parasitolégica coloracion Kinyoun para Cryptosporidium sp.

PUNTOS DE COLORACION KINYOUN - N° OOQUISTES / L
MUESTREO | jyuL | AGO | SEP | OCT |NOV | DIC | ENE | FEB | ¥ FRECUENCIA
PT 0 | 045 /015/015| 0 0 0 0 |0.75 3.8%
ESC 0 |025]| 0 0 | 01]025[/0.55]|251] 3.66 6.3%
ENT 0 0 |015] 0 0 0 | 04]025] 0.8 3.8%
CB 1.85 | 2.05 |1.35| 0.6 |0.75| 1.6 | 1.5 | 2.35 | 12.05 10%
CAP 1 1035]08] 0 0 |0.85]| 0.8 |0.05] 3.85 7.5%
PUC 0.3 0 0 0 0 0 0 ]0.25]0.55 2.5%
RAV 0 0 0 0 |04] 0 0 |0.25] 0.65 2.5%
ocu 0 0 0 0 [015/ 05| 0 |045]| 1.1 3.8%
HUI 0 0.1 0 [075| 0 |035| 0 |0.35]| 155 5%
SIP 0 0 |03| 0 | 03] 0 |085]| 06 |205 5%
> 10.6 16.41 27.01 50.2%

Segun el Estandar de Calidad Ambiental para el Agua D.S N° 002-2008-
MINAM (11) modificado por la Legislacion Medio Ambiental D.S N° 015-2015-
MINAM (12), los cuales evaluan los parametros microbiolégicos vy
parasitoldgicos presentes en las aguas superficiales destinadas a la produccion
de agua potable, indican que el nimero de formas parasitarias deben ser “0
organismos/L” y como se observa en la tabla N° 05, el punto mas critico fue
Cuper Bajo (CB), reportando hasta 2.35 ooquistes/L en el mes de Febrero, ya
que la presencia de ganado pecuario, actividad antrépica y escorrentia de
desagues que directamente llegan al cuerpo de agua son factores que inciden

en la contaminacion, caracteristico de este punto; el punto Escuela (ESC)
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reportd hasta 2.51 ooquistes/L, sitio que presenta actividad ganadera alta
(bebedero de animales), actividad agraria y contaminacion con residuos solidos
ademas, se observd in situ una infiltracion de desaguie proveniente de la
escuela Pongobamba en el mes de Julio; los resultados observados en la tabla
N° 05 superan el valor permitido en los Estandares de Calidad Ambiental
presentados por el Ministerio de Medio Ambiente del Peru, ademas se observo
claramente un incremento de los ooquistes de Cryptosporidium sp., en los
meses con presencia de lluvia, datos que deben ser tomados en cuenta por la
empresa potabilizadora de agua para que tome los controles adecuados.

En las figuras N° 10 — 14, se observa las fotografias tomadas a los ooquistes
de Crypstosporidium sp., encontrados en diferentes puntos de muestreo. Las
formas parasitarias se observan de color fucsia debido a la estructura acido
resistente del ooquiste, en contraste con el fondo del azul de metileno en la

coloracion Kinyoun.

Figura N° 12: Ooquistes de Cryptosporidium sp., con técnica de certeza
parasitolégica (coloracién Kinyoun), encontrados en el punto de Escuela de
Pongobamba a 10000X, considerando una ampliacién de camara de 10X.
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Figura N° 13: Ooquistes de Cryptosporidium sp., con técnica de certeza
parasitoldgica - coloraciéon Kinyoun, encontrados en el punto de
muestreo de Cuper Bajo a 10000X, considerando una aplicacion de
camara de 10X.
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Figura N° 14: Ooquistes de Cryptosporidium sp., con técnica de certeza
parasitolégica - coloracion Kinyoun, encontrados en el punto de
muestreo de Ravilchaca a 10000X, considerando una aplicacion de

camara de 10X.
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Figura N° 15: Ooquistes de Cryptosporidium sp., con técnica de certeza
parasitolégica - coloraciéon Kinyoun, encontrados en el punto de
muestreo de Entrada 10000X, considerando una aplicacion de camara de
10X.

Figura N° 16: Ooquistes de Cryptosporidium sp., con técnica de certeza
parasitolégica (coloracion Kinyoun), encontrados en el punto de
muestreo Caparay 10000X, considerando una aplicacion de camara de
10X.
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3.1.2. RESULTADOS POR LA TECNICA SHEATHER - LUGOL DOBELL O’
CONNOR PARA Giardia sp.

En la tabla N° 06, se presenta el total de quistes cuantificados en 4 laminas
observadas con lugol Dobell O’connor, por cada punto de muestreo

correspondiente a cada mes.

Tabla N° 6: Resultados de la técnica de certeza parasitolégica Sheather —
Lugol parasitolégico Dobell O’connor para evaluar Giardia sp.

PUNTOS DE LUGOL PARASITOLOGICO DOBELL O'CONNOR - N° QUISTES/L
WUESTREO JUL | AGO |SEPT| OCT |NOV | DIC | ENE | FEB | y |FRECUENCIA
PT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0%
ESC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0%
ENT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0%
CB 0.05 0 0 0 0 0 0 0 0.05 1.3%
CAP 0 0 |005] 0 0 0 0 0 |0.05 1.3%
PUC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0%
RAV 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0%
ocu 0 0 0 0 0 0 0 |0.05]0.05 1.3%
HUI 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0%
SIP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0%
)3 0.1 0.05 1.5 3.8%

Segun el Estandar de Calidad Ambiental para el Agua D.S N° 002-2008-
MINAM (11) modificado por la Legislacion Medio Ambiental D.S N° 015-2015-
MINAM (12), los cuales evaluan los parametros microbiologicos y
parasitologicos presentes en las aguas superficiales destinadas a la produccion
de agua potable, indican que el numero de Giardia intestinalis debe ser “0
organismos/L”, y como se observa en la tabla N° 06, los valores reportados en
la mayoria de puntos se encuentran dentro de los rangos permisibles, sin
embargo se reportaron 0.05 quistes/L en tres puntos de muestreo Cuper Bajo,

Caparay, Ocutuan.

En la figura N° 17 se observa un quiste de Giardia sp., observado en el punto
de muestreo de Caparay. En esta forma parasitaria se destaca el axostilo

caracteristico de este género.
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Figura N° 17: Figura N° 17: Quistes de Giardia sp., con técnica de
certeza parasitolégica Sheather — Lugol Dobell & O’Connor,
encontrados en el punto de muestreo Caparay 10000X, considerando

una aplicaciéon de camara de 10X.

M. Zumaeta (10), indica que los ooquistes de Cryptosporidium sp. y los quistes
de Giardia sp. se encuentran dispersos en los cuerpos de agua superficial y en
los sistemas de agua potable y para su estudio éstos deben ser concentrados.
La mayoria de investigadores sugieren de 100 a 1 000 galones de muestra
(25); pero aun no esta estandarizado el volumen de muestra necesario para el
analisis de Cryptosporidium sp. y Giardia sp.en el agua, sin embargo para estar
acorde con la segunda opinién se consideré un volumen total de muestra
correspondiente a 1 600 L (422.4 galones) en el total de muestreos reiterativos

de los diez puntos muestrales, durante los ocho meses.

Segun la Asociacion Nacional de Salud Veterinaria Publica de los Estados
Unidos en el afio 2011 (74); la piel, el pelo, la saliva y excretas de los animales
albergan organismos fecales. Los animales portadores de patdogenos entéricos
humanos, con frecuencia no muestran signos de enfermedad; pero aun puede
arrojar los organismos, contaminando el medio ambiente ya que estos agentes
zoonoticos pueden permanecer periodos largos en el exterior de los

organismos. Ademas se ha constatado por técnica de certeza parasitologica, la
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presencia de huevos tipo Uncinarias, Ascaris, y larvas de Strongylos, asi como

algunos nematodos de la rizésfora.

