
UNIVERSIDAD NACIONAL PEDRO RUIZ GALLO 

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLÓGICAS 

DEPARTAMENTO ACADÉMICO DE MICROBIOLOGÍA Y 

PARASITOLOGÍA 

 

 

 

Caracterización morfológica y molecular de amebas de vida libre 

potencialmente patógenas aisladas de aguas termales en Cusco, Perú 

 

TESIS 

PARA OPTAR EL TÍTULO PROFESIONAL DE LICENCIADO EN BIOLOGÍA – 

MICROBIOLOGÍA – PARASITOLOGÍA 

 

AUTOR 

Br. Delgado Tenorio Christian Diego  

 

ASESORA 

Mblga. María Teresa Silva García 

 

 

 

Lambayeque – Perú 

2022 

 

 

 



 

Caracterización morfológica y molecular de amebas de vida libre 

potencialmente patógenas aisladas de aguas termales en Cusco, Perú 

 

 

TESIS 

PARA OPTAR EL TÍTULO PROFESIONAL DE LICENCIADO EN BIOLOGÍA - 

MICROBIOLOGÍA – PARASITOLOGÍA 

 

 

APROBADA POR: 

 

                                                                                      

                                                                                    

PRESIDENTE                                                        Dra. Martha A. Vergara Espinoza 

 

                                                                                   _______________________ 

   

                                                                                       

SECRETARIO                                                        Dr. César Alberto Guzmán Vigo  

 

                                                                                   ____________________________ 

 

                                                                                       

VOCAL                                                                     Lic. Julio César Silva Estela  

 

                                                                                   ____________________________ 

 

                                                                                       

ASESOR                                                   Mblga. María Teresa Silva García     

                                            

                                                                                   ________________________ 

 

 

 

 

 

 

Lambayeque – Perú 

2022 



 

 

 

EPÍGRAFE  

 

“La Suerte solo favorece a las mentes preparadas” 

Louis Pasteur 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

DEDICATORIA 

 

A Dios el alfa y la Omega el principio y el fin. 

A mi mamá que el mejor regalo que me ha podido dar ha sido la educación 

A mi querida familia, en especial a mi abuela que en vida me ha visto crecer y para ella esto 

sería un logro más como crecimiento personal y profesionalmente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

AGRADECIMIENTOS 

 

A Dios el alfa y la Omega el principio y el fin. 

A mi patrocinadora, Mblga.  María Teresa Silva García, por su asesoramiento, por guiarme y 

encaminarme en la ejecución del presente trabajo. 

A Concytec - Banco Mundial “Mejoramiento y Ampliación de los Servicios del Sistema 

Nacional de Ciencia Tecnología e Innovación Tecnológica” 8682-PE, a través de su unidad 

ejecutora ProCIENCIA [contrato número 190-2018] por el financiamiento de este proyecto. 

Al distinguido jurado: 

Dra. Martha Arminda Vergara Espinoza 

Dr. César Alberto Guzmán Vigo 

Lic. Julio César Silva Estela 

Que con sus observaciones y sugerencias me ayudaron a mejorar y culminar el presente 

trabajo. 

 

 

 

 

 



INDICE 

ÍNDICE DE TABLAS ........................................................................................................................... 7 

ÍNDICE DE FIGURAS ......................................................................................................................... 8 

RESUMEN............................................................................................................................................. 9 

ABSTRACT ......................................................................................................................................... 10 

INTRODUCCIÓN .............................................................................................................................. 11 

DISEÑO TEÓRICO ........................................................................................................................... 14 

2.1. Antecedentes de la investigación ...................................................................................... 14 

2.2. Base teórica ........................................................................................................................ 17 

2.2.1. Taxonomía ................................................................................................................... 17 

2.2.2. Caracterización Morfológica ..................................................................................... 18 

2.2.3. Caracterización Molecular ......................................................................................... 24 

MATERIALES Y METODOS .......................................................................................................... 25 

3.1. Área de estudio y características físico químicas termales ............................................ 25 

3.2. Población ............................................................................................................................ 26 

3.3. Muestra ............................................................................................................................... 26 

3.4. Aislamiento ......................................................................................................................... 26 

3.5. Cultivo de Muestras........................................................................................................... 27 

3.6. Caracterización Morfológica ............................................................................................ 28 

3.7. Caracterización molecular ................................................................................................ 28 

3.7.1 Extracción de ADN ..................................................................................................... 28 

3.7.2 Protocolo de extracción de ADN (Cabello-Vílchez et al., 2014) .............................. 29 

3.7.3 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) ............................................................ 30 

3.7.4 Electroforesis en gel de agarosa. ................................................................................ 31 

RESULTADOS ................................................................................................................................... 32 

4.1. Resultados ................................................................................................................................. 32 

4.2 Caracterización morfológica .................................................................................................... 33 

DISCUSIÓN ........................................................................................................................................ 37 

CONCLUSIONES............................................................................................................................... 40 

RECOMENDACIONES ..................................................................................................................... 41 

REFERENCIAS .................................................................................................................................. 42 

ANEXOS .............................................................................................................................................. 50 

 

 



 

ÍNDICE DE TABLAS 

 

Tabla 1. Clasificación de supergrupos del dominio eucariota de acuerdo a Adl et al. (2005, 

2012). ........................................................................................................... 17 

 

Tabla 2. Clasificación taxonómica de los géneros Naegleria, Acanthamoeba y Balamuthia, de 

acuerdo a Adl et al. (2012) y Cavalier-Smith et al. (2016).......................... 18 

 

Tabla 3. Genotipos, especies, enfermedad y grupos de Acanthamoeba spp. Pussard y Pons 

empleando 18S ADNr. ................................................................................. 21 

 

Tabla 4. Distribución de muestras de agua termales de la Región de Cusco, Perú. . 25 

 

Tabla 5. Características físico químicas y de uso de las aguas termales de “La Raya”, 

“Cocalmayo”, “Minas moqo” y “Lares” (Huamaní, 2001). ........................ 25 

 

Tabla 6. Frecuencia de amebas de vida libre en Lagunas de Aguas termales de Cusco, Perú.

 ..................................................................................................................... 32 

 

Tabla 7. Frecuencia de ambas de vida libre según distrito de procedencia de las aguas 

termales. ....................................................................................................... 32 

 

Tabla 8. Distribución de muestras Positivas para amebas de vida libre obtenidas de las aguas 

termales de Cusco, Perú. .............................................................................. 40 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ÍNDICE DE FIGURAS 

 

 

Figura 1. Grupos morfológicos de Acantamoeba: Grupo I, II, III. ……………………20 

Figura 2. M Micrografías electrónicas de transmisión que ilustran las etapas de trofozoíto 

ameboide, flagelar y quiste de Naegleria fowleri ………………………………………24 

Figura 3. Muestras de aguas termales procedentes de los distintos puntos de muestreo Cusco, 

Perú. ……………………………………………………………………………………29 

Figura 4. Imágenes de Quiste y Trofozoítos observados …………………. …………37 

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa para determinar AVL ……………………  39 

Figura 6. Preparación de placas Petri con medio de cultivo (ANN)…………50   

Figura 7 Frascos con medio líquido Lares – Jiménez………………………………….50 

Figura 8.Visualización del Crecimiento de amebas en Placas de ANN, mediante microscopia 

óptica……………………………………………………………………………………51 

Figura 9. Flujograma de Caracterización morfológica y molecular de AVL.    

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 



RESUMEN 

 

 

El objetivo de la presente investigación fue caracterizar morfológica y molecularmente amebas 

de vida libre, potencialmente patógenas, aisladas de aguas termales en Cusco, Perú. Para ello 

se analizaron 57 muestras de agua de 16 lagunas de aguas termales de los distritos de San 

Pedro, Calca y Lares de la provincia de Cusco. Las muestras fueron sembradas en Agar No 

Nutritivo (conteniendo una suspensión de Escherichia coli), el Medio Lares-Jiménez y el 

Medio PYG, incubadas a 30°C y monitoreadas durante una semana, para determinar la 

presencia de amebas y posteriormente obtener el ADN para la identificación del género, 

mediante PCR. Como resultado se obtuvo que, de las 57 muestras revisadas, 7 (12,28%), 

presentaron quistes y trofozoítos morfológicamente compatibles con la clase Heterolobosea y 

familia Vahlkampfidae. No se determinó amebas potencialmente patógenas mediante PCR. Se 

concluye que estas fuentes termales presentan amebas de la clase Heterolobosea y la familia 

Vahlkampfidae.  

 

Palabras clave: Clase Heterolobosea, Familia Vahlkampfidae, amebas, Naegleria fowleri, 

Acanthamoeba y Balamuthia mandrillaris. 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

 

The objective of this research was to morphologically and molecularly characterize potentially 

pathogenic free-living amoebae isolated from hot springs in Cusco, Peru. For this, 57 water 

samples from 16 thermal water lagoons in the districts of San Pedro, Calca and Lares in the 

province of Cusco were analyzed. The samples were seeded in Non-Nutritive Agar (containing 

a suspension of Escherichia coli), Lares-Jiménez Medium and PYG Medium, incubated at 

30°C and monitored for one week to determine the presence of amoebae and subsequently 

obtain DNA. for gender identification, by PCR. As a result, it was obtained that, of the 57 

samples reviewed, 7 (12.28%) presented cysts and trophozoites morphologically compatible 

with the Heterolobosea class and Vahlkampfidae family. Potentially pathogenic amoebas were 

not determined by PCR. It is concluded that these hot springs present amoebas of the 

Heterolobosea class and the Vahlkampfidae family 

 

Keywords: Clase Heterolobosea, Familia Vahlkampfidae, amebas, Naegleria fowleri, 

Acanthamoeba y Balamuthia mandrillaris. 

 

 

 

 

 

 

 



INTRODUCCIÓN 

 

En la historia evolutiva de los protistas, la separación de estos respecto a los principales 

conjuntos eucariontes fue, probablemente, hace mil millones de años (Sogin, 1991). Su 

comprensión taxonómica dada por Ernst Haeckel en 1866 era confusa, denominándolos como 

organismos unicelulares eucariotas dentro del reino Protista en definición como “eucariota que 

no es ni planta, animal u hongo”(Florin-Christensen & Schnittger, 2018).  En las últimas 

décadas, y con base a estudios filogenéticos moleculares (ARNr, ADNr) y filogenómica, se ha 

podido comprender la relación de este grupo con los demás organismos unicelulares o 

pluricelulares (Cavalier-Smith et al., 2016). Las clasificaciones de los eucariotas realizada con 

estos nuevos enfoques moleculares permitieron delimitar cinco reinos filogenéticos protistas 

denominados SAR (Stramenopiles, Alveolata y Rhizaria), Archaeplastida, Excavata, 

Amoebozoa y Ophistokonta (Adl et al., 2012; Klinger et al., 2016).  

Es en este grupo de microorganismos encontramos amebas de vida libre, las que presentan 

adaptaciones evolutivas que las hacen complejas de controlar cuando invaden un organismo 

(Schnittger & Florin-Christensen, 2018).   

Las Amebas de Vida Libre (AVL) son microorganismos cosmopolitas, su distribución abarca 

todos los ambientes posibles, encontrándose desde fuentes de agua dulce o salada con 

preferencia en agua estancada con material orgánico favorable para su desarrollo, hasta rejillas 

de aire acondicionado de un hospital. (Mergeryan, 1991; Rivera et al., 1987; Shoff et al., 2008; 

Szénási et al., 1998). Entre las amebas de vida libre se han determinado a 6 géneros que tienen  

asociación con enfermedad humana: Naegleria fowleri, Balamuthia mandrillaris, 

Vermamoeba vermiformis, Sappinia pedata (diploidea), Paravahlkamfia francinae y 

Acanthamoeba spp); Sin embargo (Değerli et al., 2020) describieron a Acanthamoeba, 

Naegleria, y Balamuthia como las Amebas de Vida Libre que tienen importancia clínica. 



Según Carlesso et al., 2007, Concluyeron el potencial patógeno de Acanthamoeba spp. y 

Naegleria fowleri con meningoencefalitis, infecciones corneales. Además, Greub y Raoult 

(2004) describieron que una característica muy importante de Acanthamoeba spp. es que es 

portador de microorganismos patógenos, como bacterias, hongos, virus y otros protozoos, 

dando lugar a una asociación denominada endosimbiosis.  

Las Amebas del Género Acanthamoeba, pertenecientes a la Familia Acanthamoebidae 

(Cavalier-Smith et al., 2016), son ubicuas y se encuentran ampliamente distribuidas en la 

naturaleza, se han aislado de enfriadores de agua, filtros de acondicionadores de aire, agua de 

mar, agua de charcos, aguas residuales, lagunas, ríos, polvo, incluso de la boca y de la nariz de 

individuos sanos (Cabello-Vílchez et al., 2014; Hooshyar et al., 2015; Jeong et al., 2007). 

Asimismo, Naegleria fowleri fue clasificada dentro la familia Vahlkampfidae como un 

protozoo ubicuo y presente en todo el mundo(Cavalier-Smith et al., 2016). Ha sido encontrado, 

bajo condiciones normales y temperatura ambiente, en el suelo, polvo del aire ambiental, agua 

dulce de piscinas y lagos, reservorios de agua doméstica, sistemas de humidificación, aguas 

residuales y en la nariz de individuos sanos (Jahangeer et al., 2020 ) 

Por otro lado, Balamuthia mandrillaris está clasificada dentro de la familia Balamuthiidae 

(Cavalier-Smith et al., 2016), y hasta antes del 2004 no había sido aislada del medio ambiente, 

sin embargo, sí se había recuperado de muestras de autopsia de humanos y animales infectados 

(Mungroo et al., 2020).  

En Perú existen más de 500 fuentes termales de las cuales, 242 tienen capacidad para ser 

aprovechadas turísticamente, es así que Cusco posee 26 fuentes de aguas termales, un 11% de 

las aguas termales presentes en el Perú (MINCETUR), pero a su vez representan una fuente de 

infección de microorganismos como las amebas de vida libre, que pueden tener un 

comportamiento anfizoico.  



Por lo tanto, considerando el limitado conocimiento de la presencia y distribución  de estos 

microoganismos en diversos ambientes , el objetivo de la presente investigación ha sido la 

caracterización morfológica y molecular de amebas de vida libre potencialmente patógenas 

aisladas de aguas termales de diversas localidades en  Cusco, Perú.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



DISEÑO TEÓRICO 

2.1. Antecedentes de la investigación 

En África, Guinea –Bissau , Baquero et al., (2014) lograron aislar amebas de vida libre, 

a partir  de un total de 22 muestras de agua de pozo, resultando el 68.20% (15) positivas para 

amebas de vida libre potencialmente patógenas Acanthamoeba sp. Genotipo T3 y T4; 

Naegleria fowleri y Balamuthia mandrillaris. 

En Italia, Berrilli et al., (2021) identificaron a partir de 36 muestras de aguas termales 

un 91,6% (33)de muestras positivas para amebas de vida libre potencialmente patógenas 

pertenecientes a los géneros; Acanthamoeba sp. Genotipo T4, T15, especies de Naegleria 

australiensis, itálica y lovaniensis respectivamente, como también a géneros de amebas 

Vahlkampfia, Fumarolamoeba, Stenamoeba, y Echinaomoeba.  

En Korea, Kang et al., (2020) realizaron la identificación molecular de amebas de vida 

libre potencialmente patógenas aisladas a partir de120 muestras de agua del Sur del Río Han 

(Namhangang), las cuales demostraron similitudes en las secuencias de ADNr 18S, en 

comparación con varias amebas de referencia en GenBank, mostraron una homología del 

86~99 % con especies de Naegleria gruberi, N. philippinensis, N. clarki, Acanthamoeba 

polyphaga, A. castellanii y Hartmannella (Vermamoeba) vermiformis. 