3.2. RESULTADOS POR LA TECNICA MOLECULAR PCR EN TIEMPO
REAL EN EL CUERPO LENTICO DE PIURAY DURANTE EL PERIODO
JULIO 2015 A FEBRERO 2016.

3.2.1. RESULTADOS DE LA CONCENTRACION Y PUREZA DE LAS
MUESTRAS DE ADN EXTRAIDAS.

Como resultado de las extracciones de ADN de las 80 muestras (10 puntos de
muestreo durante 8 meses) se obtuvo la tabla N° 07, en el cual los rangos de
concentracion van desde 9.9 — 75.1 ng/ul de ADN leidos en el Nanodrop, cabe
recalcar que las concentraciones de ADN obtenidas no evidencian unicamente
el material genético de los parasitos investigados; sino también el ADN

procedentes de otros organismos ligados al cuerpo Iéntico.

Tabla N° 7: Concentracion del ADN extraido en los 10 puntos muestrales
del cuerpo léntico de Piuray durante el periodo Julio 2015 a Febrero 2016.

CONCENTRACION DE ADN ng/ul

PUNTOS DE MUESTREO | JUL | AGO SEP | OCT | NOV | DIC | ENE | FEB
PT 16.1 49.1 646 | 52.8 | 30.7 | 284 | 38.3 | 54.5
ESC 321 39.9 475 | 451 | 313 | 21.2 | 52.7 | 51.3
ENT 39.7 45.4 459 | 521 | 316 | 51.1 | 256 | 46.7
CB 20 17.1 24.8 29 23 248 | 321 | 411
CAP 25 30.8 573 | 382 | 244 | 213 26 52.6
PUC 50.6 60.4 45.7 | 484 | 304 | 253 | 31.9 | 1564
RAV 50.8 26.9 337 | 419 | 288 | 99 | 461 | 516
OocuU 69.5 751 49.8 | 46.8 | 38.7 | 271 | 42.8 | 35.2
HUI 36.9 33.9 29 321 | 36.2 | 66.5 | 42.1 | 454
SIP 56.2 33.8 53.7 | 37.2 | 285 | 195 | 45,5 | 27.7

Para un buen procedimiento de PCR en tiempo real, se necesita tener una
muestra de ADN altamente pura, sin contaminantes. El rango de pureza tedrica
va de 1.8 —a 2.22 (62), lo que indica que no existe contaminacion y hay una
buena extraccion. En la tabla N° 08, se muestra los rango de pureza

obtenidos: 1.83 — 2.98, demostrando un buen procedimiento de extraccion.
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Tabla N° 8: Pureza del ADN extraido en los 10 puntos de muestreo del
cuerpo léntico de Piuray durante el periodo Julio 2015 a Febrero 2016.

PUREZA DE ADN 260/280

PUNTOS DE MUESTREO JUL AGO SEP | OCT | NOV | DIC | ENE | FEB
PT 217 2.05 194 | 219 | 185 | 1.83 | 1.92 | 1.80
ESC 1.97 2.05 197 | 202 | 1.82 | 1.81 | 1.89 | 1.84
ENT 1.97 2.01 205 | 197 | 188 | 1.84 | 197 | 1.88
CB 1.99 2.18 206 | 195 | 1.81 | 1.86 | 1.87 | 1.88
CAP 2.05 2.23 206 | 211 | 196 | 1.84 | 1.80 | 1.85
PUC 1.97 1.97 2.11 195 | 184 | 1.81 | 1.84 | 1.95
RAV 2.16 2.10 202 | 191 | 1.84 | 1.83 | 1.89 | 1.85
OoCcu 1.99 2.00 193 | 210 | 196 | 1.81 | 1.89 | 1.89
HUI 2.07 2.06 227 | 298 | 190 | 1.83 | 1.88 | 1.89
SIP 1.96 2.41 210 | 211 | 1.88 | 1.86 | 1.87 | 1.88

3.2.2. LIMITE DE DETECCION DE LA PCR EN TIEMPO REAL PARA

Cryptosporidium parvum:

Se determiné el limite de deteccion de la PCR en tiempo real para

Cryptosporidium parvum, se utilizé cuatro diluciones de 1/10 de ADN puro del

parasito mencionado en concentraciones de 5.7 ng/ul, 570 pg/ul, 57 pg/ul, y

5.7 pg/ul, logrando detectar la ultima dilucion.
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Figura N° 18: Curvas de limite de deteccion para Cryptosporidium parvum
en PCR en tiempo real.

75




3.2.3. PCR EN TIEMPO REAL PARA EL DIAGNOSTICO DE Cryptosporidium
parvum:

En la tabla N° 09 se aprecia los resultados positivos (indicados con el numero
1) y los resultados negativos (indicados con el numero 0) de la corrida por la
técnica molecular de PCR en tiempo real, aplicados en las 80 muestras
obtenidas previamente de los 10 puntos muestrales durante 8 meses. Ademas
se observa que, durante los cuatro primeros meses con ausencia de lluvia
notamos 18 puntos positivos y durante los cuatro meses posteriores con

presencia pluvial notamos un incremento de los positivos a 27 (20%).

Tabla N° 9: Resultados de la Técnica Molecular de PCR en tiempo real
para Cryptosporidium parvum, en 10 puntos muestrales del cuerpo
lIéntico de Piuray durante el periodo Julio 2015 a Febrero 2016.

PUgEOS Resultados de PCR para Cryptosporidium parvum / MESES
muesTReo | JUL AGO SEP OCT NOV DIC ENE FEB s
PT 0 1 0 0 0 0 1 1 3
ESC 0 0 0 0 0 0 1 1 2
ENT 1 1 1 0 0 1 1 1 6
CB 1 1 1 1 1 1 1 1 8
CAP 1 1 1 0 0 1 1 1 6
PUC 0 1 0 1 0 0 0 1 3
RAV 1 0 0 0 1 0 1 1 4
oCcu 0 1 0 0 0 1 1 1 4
HUI 1 1 0 1 1 1 1 1 7
SIP 0 0 0 0 0 0 1 1 2
> 5 7 3 3 3 5 9 10 45
18 27

Doénde: 0 = Negativo.

1 = Positivo.

La figura N° 19, muestra el grafico de las curvas de amplificacion para la
especie Cryptosporidium parvum, destacando en rojo el control positivo, en
celeste el control negativo, en morado la amplificacidén para el punto entrada;
en naranja la amplificacion para el punto Cuper Bajo; en azul la amplificacion
para el punto Caparay; en fucsia la amplificacién para el punto Huilla — Huilla y
en azul metalico la amplificacion para el punto Ravilchaca, obteniéndose 5

puntos positivos en el mes de Julio 2015.
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Figura N° 19 A (lzq) - Distribucion de las curvas generadas por PCR en tiempo real para
Cryptosporidium parvum, en cada punto de muestreo del cuerpo lentico de Piuray durante
el mes de Julio 2015, Figura B (Der) - Distribucion de los resultados positivos

La figura N° 20, muestra el grafico de las curvas de amplificacion para la
especie Cryptosporidium parvum, destacando en rojo el control positivo, en
naranja la amplificacién para el punto Cuper Bajo, en verde limon la
amplificacion para el punto Pongobamba Tributario, en morado la
amplificacion para el punto Entrada, en azul la amplificacion para el punto
Caparay; en verde oscuro la amplificacion para el punto Ocutuan Tributario;
en fucsia para el punto Huilla- Huilla y en granate la amplificaciéon para el
punto de Pucamarca, obteniéndose 7 puntos positivos en el mes de Agosto
2015; observandose contaminacién en lo tributarios que alimentan al cuerpo de

agua.
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Figura N° 20: A (lIzq) - Distribucion de las curvas generadas por PCR en tiempo real para
Cryptosporidium parvum, en cada punto de muestreo del cuerpo lentico de Piuray durante el
mes de Agosto 2015, Figura B (Der) - Distribucién de los resultados positivos