Üstüntürk-Onan, (2020) en Turquía, realizó el aislamiento e identificación a partir de 

10 muestras, de las cuales 8 (80%) fueron positivas para amebas de vida libre del género 

Acanthamoeba spp. Genotipo T3 y T4 y especies de Vermamoeba vermiformis.  

Lares-Jiménez et al., (2018), en México, obtuvieron a partir de muestras de aguas de un 

manantial termal, mediante caracterización molecular 34 muestras positivas para especies de 

amebas de vida libre potencialmente patógenas (23) Naegleria lovaniensis, (8) Acanthamoeba 



jacobsi, (1) para Vermamoeba vermiformis e identificación de 2 cepas del género Stenamoeba 

spp. 

Ramirez et al., (2009) determinaron en muestras de aguas subterráneas procedentes de 

Zacatepec, México, 22 especies de amebas pertenecientes a 16 géneros, siendo el género más 

frecuente Hartmannella (38%). En Colombia de un total de 54 muestras de fuentes de agua 

natural, dio como resultado positividad del 55,5 % para amebas de vida libre, con mayor 

frecuencia de Naegleria sp. con un 44,4 %, y Acanthamoeba sp. en un 7,4% (Carbal Reyes 

et al., 2016). Asimismo, en Brasil, Fabres et al., (2016) analizaron 72 muestras de agua 

procedentes de piscinas termales y spas, evidenciando amebas del género Acanthamoeba en 8 

muestras, con la distribución de los siguientes genotipos T3 (12,5%), T5 (12,5%), T4 (25%) y 

T15 (50%). 

De igual manera en Argentina, Rojas et al., (2017) determinaron en 65 muestras de agua 

destinada al consumo ganadero, 13 (24%) muestras positivas para el género Acanthamoeba, y 

se determinó mediante técnicas moleculares la presencia de genotipos T4, T5 y T15. Fuera de 

américa, en Europa Oriental, Değerli et al., (2020) realizaron un estudio en aguas termales en 

Turquía, de un total de 434 muestras recolectadas, 148 (34%) fueron positivas, de los cuales 

102 se determinaron molecularmente la presencia de Acanthamoeba (6%) predominando el 

genotipo T4A, y especies del género Naegleria (0,7%) N. fowleri, N. lovaniensis y N. 

australiensis. 

En el Perú, Beltrán de Estrada & Uyema T, (1997) determinaron a partir de 68 muestras de 

agua procedentes de 34 piscinas en la ciudad Metropolitana de Lima, obtuvieron un total de 18 

(40%) muestras positivas para los géneros: Naegleria, Hartmannella, Vahlkampfia, 

predominando la familia Acanthamebidae. Asimismo, Uscamayta (1999) en el distrito de Layo 

en Cusco, analizó 30 muestras de agua servidas (16,7%) y reportó que correspondían a 

Acanthamoeba spp., así como en 14 muestras de agua de uso recreacional  el 50% resultaron 



positivas a Acanthamoeba spp. Un estudio en fuentes de agua del departamento de Lima 

determinó la presencia de amebas de vida libre en 83 muestras de las que aisló 7 géneros 

(Hartmanella, Acanthamoeba, Mayorella, Naegleria, Valhkampfia, Vanella y Saccamoeba), 

complementado de estudios de patogenicidad en pacientes inmunosuprimidos, existiendo un 

riesgo de infección amebiana asociada con estas fuentes de agua (Garaycochea et al., 2008). 

En el departamento de Ica, Suárez et al., (2002) determinaron la presencia de amebas de vida 

libre del género Acanthamoeba en diversas fuentes de agua, con 31 muestras de las cuales 11 

muestras fueron positivas para este género, comprobando la patogenicidad de dichos 

aislamientos mediante inoculación en ratones de laboratorio. Martínez et al., (2010) 

sostuvieron que muy pocos, no más de 10 casos de infección por Acanthamoeba spp. han sido 

reportados en Perú, y a la fecha solo un caso por una especie de Naegleria sp., sin embargo, 

Cabello-Vílchez et al., (2014) reportaron que oficialmente en el Perú se han reportado 55 casos 

desde 1975 y continúan aumentando los casos reportados sobre todo en varones principalmente 

en los departamentos de Piura, Trujillo, Lima e Ica. 

Minetto & Lima, (2016) determinaron presencia de AVL potencialmente patógenas aisladas a 

partir de muestras de aguas termales procedentes de Churin (Lima). De un total de 60 muestras 

recolectas, el (23%) fueron positivas para AVL del Género Naegleria spp.  

Dávila (2017) determinó a partir de muestras procedentes de la Laguna Chinchaycocha (Junín) 

a partir de 11 muestras de agua y suelo, el 36% fue positivas para amebas del Género 

Acanthamoeba y Leptomyxa spp. respectivamente. 

Peláez (2019), obtuvo como  resultados a partir de muestras ambientales de piletas de agua 

como muestras de suelo (Lima), como resultados 4 muestras positivas, (70%) para el Género 

Acanthamoeba spp. y (30%) para el Género Vanella. 

 

 



2.2. Base teórica 

 

2.2.1. Taxonomía  

 

Los recientes ordenamientos taxonómicos de las eucariotas con énfasis en protistas Adl 

et al., (2012), y su actualización completa de sus rangos más altos, agrupa en el dominio 

Eucariota a dos supergrupos denominados Amorphea y Diaphoretickes. Dentro del 

filum Opisthokonta (Adl et al., 2012). El segundo Clado Diaphoretickes es el más 

inclusivo, y refiere a la diversidad de forma y características celulares, aquí se agrupan 

filum Excavata, SAR (Stramenopiles, Alveolata y Rhizaria) y Archaeplastida (Adl 

et al., 2012). Es en el filum Amoebozoa y Excavata donde encontramos parásitos 

protistas ameboides con grandes adaptaciones y estrategias de supervivencia que hacen 

de ellos organismos de extrema rareza (Klinger et al., 2016). 

Tabla 1.  

Clasificación de supergrupos del dominio eucariota de acuerdo a (Adl et al., 2005, 

2012). 

 

 

 

 

 

Tanto Amoebozoa como Excavata presentan organismos de vida libre parasitarios 

(Schnittger & Florin-Christensen, 2018; Walochnik, 2018). El filum Amoebozoa es 

monofilético y se divide en dos clados o subfilum, Lobosa y Conosa, el primero con 

tres clases (Cutosa, Tubulinea y Discosea) 11 órdenes y 44 familias, dentro de las 

cuales, la clase Discosea alberga las familias Acanthamoebidae y Balamuthiidae 

(Cavalier-Smith et al., 2016). Por otro lado, el filum Excavata es el más diverso con 17 

 

 

Eucariota 

 

Amorphea 

Amoebozoa 

Opisthokonta 

 

Diaphoretickes 

Excavata 

SAR 

Archaeplastida 



subfilum, de las cuales dos son los principales, Metamonada y Discoba (Adl et al., 

2012). Es en el subfilum Discoba donde encontramos la familia Vahlkampfiidae (Adl 

et al., 2012; Walochnik, 2018) (Tabla 2). 

 

Tabla 2.  

Clasificación taxonómica de los géneros Naegleria, Acanthamoeba y Balamuthia, de 

acuerdo (Cavalier-Smith et al., 2016). 