La figura N° 21, muestra el grafico de las curvas de amplificacion para la
especie Cryptosporidium parvum, destacando en rojo el control positivo, en
naranja la amplificacion para el punto Cuper Bajo, en morado la amplificacion
para el punto de Entrada, y en azul la amplificacién para el punto Caparay;

obteniéndose 3 puntos positivos en el mes de Septiembre 2015.
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Figura N° 21: A (Izq) - Distribucion de las curvas generadas por PCR en tiempo real
para Cryptosporidium parvum, en cada punto de muestreo del cuerpo lentico de
Piuray durante el mes de Septiembre 2015, Figura B (Der) - Distribucion de los

resultados positivos
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La figura N° 22, muestra el grafico de las curvas de amplificacion para la
especie Cryptosporidium parvum, destacando en rojo el control positivo, en
celeste el control negativo, en fucsia la amplificacion para el punto Huilla -
Huilla; en naranja la amplificacién para el punto Cuper Bajo; y en granate la
amplificacion para el punto de Pucamarca, obteniéndose 3 puntos positivos en
el mes de Octubre 2015

Melt Peak Melt Peak
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-d(RFU)/dT

t u t + t t t
85 70 75 80 85 20 95
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Figura N° 22: A (lzq) - Distribucion de las curvas generadas por PCR en tiempo

real para Cryptosporidium parvum, en cada punto de muestreo del cuerpo lentico

de Piuray durante el mes de Octubre 2015, Figura B (Der) - Distribucién de los
resultados positivos

En la figura N° 23, muestra el grafico de las curvas de amplificacion para la
especie Cryptosporidium parvum, destacando en rojo el control positivo, en
celeste el control negativo, en fucsia la amplificacion para el punto Huilla -
Huilla; en naranja la amplificacion para el punto Cuper Bajo; y en azul
metalico la amplificacion para el punto de Ravilchaca Tributario, obteniéndose
3 puntos positivos en el mes de Noviembre 2015; coincidiendo los puntos de

Cuper Bajo y Huilla — Huilla con el mes de Octubre 2015.
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Figura N° 23: A (lzq) - Distribucién de las curvas generadas por PCR en tiempo real
para Cryptosporidium parvum, en cada punto de muestreo del cuerpo lentico de
Piuray durante el mes de Noviembre 2015, Figura B (Der) - Distribucion de los

resultados positivos

La figura N° 24, muestra el grafico de las curvas de amplificacion para la
especie Cryptosporidium parvum, destacando en rojo el control positivo, en
celeste el control negativo, en morado la amplificacion para el punto Entrada;
en naranja la amplificacion para el punto Cuper Bajo; y en azul la
amplificacion para el punto de Caparay, en verde oscuro la amplificacion para
el punto de Ocutuan Tributario y en fucsia la amplificacion para el punto de
Huilla — Huilla, obteniéndose 5 puntos positivos en el mes de Diciembre 2015;

aumentando la presencia del parasito en mencion.
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Figura N° 24: A (lzq) - Distribucién de las curvas generadas por PCR en tiempo real
para Cryptosporidium parvum, en cada punto de muestreo del cuerpo lentico de Piuray
durante el mes de Diciembre 2015, Figura B (Der) - Distribucion de los resultados
positivos
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En la figura N° 25, muestra que hubo amplificacion de Cryptosporidium parvum,
para todos los puntos de muestreo, menos en el punto de Pongobamba
Tributaria (representado por el color verde) considerando en rojo el control
positivo, en negro el control negativo; esto ocurrido durante el mes de Enero
2016, obteniéndose 9 puntos positivos, coincidiendo con el aumento de las

precipitaciones segun datos proporcionados por el SENAMHI.
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Figura N° 25: A (lzq) - Distribucién de las curvas generadas por PCR en tiempo real para
Cryptosporidium parvum, en cada punto de muestreo del cuerpo lentico de Piuray
durante el mes de Enero 2016, Figura B (Der) - Distribucion de los resultados positivos

La figura N° 26, muestra que hubo amplificacion de Cryptosporidium parvum,
para todos los puntos de muestreo, considerando en negro el control

negativo; esto ocurrido durante el mes de Febrero 2016, obteniéndose el 100%
de las muestras positivas.
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Figura N° 26: Distribucion de las curvas generadas por PCR en tiempo real para
Cryptosporidium parvum, en cada punto de muestreo del cuerpo lentico de Piuray
durante el mes de Febrero 2016.

La figura N° 27 detalla los resultados positivos para Cryptosporidium parvum,
durante los meses en ausencia de precipitacion pluvial (Julio - Octubre) y
los meses con presencia de precipitacion pluvial (Noviembre — Febrero)
teniendo en cuenta ademas que hubo un incremento hasta en un 100% en

algunos puntos de muestreo como en Escuela (ESC) y Sipicunapampa (SIP).
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Figura N° 27: Resultados Positivos de la Prueba Molecular de PCR en tiempo real para
Cryptosporidium parvum, obtenidos en 10 puntos muestrales del cuerpo léntico de
Piuray durante 8 meses.
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El punto de muestreo mas critico corresponde a Cuper Bajo (CB) ya que la
presencia de Cryptosporidium parvum fue positiva durante todo el periodo de
estudio y, comparando la frecuencia de ambos parasitos que se presentan en
los puntos de Pucamarca (PUC) y Ocutuan Tributario (OCU); establecen a
eéstos 3 puntos como los mas vulnerables a la contaminacion, debido a la
accion antropica generada por la confluencia de aguas de desecho de una
poblacién puntual ubicada a unos 30 m de la periferie del cuerpo lentico y
ganado pecuario circundante; Las aguas superficiales estan expuestas a un
gran numero de factores que posibilitan la contaminacion con enteroparasitos
como indica Gregorio Pérez (6), corroborando con Margarita de Zumaeta (10),
que afirma que los cuerpos de aguas superficiales pueden recibir descargas de
aguas residuales de origen domeéstico, provocando polucion y la contaminacion
en niveles variables. En el presente trabajo de investigacion, se obtuvo un
56.25% de muestras positivas a Cryptosporidium parvum por PCR en tiempo
real, de un total de 80 muestras recolectadas, considerando que el cuerpo
léntico de Piuray se encuentra a 3700 m de altitud, comparando los resultados
con Diaz, M et al. en el ano 2003; quien obtienen un 69% de muestras positivas
a Cryptosporodium sp. en un total de 32 muestras recolectadas y a una altitud
de 2100 m (2); y Thulasi Kumar et al. en el afio 2015, quien obtiene 31.76% de
muestras positivas a Cryptosporidium parvum en un total de 170 muestras
recolectadas en el Sur Este de Asia, con altitudes que varian desde los 2500
hasta los 3 000 m.

3.2.4. LIMITE DE DETECCION DEL PCR EN TIEMPO REAL PARA Giardia
intestinalis.

Se determind el limite de deteccion de la PCR para Giardia intestinalis,
detectada por los primers en la PCR, se utilizé cuatro diluciones de 1/10 de
ADN puro del parasito mencionado, siendo las concentraciones de: 19.4 ng/ul,
1.94 ng/pl, 194 pg/ul, 19.4 pg/ul, y 1.94 pg/ul, obteniendo como el limite minimo

detectable la ultima concentracion.
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Figura N° 28: Curvas del limite de deteccion de Giardia intestinalis para
PCR en tiempo real, siendo el limite minimo de deteccién: 1.94 pg/pl.