 

 

2.2.2. Caracterización Morfológica 

Los protistas son un grupo de organismos parafiléticos con una diversidad morfológica 

que los hace capaces de adaptarse a nichos ecológicos extremos, y con acelerada 

capacidad evolutiva (Florin-Christensen & Schnittger, 2018). Por su diminuto tamaño, 

su morfología debe ser estudiada con microscopio óptico o electrónico, lo que 

representa un obstáculo para poder ser clasificados o determinados con facilidad en 

comparación con otros organismos animales o vegetales (Carter, 1970; Florin 

Christensen & Schnittger, 2018; Walochnik, 2018) 

 

Phylum Subphylum Clase Orden Familia Género/especie 

Amoebozoa Lobosa 
Discosea 

Cavalier-Smith 

Centramoebida 

Rogerson & 

Patterson 

Acanthamoeb

idae Sawyer 

& Griffin 

Acanthamoeba 

castellani 

Balamuthiida

e Cavalier-

Smith 

Balamuthia 

mandrillaris 

Excavata Discoba 

Heterolobosea 

Page & 

Blanton 

Tetramitia 

Cavalier-Smith 

Vahlkampfiid

ae Jollos 
Naegleria fowleri 



Amoebozoa  

Según Adl et al., (2012), el filum Amoebozoa son células desnudas o testadas, con 

crestas mitocondriales tubulares o ramificadas, uninucleado, binucleado o 

multinucleado, con quistes comunes morfológicamente variables. Pese a estar presente 

en la mayoría de los subconjuntos de las eucariotas, el ciclo de vida de los Amoebozoa 

incluye la capacidad de formar esporocarpo, estructura única que los hace útiles para 

probar hipótesis evolutivas de esta estructura singular (Tice et al., 2016).  

 Presenta una clase Discosea con organismos desnudos aplanados que nunca producen 

seudópodos tubulares subcilíndricos, y que nunca alteran la locomoción (Adl et al., 

2012). 

En el orden Centramoebida se agrupan organismos aplanados con subpseudópodos 

prominentes, flexibles y ahusados hasta una punta o furcados cerca de su base (Adl 

et al., 2012). 

Acanthamoeba 

Son organismos que presentan finos pseudópodos en forma de dedos denominados 

acantopodios, estos se proyectan hacia afuera de la superficie de la célula (Schuster & 

Visvesvara, 2004). Presenta un nucléolo de gran tamaño en el núcleo, y cuando la 

ameba se enquista tiene protección contra desecación, inanición y diversos agentes 

químicos y físicos debido a su estructura de doble pared (Aksozek et al., 2002; Schuster, 

2002).  

 

Acanthamoeba tiene dos etapas durante su ciclo de vida: una vegetativa, 

caracterizado por la forma de trofozoítos (8 - 40 µm) y un estadío latente, cuya forma 

evolutiva comprende el quiste (8 - 29 µm) (Iglesias-Osores et al., 2018). El trofozoíto 

tiene un solo núcleo y proyecciones en su cuerpo que se denominan acantópodos, que 



facilitan la adhesión a las superficies además de su movimiento. 

 Se alimentan de bacterias, algas, hongos y pequeñas partículas orgánicas, mientras 

que su replicación ocurre por fisión binaria (Khan, 2006). 

En 1977, Pussard y Pons separaron el género Acanthamoeba en tres grupos 

morfológicos según el tamaño y la forma de los quistes, Aksozek et al., (2002); 

Schuster, (2002) 

 

Figura 1. 

Grupos morfológicos de Acantamoeba: Grupo I, II, III. 

 

 

 

 

 

 

 

Grupo I: Especies A. castellanii, A. divionensis, A. griffini, A. hatchetti, A. lugdunensis, 

A. mauritaniensis, A. polyphaga, A. quina, A. rhysodes, A. stevensoni y A. triangularis 

(Walochnik, 2018)(Walochnik, 2000; (Marciano-Cabral & Cabral, 2003). Consiste en especies 

que se caracterizan por grandes amebas con quistes que varían en tamaño de 16 a 30 µm 

(Visvesvara et al., 2007). 

Grupo II: Especies A. castellanii, A. divionensis, A. griffini, A. hatchetti, 

A. lugdunensis, A. mauritaniensis, A. polyphaga, A. quina, A. rhysodes, A stevensoni y 

A. triangularis (Marciano-Cabral & Cabral, 2003; Walochnik, 2018). El grupo comprende el 

mayor número de especies, que consisten en amebas con quistes que miden alrededor de 18 



µm (Schuster & Visvesvara, 2004). 

Grupo III: Especies A. culbertsoni, A. healyi, A. jacobsi, A. lenticulata, A. 

palestinensis, A. postulosa y A. royreba (Marciano-Cabral & Cabral, 2003; Walochnik, 2018); 

También consta de especies con quistes que miden 18 µm o menos, pero con sutiles diferencias 

en la morfología del quiste. Sin embargo, el agrupamiento de especies basado en la morfología 

no se considera confiable debido a las variaciones en la morfología del quiste, una característica 

crítica para la identificación de especies, que puede ser causada por las condiciones del cultivo 

(Visvesvara et al., 2007).  

Con el avance de la tecnología, fue posible desarrollar un sistema más específico para 

la caracterización y clasificación del género Acanthamoeba, como lo describen (Qvarnstrom 

et al., 2013),  Los genotipos se determinaron  a partir de la secuencia de ADN ribosómico 18S 

(T1-T12).  

 

Tabla 3. 

 Genotipos, especies, enfermedad y grupos de Acanthamoeba spp. Pussard y Pons 

empleando 18S ADNr. 

Genotipo Infección Especies / Tipo Grupo Pussard 

T1 Encefalitis A. castellanii Grupo III 

T2 Queratitis, encefalitis A. palestinensis Grupo III 

T3 Queratitis A. griffini Grupo II 

T4 Queratitis, encefalitis A. castellanii Grupo II 

T5 Queratitis, encefalitis A. lenticulata Grupo III 

T6 Queratitis A. palestinensis Grupo III 

T7 Aún no descrita en 

humanos 

A. astronyxis Grupo I 

T8 Aún no descrita en 

humanos 

A. tubiaschi Grupo I 

T9 Aún no descrita en 

humanos 

A. comandoni Grupo I 

T10 Queratitis, encefalitis A. culbertsoni Grupo III 



 

             EXCAVATA  

Por lo general son organismos heterótrofos, con preferencias de hábitat carentes de 

oxígeno, y muy diversos (Klinger et al., 2016; Simpson, 2003). Alguno de ellos presenta un 

surco longitudinal para filtrar y atrapar alimento suspendido a través de corrientes generadas 

por golpes de sus flagelos dirigidos posteriormente (Adl et al., 2005; Simpson, 2003). Su 

filogenia aún no está establecida, pero los últimos estudios soportan su monofilia (Adl et al., 

2012).  

El citoesqueleto del filum Excavata presenta microtúbulos, fibras no microtubulares y 

surco de alimentación (Simpson, 2003). La Clase Heterolobosea se caracteriza 

morfológicamente por presentar fibra I, B y C, y surco de alimentación (Adl et al., 2005; 

Simpson, 2003). Esta clase, por lo general presentan pseudópodos eruptivos, con fase ciliada 

alterna, y la fase ciliada o ameboide varía de acuerdo la especie (Adl et al., 2012). Es en la 

clase Heterolobosea donde encontramos el orden Tetramitia, donde se agrupan organismos 

ciliados, por lo general de cuatro a dos cilios por kinetid (Adl et al., 2005). 

T11 Queratitis A. hatchetti Grupo II 

T12 Encefalitis A. healyi Grupo III 

T13 Queratitis Acanthamoeba spp. 