3.2.5. PCR EN TIEMPO REAL PARA EL DIAGNOSTICO DE Giardia
intestinalis.

La tabla N° 10 muestra los resultados de las muestras positivas a Giardia
intestinalis en los diferentes puntos de muestreo durante los 8 meses de
muestreo.

Tabla N° 10: Resultados de la Técnica Molecular de PCR en Tiempo real
para Giardia intestinalis, en 10 puntos muestrales del cuerpo léntico de
Piuray durante el periodo Julio 2015 a Febrero 2016.

PUNTOS DE Resultados de PCR para Giardia intestinalis / MESES

MUESTREO | jyL | AGO | SEP | ocT | Nov | pic | ENE | FEB

PT

o

ESC

ENT

CB

CAP

PUC

RAV

OCuU

HUI

SIP

OO0 0|00 O0O|O|OC|O|O
OO0 0O|0O|0O|0O|O|OC|O|O
OO0 0|00 0O|O|OC|O|O
OO0 |O|0O|0O|O|O|O|O
OO0 0|00 0O|O|OC|O|O
OO0 0O|0Ol0O|0O|O|OC|O|O
OO0 0|00 0O|O|OC|O|O
NOO|= OO0 |O|O

2

N|OOI=|O|mO|l0O|OCOOC|O M

Dénde: 0 = Negativo.
1 = Positivo.

En el figura N° 29, se muestra la curva de amplificacion obtenida en el mes de
Febrero, debido a que este mes fue el unico que presenté resultados positivos;
destacando en rojo el control positivo, en azul el control negativo, en celeste,
los resultantes positivos del punto Ocutuan, y en morado, los resultantes

positivos del punto Pucamarca para la especie Giardia intestinalis.
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Figura N° 29: Curvas de resultados por PCR en tiempo real de Giardia intestinalis
durante el mes de Febrero 2016 en muestras del cuerpo lentico de Piuray.

Asher y colab en el 2011 (75), evaluaron varios protocolos publicados para el
18S ARN ribosomal de la subunidad pequefia, para la detecciéon de Giardia
intestinalis en muestras fecales, con un tasa de éxito del 90%.

Para la presente investigacion, se usaron primers que amplifican la secuencia
18S rRNA de ambas especies. Autores como E. Stroup et al. en el 2006 (76),
utilizan primers para amplificar el gen 18S de Cryptosporidium parvum en
muestras de heces de humanos mediante PCR en tiempo real con el uso de
sondas Scorpion; por otro lado Rochelle P et al. en 1997 (15), utilizaron PCR
Multiplex para la deteccion simultanea de Cryptosporidium sp. y Giardia sp.,
demostrando la utilidad potencial de PCR para la deteccién de protozoos

patdogenos en el agua; y mencionando la necesidad de un desarrollo continuo.

En el presente trabajo de investigacion, la prueba de PCR combinada con la
lisis, extraccion, amplificaciéon, ha demostrado muy buenos resultados en la
deteccion de protozoarios patdgenos como Cryptosporidium parvum y Giardia
intestinalis, ya que la PCR por su alta sensibilidad y especificidad e incluso un
optimo limite de deteccidén, es aplicable al diagndstico de estas formas

parasitarias de importancia en la salud publica.
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3.3. COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR PRUEBAS
DE CERTEZA PARASITOLOGICA Y PCR EN TIEMPO REAL.
Tabla N° 11: Resultados de las pruebas empleadas para el diagnostico de

Cryptosporidium, durante los meses de ausencia y presencia de lluvias en
cada punto de muestreo.

VIESES SHEATHER - KINYOUN: Cryptosporidum sp. PCR EN TIEMPO REAL : Cryptosporidium parvum.
PT | ESC | ENT |CB | CAP | PUC | RAV | OCU | HUI | SIP | PT | ESC | ENT | CB | CAP | PUC | RAV | OCU | HUI | SIP
JuL |0 | O 0 |1 1 1 0 0 0| 0|0]| O 1 1 1 0 1 0 10
AGO | 1 1 0 |1 1 0 0 0 1 /01| 0 1 1 1 1 0 1 10
SEP [1]| O 1 1 1 0 0 0 0 1]1]0] O 1 1 1 0 0 0 0 |0
OCT |1| O 0 |1 0 0 0 0 1 /00| O 0 |1 0 1 0 0 10
NOV | O | 1 0 |1 0 0 1 1 0 1]1]0] O 0 |1 0 0 1 0 10
DIC |0 | 1 0 |1 1 0 0 1 1]0|0| O 1 1 1 0 0 1 10
ENE |0 | 1 1 1 1 0 0 0 0| 1]1 1 1 1 1 0 1 1 1 |1
FEB [0 | 1 1 1 1 1 1 1 1111 1 1 1 1 1 1 1 1 |1

En la tabla numero 11 se observo que por la técnica de Sheather — Kinyoun
hubo resultados positivos frente al diagndstico negativo por PCR y viceversa, el
primer caso es debido a la alta especificidad del PCR en tiempo real, el cual,
reconoce so6lo a Cryptosporidium parvum, especie de importancia para la salud
publica, debido a los primers utilizados, pudiendo estar presente alguna otra
especie de Cryptosporidium sp., por otro lado; la alta sensibilidad del PCR en
tiempo real, tiene como ventaja detectar cantidades minimas de ADN de la
especie en estudio (Cryptosporidium parvum) en comparacion de las técnicas
de certeza parasitologica, que nos sirven para una conocimiento general de la
muestra a estudiar; coincidiendo con Aguilera P et al. (60) quiénes concluyen
que, la PCR en tiempo real se vincula totalmente en el diagnéstico de
enfermedades, estudios epidemioldgicos, estudios forenses, determinaciones
de la calidad de agua y/o aire, alimentos, estudios genéticos y, por supuesto,
en la investigacion basica. Al ser una herramienta poderosa para el analisis de
abundancia o presencia de los ADN especificos, es necesario contar con un
disefo experimental adecuado que optimice su sensibilidad. En estos ensayos
hay que incorporar todos los controles necesarios, asi como asegurar la
especificidad de los productos de amplificacion, rendimiento y el rango de

deteccidn, para asegurar resultados satisfactorios.
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Tabla N° 12: Resultados de las pruebas empleadas para el diagnostico de
Giardia durante los meses de ausencia y presencia de lluvias en cada
punto de muestreo.

MESES

SHEATHER - LUGOL DOBELL O'CONNOR Giardia

sp.

T
—

ESC | ENT

(@]
(o]

CAP | PUC | RAV | OCU [ HUI | SIP

T
—

ESC | ENT

@)
w

CAP | PUC

2
<

ocu

HUI

2
T

JUL

AGO

SEP

OCT

NOV

DIC

ENE

FEB

OO0/l 0O|O|O|O

OO0/ O|O|O|O
OO0/l O|O|O|O
oO|lOoOjojo|jo|o|O |~
Ol |O|—~|O|O
OoO|lOjojojlo|o|o|O©
OO0 |O0|O|O
~|O|O|O|lO|O|O|O
OO0 0OjO0O|O0O|O|O
oO|lOoOjojojlo|lo|o|O©
OoOlOjojojo|o|o|oO
oO|lOoOjojojo|o|o|oO©
O|lOoOjlojojo|lo|o|oO
OoO|lOjOoj0ojOo|O0o|O|O
OlOoOjloj0ojOo|Oo|Oo|O
~|O|O|lO|lO|O|O|O
Ol O|O|O|O
~|O|O|lO|lO|O|O|O