(Grün A-L et al., 2014) 

Grupo II 

T14 Aún no descrita en 

humanos 

Acanthamoeba spp. No establecido 

T15 Encefalitis- queratitis A. jacobsi Grupo III 

T16 Aún no descrita en 

humanos 

Acanthamoeba spp 

(Aislada en muestra 

clínica de perro) 

Grupo II 

T17 Aún no descrita en 

humanos 

Acanthamoeba spp. Grupo I 

T18 Encefalitis A. byersi Grupo I 

T19 Aún no descrita en 

humanos 

Acanthamoeba micheli 

sp. Nov  

Grupo II 

T20 Aún no descrita en 

humanos 

Acanthamoeba spp. Grupo III 



La familia Vahlkampfiidae se caracteriza por tener la capacidad de cambiar su modo 

de vida, de flagelado a mastigote o viceversa (Hinkle & Sogin, 1993). A menudo predomina 

un modo de vida, tal es el ejemplo de Naegleria que es generalmente ameboide, mientras que 

Titanitas prefiere la flagelar ((Hinkle & Sogin, 1993). 

 

Naegleria 

Naegleria fowleri No tiene forma distintiva cuando está suspendida en líquido, con 

rango de dimensiones promedio de 15 μm a 30 μm de longitud y de ancho de 7 μm, con 

un rango en este último de 6 μm a 9 μm (Carter, 1970; De Jonckheere, 2014). Puede 

tener un único núcleo o hasta dos, raramente tres o cuatro núcleos(Carter, 1970). En 

cuanto al contenido citoplasmático presenta una vacuola contráctil que varían de una a 

seis, vacuola alimenticia difícil de visualizar, y orgánulos de distintos colores sin 

distribución de patrones definidos (Carter, 1970). El cambio de la forma de vida 

ameboide a flagelar se produce a las 20h, y la forma flagelar hasta los 48h en 

condiciones de temperatura de 21 °C a 37 °C (Carter, 1970). Presenta tres tipos distintos 

de quistes, el primero de contorno circular de un diámetro de 7 μm a 10 μm, el segundo 

es el más común es similar al primero, pero es inviable, y su contenido es vacío difícil 

de diferenciarlos, por último, el tercer tipo de quiste es también inviable, 

diferenciándose de los anteriores por rectas angulares, triangulares o de cuatro esquinas 

con el interior vacío (Carter, 1970; De Jonckheere, 2014) (Figura 2). 

 

 

 

 

 



Figura 2. 

 Micrografías electrónicas de transmisión que ilustran las etapas de trofozoíto 

ameboide, flagelar y quiste de Naegleria fowleri. 

             Trofozoíto ameboideo                  Trofozoíto flagelar                              Quiste 

 

 

 

 

Nota. Visvevara et al., 2007 

 

2.2.3. Caracterización Molecular 

La caracterización molecular en base a la secuencia del gen nuclear 18S rRNA, 16S 

rARN, ADNr 5.8S e ITS2 han sido usados para comprender la complejidad y filogenia 

de las especies de Acanthamoeba spp, Balamuthia mandrillaris y Naegleria 

fowleri respectivamente (Rivera et al., 1987; Schuster & Visvesvara, 2004). 

Estas metodologías aumentan significativamente la sensibilidad del diagnóstico 

(Lorenzo-Morales et al., 2015). En muestras clínicas se utilizan en muestras de LCR, 

tejido cerebral, piel, córnea y lágrimas. La técnica más utilizada es el PCR tradicional, 

basados en la diferencia de las secuencias, hasta hoy, 20 genotipos de Acanthamoeba 

han sido establecidos (Tabla Nº3).Al comienzo se propuso que entre dos tipos diferentes 

de secuencias debería existían una divergencia de pares de bases mayor a  

5%, (Trabelsi et al., 2012), actualmente esto está siendo evaluado nuevamente dada la 

expansión de secuencias disponibles, por lo cual se podría reducir a un 4%. 

En especies de Naegleria son más de 47 especies que se han descrito basados 

amplificación de estos genes (Schuster & Visvesvara, 2004) 



MATERIALES Y METODOS 

 

3.1. Área de estudio y características físico químicas termales 

Lagunas de aguas termales de los distritos de Lares, Calca y San Pedro del 

departamento de Cusco (Tabla 4). Las características físico químicas y de uso se tomaron 

de Huamaní Huaccán, (2001) del Instituto Geológico, Minero y Metalúrgico – 

INGEMMET.(Tabla 5) 

Tabla 4. 

Procedencia de muestras de aguas termales de la Región de Cusco, Perú. 

 

Tabla 5.  

Características físico químicas y de uso de las aguas termales de “La 

Raya”,“Cocalmayo”, “Minas moqo” y “Lares” (Huamaní, 2001). 

 

 

 

 

Fuente 

Termal 
Distrito Zona 

Nº de lagunas de 

aguas termales 

Nº de muestras de 

agua 

Laguna 

Canchis 

San 

Pedro 

La Raya 8 26 

Lagunas 

Calca 1 

Calca Cocalmayo 3 16 

Lagunas 

Calca 2 

Calca Minas moqo 2 4 

Lagunas 

Calca 3 

Lares Lares 3 11 

  TOTAL 16 57 



 

  

3.2. Población  

Amebas de vida libre potencialmente patógenas presentes en aguas termales de Cusco 

 

3.3.  Muestra 

Amebas de vida libre potencialmente patógenas, aisladas a partir de 57 muestras 

procedentes de 16 lagunas de aguas termales en el área de estudio.  

 

3.4. Aislamiento  

Para el aislamiento de amebas de vida libre potencialmente patógenas, se obtuvieron las 

muestras de la zona superficial de las lagunas. 

Se obtuvieron 57 muestras , las cuales fueron almacenadas en frascos asépticos con tapa 

y boca ancha de 100ml, para luego ser transportadas en Cooler con paquetes de cadena 

de frío a una temperatura de 2 – 8°C al Laboratorio de Microbiología perteneciente al 

Distritos Fuente termal 
Minerales 

presentes 
pH 

Grados 

Celsius 

(ºC) 

Uso Tipo de agua 

San Pedro 
Aguas calientes 

La Raya 

Sodio, 

calcio y 

potasio 

6,1 52 - 57 

Completo 

termal turístico 

(piscinas) 

Termonineral 

Calca 

Aguas Calientes 

Cocalmayo 

Sodio, 

potasio, 

calcio y 

magnesio 

5,9 - 6,0 31 - 45 

Completo 

termal turístico 

(piscinas) 

Termonineral 

Aguas calientes 

Minas moqo 

Sodio, 

potasio, 

calcio y 

magnesio 

5,9 - 6,1 32 - 45 

Completo 

termal turístico 

(piscinas) 

Termonineral 

Lares 
Baños termales 

Lares 

Sodio, 

potasio, 

calcio y 

magnesio 

5,9 - 6,2 33 - 45 

Completo 

termal turístico 

(piscinas) 

Termonineral 



Instituto de Medicina Tropical Alexander Von Humboldt de la Universidad Peruana 

Cayetano Heredia, para su posterior procesamiento. 

 

Figura 3. 

 Muestras de aguas termales procedentes de los distintos puntos de muestreo Cusco, 

Perú. 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5. Cultivo de Muestras  

Para Cultivar las muestras de agua, se utilizaron los medios de cultivo Agar no nutritivo 

(ANN) , el Medio Lares-Jiménez y el Medio PYG. 

Se utilizó también medio de Agar McConkey para la siembra de Escherichia coli ATCC 

25922 (Bacteria gram negativa entérica utilizada como fuente de alimento para las 

amebas). 

Previamente a la siembra de las muestras de agua, se realizó un lavado de las placas 

conteniendo Escherichia coli y embebiendo un hisopo se extendió sobre las placas con 

agar ANN, se dejó secar 5 minutos y se procedió a cultivar las muestras de agua, para lo 

cual se homogeniza la muestra y se toma con una pipeta pasteur estéril una alícuota de 

muestra y se colocó en el centro de la placa, se sella la placa con petrofilm y se incuba a 



temperatura ambiente. Las placas se monitorearon, interdiario por el periodo de 3 a 4 

semanas. 

El crecimiento de amebas se evidencia por la presencia del protozoo, colocando la placa 

invertida al microscopio óptico. Todas las muestras positivas se replicaron mediante 

corte de agar por sacabocado a nuevas placas con medio ANN recubierto con E. coli 

repicando entre 3 a 6 sucesivamente (técnica descrita por Page). 