OO0 |O0O|O|O

OO0/ O0O|O0O|O|O

En la tabla numero 12 se observa que la técnica de Sheather — Lugol
parasitologico Dobell & O’Connor hubo resultados positivos frente al
diagnostico negativo por PCR y viceversa, la alta especificidad del PCR en
tiempo real reconoce sélo a Giardia intestinalis, esto debido a los primers
utilizados, pudiendo estar presente alguna otra especie de Giardia sp., como G.
ardeae, G. psittaci, de origen aviar, debido a la presencia de aves endémicas,
que estan en contacto directo con el agua de Piuray, asi como G. muris y G.
agilis (roedores y anfibios respectivamente) visualizados en las pruebas de
certeza parasitologica, contrastando con Marshall et al. (38) quienes afirman
que en contraste con la poblacién general, la alta o baja prevalencia de Giardia
intestinalis descrita, parece ser mas comun en las zonas urbanas que en las
poblaciones rurales; por otro lado Rivera M et al. (41), afirman que la mayor
prevalencia se encuentra en zonas tropicales y subtropicales, donde afecta
hasta el 30% de los adultos; ademas siendo el entorno del cuerpo léntico de
Piuray de utilizacién agricola y por lo tanto recepcionador de abonos, pesticidas
entre ellos los érgano clorados que constituyen la primera clase de plaguicidas
y antiparasitarios descubiertos en el siglo XX, como el Dieldrin 76* y Lindano 80
-125*, que a pesar de las prohibiciones aun se sigue utilizando, pudiese este
haber contribuido a la falta de Giardia intestinalis en el entorno de estudio o que

la poblacion circundante tenga una frecuencia muy baja de este protozoo (77).
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3.4. DETERMINACION DE LA FRECUENCIA DE Cryptosporidium parvum y
Giardia intestinalis POR PCR EN TIEMPO REAL.

En la figura N° 30, se muestra los resultados positivos de las 80 muestras
expresado en frecuencia; Cryptosporidium parvum se presenté en los puntos
muestrales de Cuper Bajo (CB) con 100%, Huilla- Huilla (HUI) con 87.5%,
Entrada (ENT) con 75% al igual que Caparay. Los puntos de Pucamarca (PUC)
y Ocutuan (OCU) son los puntos que presentaron ambas especies:

Crypstosporidium parvum y Giardia intestinalis.
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Figura N° 30: Distribucion la frecuencia de los resultados positivos de Giardia
intestinalis y Cryptosporidium parvum obtenidos por PCR en tiempo real,
aplicado en los puntos de muestreo del cuerpo de agua lentico de Piuray en el
periodo de Julio 2015 a Febrero 2016.

Los resultados del presente estudio (56.25%) difieren a los reportados por
Bajer A et al. (20), que muestran Cryptosporidium parvum en el 85% de las
muestras de aguas superficiales, y respecto a Giardia sp, que hall6é el 61% en
comparacién con el presente estudio (2.5%). Adamska M. (22) y Thulasi Kumar
et al. (21) confirmaron la presencia de Cryptosporidium parvum y Giardia sp.,
por PCR en tiempo real, tal como se evidencio en el presente estudio y segun
Rochelle P et al. (15) se concluyé que el PCR en tiempo real demuestra su

utilidad potencial para la deteccion de protozoos patégenos en el agua.
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El ooquiste de Cryptosporidium parvum soporta temperaturas bajas de hasta -
22 °C por 18 meses (46), es 30 veces mas resistente al ozono y 14 veces mas
resistente al didéxido de cloro, en comparacion al quiste de Giardia intestinalis
que soporta de 4 a 8°C (5) por tres meses en agua, y hasta 3 ppm de cloro
libre, hacen de esta especie mucho menos resistente que Cryptosporidium
parvum; y en vista de que, en el area de estudio se tiene una media de
temperatura de 3.2°C en julio y una maxima de 25.17°C en el mes de octubre,
es debido a este factor, al cual probablemente Giardia intestinalis, haya

presentado menor frecuencia que Cryptosporidium parvum.

3.3. APLICACION DE LA PRUEBA ESTADISTICA t- STUDENT DE LOS
RESULTADOS POSITIVOS POR PCR PARA Cryptosporidium parvum.

3.3.1. APLICACION DE LA PRUEBA ESTADISTICA t - STUDENT PARA
EVALUAR DIFERENCIA SIGNIFICATIVA DE LA PRESENCIA DE
Cryptosporidium parvum EN LOS MESES CON AUSENCIA Y PRESENCIA
DE LLUVIA.

En la tabla 13 se muestra los promedios de la presencia de Cryptosporidium
parvum por la PCR en tiempo real, divididos en ausencia y presencia de lluvia
a la cual se aplicé la prueba estadistica t — student, para establecer igualdad o
diferencia entre los promedios provenientes de una misma muestra obtenidos
en dos momentos diferentes (ausencia y presencia de lluvia).

Tabla N° 13: Promedios de la presencia de Cryptosporidium parvum en los
meses con ausencia y presencia de lluvia.

PUNTOS DE | Ausencia | Presencia
MUESTREO | de Lluvias | de Lluvias
PT 1 2
ESC 0 2
ENT 3 3
CB 4 4
CAP 3 3
PUC 2 1
RAV 1 3
oCcu 1 3
HUI 3 4
SIP 0 2

> 18 27
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Tabla N° 14: Prueba de t - Student para evaluar la diferencia significativa
de la presencia de Cryptosporidum parvum en los meses con ausencia y
presencia de lluvia.

Prueba t - Student Periodo Sin Lluvia Periodo de
Lluvias
Media 1.8 2.7
Varianza 1.9556 0.9
Observaciones 10 10
Coeficiente de correlacidon de Pearson 0.6198
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 9
Estadistico t -2.5861
P(T<=t) una cola 0.0147
Valor critico de t (una cola) 1.8331
P(T<=t) dos colas 0.0294
Valor critico de t (dos colas) 2.2622
Distribucidn 1- Stwudent
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Figura N° 31: Distribucion de t - Student para evaluar la diferencia
significativa de la presencia de Cryptosporidium parvum en los meses
con ausencia y presencia de lluvia.

Doénde:

Ho: No hay diferencia significativa de la presencia de Cryptosporidium

parvum durante los meses de ausencia

Ha: Existe diferencia significativa de

parvum durante los meses de ausencia

y presencia de lluvia.

la presencia de Cryptosporidium

y presencia de lluvia.
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Si:
T tab < T cal se acepta la hipotesis alterna.

La prueba estadistica rechaza la Hipotesis nula y acepta la Hipétesis alterna lo
que indica que si existe una diferencia significativa entre los meses de ausencia

y presencia de lluvia.

Durante los meses de Enero y Febrero se observd un incremento de
Cryptosporidium parvum hasta en casi un 50%, esto debido al aumento de
precipitaciones por ser una época caracteristica del entorno, coincidiendo lo
dicho por Yezid Solarte et al. (31), que la velocidad de sedimentacién de los
parasitos, la inversion térmica, el burbujeo de gases desde la capa bentonica y
las perturbaciones propias causadas por el transporte de sedimentos de fuera
hacia dentro de las lagunas durante la época de precipitaciones, son los
factores mas importantes para la incrementacion de éstos agentes nosoldgicos
(31). Realizada la estadistica mediante la prueba t-student, se aceptd la
hipotesis alterna; es decir, se tiene una diferencia estadisticamente
significativa; demostrado bioldgicamente por las pruebas de certeza

parasitologica y PCR en tiempo real.

3.3.2. APLICACION DE LA PRUEBA ESTADISTICA DE ANOVA PARA
DIFERENCIA SIGNIFICATIVA DE LA PRESENCIA DE Cryptosporidium
parvum EN LOS DIFERENTES PUNTOS DE MUESTREDO.

Tabla N° 15: Promedios positivos a Cryptosporidium parvum por PCR en
tiempo real de los puntos de muestreo frente a la ausencia y presencia de
lluvia.

PT ESC | ENT | CB |[CAP | PUC RAV | OCU| HUI | SIP
SECAS 1 0 3 4 3 2 1 1 3
LLUVIAS 2 2 3 4 3 1 3 3 4 2
> 3 2 6 8 6 3 4 4 7 2
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Tabla N° 16: Analisis de Varianza ANOVA para evaluar diferencia
significativa de la presencia de Cryptosporidium parvum en los diferentes
puntos de muestreo.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Suma de Grados | Promedio Valor
las cuadrados | de de los F Probabilidad | critico
variaciones libertad | cuadrados para F
Entre 20.25 9 2.25 2.3684 | 0.0977 3.0204
grupos
Dentro de 9.5 10 0.95
los grupos
Total 29.75 19

08 1 Distribuciéon F

0.7 4

0.6 4

05

€ oa-
03
23884
0.2 1
3.0203
01 A \
N
0 1 2 3 B3 5 6
F
J/

Figura N° 32: Distribucion Anova para evaluar la diferencia
significativa de la presencia de Cryptosporidium parvum en los
diferentes puntos de muestreo

Donde:

Ho: No hay diferencia significativa de la presencia de Cryptosporidium

parvum en los puntos de muestreo.

Ha: Existe diferencia significativa de la presencia de Cryptosporidium

parvum en los puntos de muestreo.
Si:

F tab > F cal se acepta la hipétesis nula
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La prueba estadistica acepta la Hipotesis nula y rechaza la Hipotesis alterna lo
que indica que no existe una diferencia significativa de la presencia de

Cryptosporidium parvum en los diferentes puntos de muestreo.

La presencia de Cryptosporidium parvum, no depende del punto de muestreo,
lo cual es confirmado por la prueba estadistica de ANOVA. La presencia
Cryptosporidium parvum esta relacionada con la contaminacion antrépica del
entorno del cuerpo de agua; lo cual es corroborado por M. Zumaeta (10), dénde
la técnica de PCR en tiempo real, demuestra su especificidad, sensibilidad y
eficiencia al diagnéstico de Cryptosporidium parvum, especie tipica de

humanos y que los humanos comparten con los animales (78).
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CONCLUSIONES:

. Se determindé Cryptosporidium sp. por la técnica de certeza

parasitologica Sheather - coloracion Kinyoun.

. Se determiné Giardia sp. por la técnica de certeza parasitolégica
Sheather — Lugol Dobell & O’Connor,

. Se extrajo ADN de las muestras obtenidas del cuerpo léntico de Piuray,
con un rango de concentracion entre 9.9 - 75.1 ng/uL y un rango de

pureza que va del 1.80 - 2.98.

. Se estandarizo la PCR en tiempo real para Cryptosporidium parvum,
utilizando primers que amplifican la secuencia del gen 18S, con una

frecuencia del 56.25% positivos en un total de 80 muestras.

. Se estandarizo la PCR en tiempo real para Giardia intestinalis, utilizando
primers que amplifican la secuencia del gen 18S, con una frecuencia del

2.5% positivos en un total de 80 muestras.

. Se demostré que existe diferencia significativa entre los meses de
ausencia y presencia de lluvia para la concurrencia de Cryptosporidium
parvum, habiendo 20% mas de resultados positivos en presencia de

lluvia.

. Se demostré que no existe una diferencia significativa para la presencia
de Cryptosporidium parvum en los diferentes puntos de muestreo, lo
cual muestra que existe contaminacién con este parasito en la periferia

del cuerpo Iéntico de Piuray.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda:

1. Prevenir a la poblacion de la presencia de los 2 patdégenos
Cryptosporidium parvum vy Giardia intestinalis, y que les permitan

conocer las consecuencias de la Criptosporidiosis y Giardiosis.

2. Conocer y caracterizar la presencia de otras especies de
Cryptosporidium sp. y Giardia sp., a través de pruebas moleculares, e

investigar otros tipos de parasitos patdgenos para el humano.

3. Encausar las aguas residuales de los puntos Cuper Bajo y Pucamarca

ya que estos son los principales contaminantes.

4. Efectuar el control de calidad parasitolégico de aguas, deberia por

técnica directa, perédicamente.

5. Informar los resultados obtenidos para optimizar los procesos del
sistema de tratamientos para mejorar la calidad del agua, ya que
gestionar los recursos hidricos puede impulsar el crecimiento econémico

del pais y contribuir en gran medida a la reduccion de la pobreza.
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ANEXOS



RESULTADOS OBTENIDOS MENSUALMENTE POR LAS TECNICAS DE

CERTEZA PARASITOLOGICA Y PCR EN TIEMPO REAL.

Tabla N° 17: Resultados obtenidos durante el mes de muestreo Julio 2015

para Cryptosporidium sp., y Giardia sp.

JULIO
Cryptosporidium sp. Giardia sp.
PCR TMobtenidos | gpether - PCR | TM obtenidos
PUNTOS DE | Sheather — | Cryptosporidium para C. Lugol Dobell Giardia para G.
MUESTREO | Kinyoun parvum parvum & O’connor | intestinalis | intestinalis.

PT 0 0 - 0 0 -
ESC 0 0 - 0 0 -
ENT 0 1 84°C 0 0 -

CB 1 1 85°C 1 0 -
CAP 1 1 84°C 0 0 -
PUC 1 0 - 0 0 -
RAV 0 1 84°C 0 0 -
OoCuU 0 0 - 0 0 -
HUI 0 1 85°C 0 0 -

SIP 0 0 - 0 0 -

Dénde: 0 = Negativo; 1 = Positivo.

Tabla N° 18: Resultados obtenidos durante el mes de muestreo Agosto
2015 para Cryptosporidium sp. y Giardia sp.

AGOSTO
Cryptosporidium sp. Giardia sp.
PCR TM obtenidos | gpether - PCR | TM obtenidos
PUNTOS DE | Sheather — | Cryptosporidium para C. Lugol Dobell Giardia para G.
MUESTREO | Kinyoun parvum parvum & O’connor | intestinalis intestinalis.

PT 1 1 84°C 0 0 -
ESC 1 0 - 0 0 -
ENT 0 1 85°C 0 0 -

CB 1 1 84°C 0 0 -
CAP 1 1 84°C 0 0 -
PUC 0 1 84°C 0 0 -
RAV 0 0 - 0 0 -
OoCuU 0 1 85°C 0 0 -
HUI 1 1 84°C 0 0 -

SIP 0 0 - 0 0 -

Dénde: 0 = Negativo; 1 = Positivo.
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Tabla N° 19: Resultados obtenidos durante el mes de muestreo

Septiembre 2015 para Cryptosporidium sp. y Giardia sp.

SEPTIEMBRE
Cryptosporidium sp. Giardia sp.
PCR TM obtenidos | ghether - PCR | TM obtenidos
PUNTOS DE | Sheather — | Cryptosporidium para C. Lugol Dobell Giardia para G.
MUESTREO | Kinyoun parvum parvum & O’connor | intestinalis intestinalis.

PT 1 0 - 0 0 -
ESC 0 0 - 0 0 -
ENT 1 1 84°C 0 0 -

CB 1 1 84°C 0 0 -
CAP 1 1 85°C 1 0 -
PUC 0 0 - 0 0 -
RAV 0 0 - 0 0 -
OoCuU 0 0 - 0 0 -
HUI 0 0 - 0 0 -

SIP 1 0 - 0 0 -

Doénde: 0 = Negativo; 1 = Positivo.

Tabla N° 20: Resultados obtenidos durante el mes de muestreo Octubre
2015 para Cryptosporidium sp. y Giardia sp.