Las muestras positivas, compatibles con la familia Vahlkampfiidae en búsqueda de la 

especie (Naegleria fowleri fueron sembradas en medio PYG, incubadas a temperatura de 

42°C. 

 

 

3.6. Caracterización Morfológica 

 Para la identificación morfológica se realizó el estudio microscópico de amebas, 

utilizando claves y manuales de identificación. Las principales claves de identificación 

morfológica fueron Gymnamoebae; Nackte Rhizopoda and Heliozoea (Page, 1988), así 

como Illustrated Guide to the Protozoa (Lee et al., 2002). Además, Free-Living 

Freshwater Protozoa: A Color Guide (Patterson & Hedley, 2003). Finalmente, Guide to 

the methods of study and identification of soil Gymnamoebae (Smirnov, 2003) y 

Optimizing methods of the recovery of Gymnamoebae (Smirnov, 2003).  

Se consideraron los siguientes criterios para Caracterización morfológica: 

Tamaño en micrómetros del quiste, Presencia / Ausencia de estadio amebloflagelar, 

morfología interna e externa del quiste, tipo de movilidad de pseudópodos. 

 

3.7. Caracterización molecular 

3.7.1 Extracción de ADN 

Utilizando la cabina de seguridad, a las placas positivas a quistes y trofozoítos, se 



le agregó solución page de manera que se cubra el agar completamente. Se dejó 

reposar cada placa durante 30 minutos. Luego se procedió a raspar cada placa con 

el asa de siembra durante 10 minutos con la finalidad que los quistes y trofozoítos 

sean removidos del agar. Posteriormente, utilizando una pipeta Pasteur se traspasó 

la solución PAGE con quistes y trofozoítos a un tubo Falcon de 15 ml y centrifugar 

a 1000 RPM por 10 minutos. Se decantó el sobrenadante y conservó el pellet para 

la extracción de ADN.  

3.7.2 Protocolo de extracción de ADN (Cabello-Vílchez et al., 2014) 

a) Se agregó 20 µl de solución de proteinasa K a 200 uL de la muestra, y llevados 

a homogenizar en vórtex. Luego se agregaron 400 uL de la solución de lisis y 

se lleva a homogenizar en vórtex o pipeteo hasta obtener una suspensión 

uniforme. 

b) Se incubó la muestra a 56°C por 10 minutos.  

c) Luego se agregaron 200 uL de etanol (96 – 100%) y se homogenizaron por 

pipeteo. 

d) Se transfirió la mezcla preparada a una columna de centrifugación, luego se 

centrifuga por un minuto a 6000g (Aprox. 8000 rpm). Se desecha el tubo de 

recolección que contiene la solución precipitada. Se lleva a colocar la columna 

en un nuevo tubo de recolección de 2ml. (importante no exceder la fuerza 

centrífuga relativa especificada).  

e) Se agregó 500 uL de buffer de lavado I. Se llevó a centrifugar por un minuto a 

8000 g (aprox. 10 000 rpm). Se Descartó el tubo de recolección que contiene la 

solución precipitada y se vuelve a colocar la columna nuevamente dentro de un 

nuevo tubo de colección. 

f) Se agregan 500 uL de buffer de lavado II a la columna. Se centrifugó por 3 min. 

A velocidad máxima (≥ 20 000 g o ≥ 14 000 rpm). 

g) Se descartó el tubo de colección que contenía la solución precipitada y se 

transfirió la columna a un tubo estéril de micro centrífuga de 1,5 uL. 

h) Se adicionó 200 uL de buffer de dilución al centro de la columna que contiene 

la membrana para eluir el DNA genómico. Se llevó a incubar por 2 min a T° 

ambiente y centrifugó por 1min a 8 000 g (aprox. 10 000 rpm). 



i) Finalmente se descartó la columna de purificación, y se llevó a usar el DNA 

purificado inmediatamente o en su caso a almacenar a – 20°C para su posterior 

utilización. 

 

3.7.3 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Para confirmar que los aislamientos que se evaluaron y caracterizaron 

morfológicamente, sean individuos de los géneros Acanthamoeba, Balamuthia 

mandrillaris y/o Naegleria fowleri se realizó la técnica de reacción en cadena a la 

polimerasa (PCR). La técnica de PCR se realizó en el termociclador Veriti 96 Well 

Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific). Para un volumen final de reacción de 

25 µl se utilizaron 12,5 µl PCR Master Mix 2X, 5 µl de ADN templado que 

contengan 30-40 ng de ADN, 1,5 µl de cada primer o cebador, 1,25 U Taq 

polimerasa, 0,3mM dNTPs, 1mM MgCl2, 10mM buffer.  (Gatti et al., 2010; 

Cabello-Vílchez et al., 2014), con los siguientes cebadores para AVL: 

3.7.3.1 Cebadores o primers para Acanthamoeba spp.  

Para la identificación de Acanthamoeba spp., se emplearon un par 

de cebadores específicos que amplifican el gen nuclear 18S ARN 

ribosomal del ADN (ADNr 18S) de estas amebas (Cabello-

Vílchez et al., 2014):    

JDP1 : 5’ – GGCCCAGATCGTTTACCGTGAA – 3’ 

JDP2 : 3’ – TCTCACAAGCTGCTAGGGAGTCA – 5’ 

 

3.7.3.2 Cebadores o primers para Balamuthia mandrillaris 

Para la identificación de Balamuthia mandrillaris, se emplearon 

un par de cebadores específicos que amplifican el gen 

mitocondrial 16S ARN ribosomal (ARNr 16S) de estas amebas:   



5’ Balspec16S (5’-CGC ATG TAT GAA GAC CA-3’)  

3’ Balspec16S (5’-TTA CCT ATA TAA TTG TCG ATA CCA -

3’) 

El producto de esta PCR amplifica un fragmento de 1,075pb para 

Balamuthia mandrillaris (Dunnebacke et al., 2004). 

 

3.7.3.3 Cebadores o primers para Naegleria fowleri 

Para la identificación de Naegleria fowleri, se emplearon un par de 

cebadores específicos que cubren la región del ADN ribosómico 

5.8S (ADNr 5.8S) y el espaciador interno transcrito 2 (ITS2) (De 

Jonckheere, 2014) con las siguientes secuencias. 

NFFW: 5’ TGAAAACCTTTTTTCCATTTACA 3’  

NFRV: 5’ AATAAAAGATTGACCATTTGAAA 3’ 

 

3.7.4 Electroforesis en gel de agarosa. 

Para comparar los fragmentos de ADN amplificados fueron separados por 

electroforesis en gel de agarosa al 2% durante 20 min usando como marcador 

lambda de peso de 1 kb (concentración final 0,5 ng / μL) para llevar a observarse 

una banda de 1500 pb aproximadamente; mediante radiación UV en el 

transiluminador para captura de imágenes: Chemi-Doc (Biorad) con el software 

ImageLab (Cabello-Vílchez et al., 2014) 

 

 

 



RESULTADOS 

 

4.1. Resultados 

 

De las cuatro fuentes de aguas termales se tomaron 57 muestras de las cuales se obtuvo 

siete (12,28%) muestras positivas para amebas de vida libre . 

Tabla 6.  

Frecuencia de amebas de vida libre en Lagunas de Aguas termales de Cusco, Perú. 

 Nº de muestras Porcentajes (%) 

POSITIVO 7 12,28 

NEGATIVO 50 87,72 

TOTAL 57 100 

  

Las muestras que resultaron positivas a amebas de vida libre procedían de las fuentes 

de aguas termales del distrito de Calca (19%), San Pedro (11,5) y Lares (9%)  

Tabla 7. 

Frecuencia de amebas de vida libre, según distrito de procedencia de las aguas 

termales. 