OCTUBRE
Cryptosporidium sp. Giardia sp.
PCR TM obtenidos | ghether - PCR | TM obtenidos
PUNTOS DE | Sheather — | Cryptosporidium | Para C. Lugol Dobell Giardia para G.
MUESTREO | Kinyoun parvum parvum & O’connor | intestinalis | intestinalis.

PT 1 0 - 0 0 -
ESC 0 0 - 0 0 -
ENT 0 0 - 0 0 -

CB 1 1 84°C 0 0 -
CAP 0 0 - 0 0 -
PUC 0 1 83°C 0 0 -
RAV 0 0 - 0 0 -
OCu 0 0 - 0 0 -
HUI 1 1 84°C 0 0 -

SIP 0 0 - 0 0 -

Doénde: 0 = Negativo; 1 = Positivo.
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Tabla N° 21: Resultados obtenidos durante el mes de muestreo

Noviembre 2015 para Cryptosporidium sp. y Giardia sp.

NOVIEMBRE
Cryptosporidium sp. Giardia sp.
PCR TM obtenidos | ghether - PCR | TM obtenidos
PUNTOS DE | Sheather — | Cryptosporidium para C. Lugol Dobell Giardia para G.
MUESTREO | Kinyoun parvum parvum & O’connor | intestinalis intestinalis.

PT 0 0 - 0 0 -
ESC 1 0 - 0 0 -
ENT 0 0 - 0 0 -

CB 1 1 84°C 0 0 -
CAP 0 0 - 0 0 -
PUC 0 0 - 0 0 -
RAV 1 1 83°C 0 0 -
OoCuU 1 0 - 0 0 -
HUI 0 1 83°C 0 0 -

SIP 1 0 - 0 0 -

Doénde: 0 = Negativo; 1 = Positivo.

Tabla N° 22: Resultados obtenidos durante el mes de muestreo Diciembre
2015 para Cryptosporidium sp. y Giardia sp

DICIEMBRE
Cryptosporidium sp. Giardia sp.
PCR TM obtenidos | ghether - PCR | TM obtenidos
PUNTOS DE | Sheather — | Cryptosporidium para C. Lugol Dobell Giardia para G.
MUESTREO | Kinyoun parvum parvum & O’connor | intestinalis intestinalis.

PT 0 0 - 0 0 -
ESC 1 0 - 0 0 -
ENT 0 1 84°C 0 0 -

CB 1 1 84°C 0 0 -
CAP 1 1 84°C 0 0 -
PUC 0 0 - 0 0 -
RAV 0 0 - 0 0 -
OoCuU 1 1 85°C 0 0 -
HUI 1 1 84°C 0 0 -

SIP 0 0 - 0 0 -

Doénde: 0 = Negativo; 1 = Positivo.
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Tabla N° 23: Resultados obtenidos durante el mes de muestreo Enero
2016 para Cryptosporidium sp. y Giardia sp

ENERO
Cryptosporidium sp. Giardia sp.
PCR TM obtenidos | ghether - PCR | TM obtenidos
PUNTOS DE | Sheather — | Cryptosporidium para C. Lugol Dobell Giardia para G.
MUESTREO | Kinyoun parvum parvum & O’connor | intestinalis intestinalis.

PT 0 1 85°C 0 0 -
ESC 1 1 84°C 0 0 -
ENT 1 1 84°C 0 0 -

CB 1 1 84°C 0 0 -
CAP 1 1 84°C 0 0 -
PUC 0 0 - 0 0 -
RAV 0 1 84°C 0 0 -
OoCuU 0 1 85°C 0 0 -
HUI 0 1 85°C 0 0 -

SIP 1 1 84°C 0 0 -

Doénde: 0 = Negativo; 1 = Positivo.

Tabla N° 24: Resultados obtenidos durante el mes de muestreo Febrero
2016 para Cryptosporidium sp. y Giardia sp

FEBRERO
Cryptosporidium sp. Giardia sp.
PCR TM obtenidos | gpether - PCR | TM obtenidos
PUNTOS DE | Sheather — | Cryptosporidium para C. Lugol Dobell Giardia para G.
MUESTREO | Kinyoun parvum parvum & O’connor | intestinalis intestinalis.

PT 0 1 84°C 0 0 -
ESC 1 1 83°C 0 0 -
ENT 1 1 84°C 0 0 -

CB 1 1 84°C 0 0 -
CAP 1 1 84°C 0 0 -
PUC 1 1 84°C 0 1 87°C
RAV 1 1 83°C 0 0 -
OoCu 1 1 85°C 1 1 87°C
HUI 1 1 84°C 0 0 -

SIP 1 1 85°C 0 0 -

Doénde: 0 = Negativo; 1 = Positivo.
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Tabla N° 25: Resultados por pruebas de certeza parasitolégica Formol —

éter, durante los meses Julio 2015 a Febrero 2016.

PUNTOS DE Formol — Eter
MUESTREO
PT huevos de Ascaris (Oct), larvas de Strongylos (Feb)
larvas de Strongylos (Nov), larva de Uncinarias (Ene), larva de Nematodo

ESC (Feb)

ENT Larva de Nematodo (Dic)

CB Larvas de Nematodos (Feb), larvas de Strongylos (Feb)

huevos de Ascaris (Ago), larvas de Nematodo de vida libre, larvas de
CAP N
Uncinaria (Feb)
PUC huevos de Ascaris (Ago), Entamoeba coli (Nov), huevo de Enterobius (Ene)

larvas de Strongylos (Ago), huevos de Uncinaria (Sep), larva de Nematodo

RAV de vida libre (Ene).

OoCuU Amebas de Vida Libre (Nov)

HUI Larva de Nematodo, huevos de Uncinaria (Nov
SIP Negativo.

Figura N° 33-37: Larvas de Strongylos (33, 34, 35), Huevos de
Nematodo (36) y Nematodo de vida libre (37) encontrados mediante
la técnica de Formol — éter en el cuerpo léntico de Piuray, durante los
meses Julio 2015 a Febrero 2016, observados al microscopio a 40X,
con una amplificaciéon de camara a 10X.
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Figura N° 38: Mapa del cuerpo léntico de Piuray, tomado del letrero de la
zona de Alapchaca, déonde se observa los diferentes centros poblados
alrededor del cuerpo de agua.

Figura N° 39: Fotografia del GPS map 76s (GARMIN), utilizado para la
presente investigacion.
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TOMA DE MUESTRAS:

Figura N° 40: Toma de muestra en el cuerpo léntico de Piuray

Figura N° 41: Punto Sipicunapampa, se usaron guantes de latex como
medida de bioseguridad y baldes de polipropileno enjuagados, limpios y con
previo enjuague con agua del
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Figura N° 42: Toma de muestra en el cuerpo léntico de Piuray; en el punto de
Sipicunapampa.

Figura N° 43: Ganado pastando a la orilla del cuerpo Iéntico de Piuray, en el punto
de muestreo de Cuper Bajo.
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Figura N° 44: Toma de muestra en el cuerpo Iéntico de Piuray, en el punto
Cuper Bajo.