 

 

Fuente Termal Distrito Zona 

N° 

muestras 

positivas 

Porcentaje 

(%) 

N° total de 

muestras 

Laguna Canchis San Pedro La Raya 3 11,53 26 

Lagunas Calca 1 Calca Cocalmayo 3 18,75 16 

Lagunas Calca 2 Calca Minas moqo 0 0 4 

Lagunas Calca 3 Lares Lares 1 9 11 

  TOTAL 7 12,28 57 



4.2 Caracterización morfológica 

 

En las siete muestras positivas de agua procesadas, tras registrar las dimensiones, 

morfología de las estructuras taxonómicas (quiste y trofozoíto), se determinó la 

presencia de amebas de vida libre con morfotipos compatibles correspondientes a la 

Familia Vahlkampfidae, por presentar un tamaño de quiste y trofozoíto pequeño, 

movimiento por lobopodios eruptivos, no presentaron fase ameboflagelar, y una 

muestra sin determinar por el tamaño que presentó. Asimismo, tras la prueba de 

transformación flagelar no se logró observar que presenten un estado biflagelado. El 

tamaño aproximado de los trofozoítos de 20- 25 μm, y quistes fue de 15-25 μm 

respectivamente. . Se observaron también amebas con quistes muy pequeños , 

compatibles con Clase Heterolobosea. 

Figura 4.  

Imágenes de Quistes y Trofozoítos observados 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quiste muestra CMY JZ – 2, compatible 

con Clase Heterolobosea (400X.) 

 Trofozoítos de la muestra LRP –3E, 

morfológicamente compatible con Amebas de la 

Familia Vahlkampfidae ( 1000X ) 



En la Tabla 8, se  muestra la procedencia de las muestras positivas, así como la 

ubicación taxonómica de las amebas de vida libre identificadas por sus características 

morfológicas. 

Tabla 8 

Distribución de muestras Positivas para amebas de vida libre obtenidas de las aguas 

termales de Cusco, Perú. 

 

 

 

4.3 Caracterización molecular  

Por motivos de viabilidad al realizar el mantenimiento de cultivos, solo se realizó la 

determinación molecular a la cepa “CMY JZ – 2 para determinar la identificación de 

amebas de vida libre potencialmente patógenas para humanos. Los análisis mediante 

PCR, no detectaron géneros de Acanthamoeba, Naegleria o Balamuthia; es decir, 

ninguno de los PCR realizadas amplificó el segmento ADNr 18S, ARNr 16S y ADNr 

5.8S/ITS2 de cada género Acanthamoeba, Naegleria y Balamuthia, respectivamente.  

N° de la 

Muestra 

Procedencia de la 

Muestra 

Código de 

Cultivo 
Observaciones  

1 La Raya Pequeña LRP - 1A 
Presencia de Trofozoítos  

Vahlkamphidae ) 

2 La Raya Pequeña LRP - 3D 
Presencia de Trofozoítos  

Vahlkamphidae ) 

3 La Raya Pequeña LRP - 3E 
Presencia de Trofozoítos  

Vahlkamphidae 

4 Cocalmayo CMY - 1.1 
Presencia de Trofozoítos  

Vahlkamphidae ) 

5 Cocalmayo CMY - 2.4 
Presencia de Trofozoítos  

Vahlkamphidae ) 

6 Lares Piscina LP - 4.4 
Presencia de Trofozoítos  

Vahlkamphidae 

7 Cocalmayo Jacuzzi CMY JZ - 2 
Amebas muy pequeñas 

        (Heterolobosea) 



Figura 6.  

Electroforesis en gel de agarosa para determinar AVL.  

 

Electroforesis en gel de agarosa PCR de Acanthamoeba  spp, 

con primers JDP1 and JDP2 Para  Acanthamoeba     

DF3 diferent fragment  3  una sección corta de  casi 500pb del 

18S. 

 

M= Marcador molecular. 

1= Control positivo de Acanthamoeba (Cultivo axénico). 

CMY-Z2= AVL potencialmente patógena -No amplificó. 

 

 

 

 

 

 

Electroforesis en gel de agarosa de la amplificación de 

Naegleria fowleri con el par primers específicos NFFW and 

NFRW. Naegleria fowleri ITS1, 5.8 , ITS2 

ENTRE  350 pb 

 

M= Marcador molecular. 

1= Control negativo (Agua). 

CMY-Z2= AVL potencialmente patógena, no amplificó. 

Mix= Master mix del PCR. 

 

 

 

 

A 

B 



  

Electroforesis gel de agarosa de la PCR para Ballamuthia 

mandrillaris primers específicos 5’Balspec and 3’Balspec 

M= Marcador molecular 

1= Control negativo (Agua). 

CMY-Z2= AVL potencialmente patógena, no amplificó. 

Mix= Master mix del PCR. 
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DISCUSIÓN 

 

En la presente investigación, de las 57 muestras se obtuvo un 12,28% de muestras 

positivas para amebas de vida libre, y un 87,72% muestras negativas. Caso contrario 

fue lo reportado por Beltrán de Estrada & Uyema T, (1997) concluyeron en un estudio 

de amebas de vida libre en muestras de agua de 34 piscinas del departamento de Lima, 

en la que 18 (40%) de las muestras resultaron positivas para la presencia de amebas del 

género: Naegleria, Hartmannella, Vahlkampfia, predominando la familia 

Acanthamoebidae, difiriendo en sus resultados principalmente por el tipo de fuente de 

agua.  

Todas las cepas fueron capaces de crecer en medio monoxénico a temperatura 

ambiental, ninguna de las cepas creció en medio axénico PYG y medio Lares-Jiménez 

(Caseína y suero bovino fetal). De las siete muestras positivas, solo dos, muestra N°03 

(LRP – 3E) y N°07 (CMY JZ – 2) se mantuvieron viables, y las otras cinco cepas 

dejaron de transformarse en trofozoíto. Con base a los datos obtenidos de la 

caracterización morfológica la cepa codificada CMY JZ – 2 presentaron en su fase 

trofozoíto por locomoción por monopodio, y su fase quística forma esférica de tamaño  

20 – 25 μm, con una pared borde y lisa, no presentaron un estadio ameboflagelar y al 

ser descritas como amebas con término ¨Limax¨ se clasificó en la clase Heterolobosea 

con la sospecha que pueda ser AVL potencialmente patógena; asimismo, la cepa LRP 

– 3E se clasificó en el taxón de la Familia Vahlkampfidae, pero al no observar fases 

flageladas, se descartó Naegleria y los trofozoítos observados eran más bien 

compatibles con Vahlkampfia spp. y al no ser reportadas según la literatura como 

patógenas para humanos no se le consideró realizar el PCR. 

Las especies de amebas de vida libre del género Naegleria son termo resistentes a 

niveles altos de temperatura máxima de 45 ºC, pero la especie patógena N. fowleri no 



ha sido aislada ni determinada a 45 ºC o 37 ºC en México (Lares-Jiménez & Lares-

Villa, 2009). En relación a ello, las muestras en este estudio provienen de aguas de entre 

31 ºC a 57 ºC, y no se ha reportado la implicancia de la mineralización en concordancia 

con el nivel de pH de los hábitats de estas tres especies patógenas. Asimismo, especies 

del género Acanthamoeba proliferan a temperaturas de 37 ºC (Lares-Jiménez & Lares-

Villa, 2009), pero nuestros resultados difieren al respecto, sin poder determinar la 

especie patógena posiblemente atribuido a que los hábitats acuáticos termales no reúnen 

las condiciones suficientes como los suelos o aguas con materia orgánica donde 

abundan estas especies incluida A. castellani (Cabello-Vílchez et al., 2014). Por otro 

lado, Balamuthia sp. solo ha sido aislada de suelos (Dunnebacke et al., 2004), y hasta 

su aislamiento del ambiente (Schuster, 2002) se creía que era un parásito obligado 

(Schuster & Visvesvara, 2004). 