Figura N° 45: Toma de muestra en el punto Ocutuan
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Figura N° 46: Se observa contaminacién en el punto Escuela

Figura N° 47: Toma de muestra en el punto Escuela
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Figura N° 48: Toma de muestra en punto

Figura N° 49: Contaminacién en PT ENT

Figura N° 50: Se observa contaminacién en el punto Escuela
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Figura N° 52: Contaminacién con residuos sélidos en Caparay
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CAPTACION SISTEMA
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Figura N° 54: Punto Entrada con presencia de ganado pecuario y utilizado como
area de cultivo
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Figura N° 55: Punto Entrada se observé un tractor para realizar cultivo

Figura N° 56: Toma de muestra del punto Entrada
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Figura N° 58: Toma de muestra punto Huilla — Huilla (tributario)

Figura N° 60: Punto Huilla — Huilla Figura N° 59: Punto Huilla — Huilla
contaminacion fecal de animales contaminacion del agua
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Figura N° 61: Traslado de los baldes a la ciudad del Cusco, para ser procesados en los
laboratorios de Parasitologia en la Escuela Profesional de Biologia

Figura N° 62: Sedimentacion por gravedad simple durante
24 horas, para obtener sedimento y posteriormente,
descartar aproximadamente 12 L de sobrenadante.
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Figura N° 63: Concentracion del
sedimento 8L

Figura N° 64: 8 envases de 1 litro

Figura N° 65: Centrifugacion en tubos de 50mL, en
la centrifugadora Centrifuga Modelo AG Centrifuge
5810 (EPPENDOREF), a 2300 RPM durante 5 minutos.
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Figura N° 67: Obtencion los frascos de sedimento obtenido por cada punto de muestreo y
almacenados de acuerdo al procedimiento que se utilizé.
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TECNICAS DE CERTEZA PARASITOLOGICA:

TECNICA SHEATHER:

Figura N° 68: Muestras seleccionadas, déonde se descarté el sobrenadante y se
mantuvo 20 ml del sedimento

Figura N° 69: Se Agregé solucién Sheather- sugar saturada y se mezclé
con la ayuda de un vortéx para homogenizar bien las muestras.
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Figura N° 71 : Solucién Sheather Figura N° 70: procedimentos para
basado em el Manual INS 2003 la técnica de Flotacion Sheather

Figura N° 72: Se observé la superficie del
sobrenadante con una gota de lugol parasitolégico a
microscopio, a 4X, 10X y 40X.
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Figura N° 73: Extendido de las muestras, fijadas con
metanol.
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Figura N° 75: Bateria de coloraciéon Figura N° 74: Coloracién de las laminas
Kinyoun con Fucsina fenicada durante 30 minutos.
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Figura N° 76: Decoloracion con alcohol acido durante 1 minuto.

Figura N° 77: Coloracién con el colorante de contraste: azul de metileno
durante1 minuto.
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Figura N° 78: Laminas secadas a temperatura ambiente, para su posterior observacion a

100X en el microscopio.
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Figura N° 79: Muestras seleccionadas para prueba de certeza parasitologica:
formol — éter. Donde se Descart6 el sobrenadante y se mantuvor 30ml del
sobrenadante y se agreg6 10 ml de formol al 10%.

Figura N° 80: Formol al
10%
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Figura N° 82: Se agregé 5 ml Figura N° 81: se agit6
de Eter efusivamente durante 20
segundos.

Figura N° 83: Centrifugar a 2300 rpm por 2 min.
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Figura N° 84: Dos capas, se descarta el sobrenadante.

Figura N° 85: El sedimento. Posteriormente, el
sedimento fue leido en placa a 4X y 10X en el microscopio.
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EXTRACCION DE ADN

Figura N° 86: Muestras seleccionadas de cada punto para la extraccién de ADN.

Figura N° 87: Pesar 500 mg de perlas de vidrio (beats).
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Figura N° 88: Desinfeccion la camara de bioseguridad con
lejia al 5 % para iniciar el procedimiento de extraccion.

Figura N° 89: Protocolo de extraccion Mag Bind Soil DNA Kkit.
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Figura N° 91: vortex, para que los beats Figura N° 90: Inhibidores de las DNAsas
rompan las estructuras y liberen el ADN

Figura N° 92: Shock térmico
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Figura N° 93: Sobrenadante trasvasado a microtubos de 2mL libre de
ADNasas

Figura N° 94: Muestras debidamente
rotulados

Figura N° 95: Ultracentrifuga
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Figura N° 96: Se continué con el protocolo de extraccion Mag Bind DNA Soil
Kit, agregando los reactivos en orden establecido.

Figura N° 97: los buffers respectivos para el proceso de lavado fueron
agregados
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Figura N° 99: Se observa la adhesion de las particulas de CND a la placa
magnéticca

Figura N° 98: El ADN se adhiere a las particulas CND
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Figura N° 101: Se observa las particulas CND que contienen ADN

134



Figura N° 103: Se continu6 con el protocolo de extraccion, agregando y retirando las
soluciones de lavado

Figura N° 102: Retiramos el sobrenadante, para obtener las particulas CND pegados a
la placa
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Figura N° 104: Secar las particulas de CND durante una a dos horas, para que el etanol
sobrenadante se evapore.

Figura N° 105: Agregar el buffer elution e incubar a temperatura ambiente
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Figura N° 106: La elucion obtenida se lee
por espectofotometria Nanodrop 2000
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Figura N° 107: rotular la concentracion y pureza.
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PCR EN TIEMPO REAL.:

Figura N° 108: Muestras de ADN de cada punto de muestreo, primer
y Sso Advance, conservados a -4°C, se descongelaron y se realizé
un vortex y un spin down para la corrida de PCR.

e

Figura N° 109:
Master Mix

Figura N° 111: Sso Figura N° 110: Agua libre
Advance Universal SYBR de Nucleasas
Green Super Mix
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Figura N° 112: Se distribuyé 18uL de Master Mix en los pozos de corrida del
PCR

Figura N° 113: Sellar los pozos con el
syler, para evitar evaporacion de muestras
en el termociclador.
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Figura N° 115: colocaron los pozos Figura N° 114: Termociclador programado
en el Termociclador con los protocolos
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C44 Solucion de Sheather Sugar

Sacarosa o azicar blanca.........veniincninnnn 500,00 g
Agua destilada ... 320,00 mL
Fomnol (0 fenol) ....ccomnsiswinninns 10,00 mL (6,00 mL)

C4.5 Solucion saturada de azlcar

Sacarosa (B2 0car rubia) ........cooannisisisnnns 500,00 g
Agua destilada ..., 200,00 mL
Famnol 40% ..., 10,00 mL

C4.6 Solucion mordiente

Sulfato de fiemo y @amOno ..., 400 g
Agua destlada ... 100,00 mL

4.7 Solucion de salicilato de metilo

C4.8 Solucién de alcohol-acido 3%

Acido clorhidrico concentrado ......o....veveevcvnne. 3,00 mL
Elanol al 6% ..., 97,00 mL

C4.9 Solucion de hidrdxido de sodio

Hidrdido de s0di0 .......c.cownnimniiniiininn, 400g
Agua destilada ... 100,00 mL

C4.10 Tintura de yodo (solucién madre)

YOO i s 5,00 g
Yoduro de potasio ..., 3,00 g67,00mL
ACORA 95% ... 20,00 mL
Agua destlada ... 7,00 mL

Diluir &l yoduro de potasio en 10mL de alcohol, afiadiendo agua a los cristales restantes.

MPR-CHEPO1S 1 st Nacional da Saud
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SEDACUSCO

«SedaPuseo. Protepionds aueits amblecnten

«ANO DE LA CONSOLIDACION DEL MAR DE GRAU »

Cusco, Abril 28, 2016

OFICIO No. 255.2016/GG.EPS.SEDACUSCO S.A.

SENORITAS
FRECIA MAMANI LICONA
MARTHA VANESSA FERNANDEZ BACA

CIUDAD.-

ASUNTO » Remite informacién solicitada Andlisis Fisicoquimico de la Laguna de Piuray

Previo atento saludo, adjunto hago llegar a ustedes la informacion

requerida, contenida en el cuadro adjunto.

Sin otro en particular, quedo de usted.

ILBS/Ftos

Adj.:

4 Resultados promedio mensuales de andlisis del punto de captacion - Laguna Piuray

ers. s s

GERENCIA GENERAL
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