Al aplicar la caracterización molecular a la muestra N°07 (CMY JZ – 2), no se 

determinó que perteneciera a ningún género potencialmente patógeno para seres 

humanos. Los trabajos realizados por (Lares-Jiménez & Lares-Villa, 2009) reportan 

Acanthamoeba basándose sólo en caracterización morfológica. Garaycochea et al., 

(2008) así como Garaycochea et al., (2008) han logrado determinar mediante 

caracterización morfológica la presencia de amebas potencialmente patógenas en 

muestras procedentes de piscinas en el Perú.  . 

Değerli et al., (2020) quienes realizaron determinación mediante el uso de PCR, 

obtuvieron para un total de 434 muestras de aguas termales, el 6.7% positivas para 

género Acanthamoeba genotipo T4, y especies del género Naegleria, lo que indicaría a 

mayor número muestras analizadas aumenta el índice de positividad de muestras 

mediante PCR, pero hay un porcentaje considerable de muestras que no pueden ser 

cultivadas en medios convencionales. Nuestros resultados arrojan pistas de los medios 



apropiados e inapropiados en la búsqueda de estas especies patógenas, pero sin 

confirmar su inexistencia en aguas termales por lo que se requiere de constante 

muestreo en diferentes fechas del año, y aislamiento a distintas temperaturas. (Lares-

Jiménez et al., 2018) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



CONCLUSIONES 

 

 

• Se determinó un 12.28% de muestras de aguas termales positivas para Amebas de vida Libre 

de la Provincia de Cusco, Perú. 

• Se ha demostrado mediante la caracterización morfológica la presencia de amebas de vida 

libre compatibles con la familia Vahlkampfiidae y Clase Heterolobosea en aguas termales 

en Cusco, Perú.  

• No se logró determinar molecularmente la presencia de amebas potencialmente patógenas 

(Naegleria fowleri, Acanthamoeba castellani y Balamuthia mandrillaris). 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RECOMENDACIONES 

 
 

• Recomendamos evaluaciones con mayor número de fuentes termales y mayor número de 

muestras en cada una de ellas, así como la toma de muestra en distintas fechas del año en 

concordancia con las visitas de mayor número de turistas. 

 

 

• Para preservar la viabilidad de cultivos para estudios moleculares, se recomienda cultivos 

por triplicado, y utilización de la criopreservación.   

 

 

• Difundir el conocimiento respecto a amebas de vida libre ,así como su potencial rol 

patógeno, tanto para la población como para los órganos gubernamentales a quienes les 

compete la vigilancia en salud pública. 
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ANEXOS 

 

Anexo A 

 

Esquema de los medios de cultivo utilizados  

 

AGAR NO NUTRITIVO (ANN) 

 

Solución Page 

NaCl 

MgSO4 x 7H2O 

Na2HPO4 

CaCl2 x 2H2O 

H2O destilada 

1000 mL 

120mg 

4mg 

142mg 

4mg 

1000 mL 

Agar 20g. 

 

 

Medio PYG 

Solución Page 1000 mL 

Proteasa - Peptona 20g. 

Extracto de Levadura 2.0g. 

Glucosa 18g. 

Antibiótico ATB  Estreptomicina 

 

 

Medio Lares - Jiménez 

Bactocasitona 10g. 

Sal Balanceada de Hanks 34mL. 

Agua Destilada 456mL. 

Suero Bovina Fetal 10% 

Antibiótico ATB Estreptomicina 

 

 

 



 

Anexo B 

 

Figura 6. 

 Preparación de placas Petri con medio de cultivo (ANN) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo C 

 

Figura 7. 

Frascos con medio líquido Lares – Jiménez. 

 

 

 

 

 



Anexo D 

 

Figura 8.  

Visualización del Crecimiento de amebas en Placas de ANN, mediante microscopia óptica 

 

 

 

 

 

 

Anexo E 

Figura 9.  

Flujograma de Caracterización morfológica y molecular de AVL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Anexo F 

Esquema de Cultivo Muestras de aguas termales Cusco, Perú. 

  

N° de Muestra Lugar de Muestreo Código de Muestreo Resultados 

01 La Raya Pequeña LRP – A NEGATIVO 

02 La Raya Pequeña LRP – B NEGATIVO 

03 La Raya Pequeña LRP – C NEGATIVO 

04 La Raya Pequeña LRP – D NEGATIVO 

05 La Raya Pequeña LRP – 1A POSITIVO 

06 La Raya Pequeña LRP – 1B NEGATIVO 

07 La Raya Pequeña LRP – 1C NEGATIVO 

08 La Raya Pequeña LRP – 2A NEGATIVO 

09 La Raya Pequeña LRP – 2B NEGATIVO 

10 La Raya Pequeña LRP – 2C NEGATIVO 

11 La Raya Pequeña LRP – 3A NEGATIVO 

12 La Raya Pequeña LRP – 3B NEGATIVO 

13 La Raya Pequeña LRP – 3C NEGATIVO 

14 La Raya Pequeña LRP – 3D POSITIVO 

15 La Raya Pequeña LRP – 3E POSITIVO 

16 La Raya Pequeña LRP – 4A NEGATIVO 

17 La Raya Pequeña LRP – 4B NEGATIVO 

18 La Raya Pequeña LRP – 4C NEGATIVO 

19 La Raya Pequeña LRP – 4D NEGATIVO 

20 La Raya Pequeña LRP – 5A NEGATIVO 

21 La Raya Pequeña LRP – 5B NEGATIVO 

22 La Raya Pequeña LRP – 5C NEGATIVO 

23 La Raya Pequeña LRP – 5D NEGATIVO 

24 La Raya Pozo LRPZ – 1A NEGATIVO 

25 La Raya Pozo LRPZ – 2B NEGATIVO 

26 La Raya Pozo LRPZ - 2 NEGATIVO 

27 Cocalmayo CMY – 1.1 POSITIVO 



28 Cocalmayo CMY – 1.2 NEGATIVO 

29 Cocalmayo CMY – 1.3 NEGATIVO 

30 Cocalmayo CMY – 1.4 NEGATIVO 

31 Cocalmayo CMY – 1.5 NEGATIVO 

32 Cocalmayo CMY – 1.6 NEGATIVO 

33 Cocalmayo CMY – 1.7 NEGATIVO 

34 Cocalmayo CMY – 2.1 NEGATIVO 

35 Cocalmayo CMY – 2.2 NEGATIVO 

36 Cocalmayo CMY – 2.3 NEGATIVO 

37 Cocalmayo CMY – 2.4 POSITIVO 

38 Cocalmayo CMY – 2.5 NEGATIVO 

39 Cocalmayo Pozo CMY PZ -1 NEGATIVO 

40 Cocalmayo Pozo CMY PZ -2 NEGATIVO 

41 Cocalmayo Jacuzzi CMY JZ – 1 NEGATIVO 

42 Cocalmayo Jacuzzi CMY JZ – 2 POSITIVO 

43 Minas moqo Central MIO C - 1 NEGATIVO 

44 Minas moqo MIO – 1 NEGATIVO 

45 Minas moqo MIO – 2 NEGATIVO 

46 Minas moqo MIO – 3 NEGATIVO 

47 Lares Piscina LP – 3.1 NEGATIVO 

48 Lares Piscina LP – 3.2 NEGATIVO 

49 Lares Piscina LP – 3.3 NEGATIVO 

50 Lares Piscina LP – 3.4 NEGATIVO 

51 Lares Piscina LP – 3.5 NEGATIVO 

52 Lares Piscina LP – 4.1 NEGATIVO 

53 Lares Piscina LP – 4.2 NEGATIVO 

54 Lares Piscina LP – 4.3 NEGATIVO 

55 Lares Piscina LP – 4.4 POSITIVO 

56 Lares Piscina LP – 6.1 NEGATIVO 

57 Lares Piscina LP – 6.2 NEGATIVO 

TOTAL 57 muestras   
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