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METAMORFOSIS

Durante muchos afios de mi vida jugué con un hermoso-
cgito de péluche color naranja:; hasta gue en un suefio me eucon
tré con &l, sentado como siempre. Me aproximé a sentir su ba-
rriguita blanca y muelle, ¥ sin gue yo lo esperasge, comznzéd a-
hablar dici&hdome: "thace tanto tiempo que he esperado este mo
mentol; he recorrideo sin descanso tus infinitas sendas inte;ig
res, he salvado los ﬁés grandes abismﬁs de tu espiritu, he lu-
chado con brio ante tus enemigos y te he defendido en inconta-
bles ocasiones aun de ti mismo.

Vengo desde lo més profundo de tu mente, y te-encqu
tro, por f£in, adn con vida. Deseo aprovechar eéte ehcuentro ~
impreparado para expresarte mi mayor anhelo: no quierc por mis
tiempo ser de'fieltro, deseo tener un corazdn que lata al rit-
mo de la ﬁida ¥ quea sea mi esencia mds pura la de ser pensante.
Contigo, anphelo virar del negro hasta el purpfireo, alcanzar la
cima v lo profundo,“y en su momehto, llegar a los linderos mig
mos de.la muerte. Quierc, para decirlo en upa sola frase, que-
me dejes ser en ti, lo que siempre has anhelado y no insistas-
mis en segulr siendo como Hasta hoy, creiste ¢ue yo fui".

Después de pronunciar estas palabras el osito calié-
f de sus ojos vidriosos se desprendieron dos perlas gque al caer

sobre mis manos me hicieron despertar. Alcé los pirpddos cansa



dos ¥ por mis mejillas rodaron dos lagrimas; estrujé el osi-

to entre mis manos y entonces empecé& a comprender el universo.

F. Rivera A.
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RESUMEN B—

La historia de las amibas gne se estudian se remonta

para Naegleria gruberi a 1841, cuando Dujardin (Page,l1965), --

deseribe una amiba pequefia de vida libre vy la designa como Amoe
ba limax . M3Is tarde Schardinger en 1899 (Page, 1966), descri-
bid la Bmoeha gruberi .

El dimorfismo de los organimos de esta fltima espe—-
cle, manifiesto por su capacidad de transformacidn ameboflagelar,
determind durante mucho tiempo la incertidumbre.dg su c;asificg
cidn. Fueron precisamente los trabajos de Page (1966), los que
vbicaron definitivamente a N. gruberi dentro del orden Amoebida
y perteneciendo a la familia Vahlkampfiidae ( Cuadro 1 ).

En cuanto a Acanthamoeba astronyxis, su historia co-
menzd en 1900 (ﬁage,,lgﬁe), cuéndo Dangeard ptblica la primera
-descripcién de una amiba con mitosis comin, a la gue denomina -
Amoeba hyalina.

Han sido otra vez los trabajos de Page (]:966,1967, -
1974) y también los de Singh y Das (1270}, log gue haﬁ permiti-
do ubicar a b. astronyxis dentro del orden Amoebida, familia ——
Hartménnellidae ( cuadro 1 ).

En México, por las caracteriéticas peculiares gue a-
qui privan el estudio de los protozoarios de vida libre ha sido
siempre una tarea diffcil. La mayoria de los investigédores -

nacionales se halla orientada preferentemente al estudio de los



protozoarios patSgenos, lo cual no sdlo resuita comprensibla sino
inevitable en un pais en 91 que, como el nuestro, las parasitosis
por protozoarios no son finicamente un prcblema de salud pﬁbiica -
gino también de cardcter social vy econdmico.

En nuestro medio los estudios sobre amibas de vida 1li-
bre v en particular scbre las del grupo ;gggg, han sido esporadi-
cos, egcasos y de enfogue muy general. Cabe agui menciopar los -
trabajos de Ldpaz-Ochotersna ég al. (1970), Corenado (1973), Toma
sini (1975), Rico-Ferrat (1975) y los del propio autor (Rivera et
al. {1979).

El presente trabajo se convierte asi, en un paso modeg
to perﬁ firme para 11évar el estudic de este grupo de amibas des-
de una £ase de s;mple andlisis en la gue se encuentra (taxoﬁomiaw
alfa), hasta otra sﬁperior de sintesis y correlacidn ordenada de
datos.

Con ello se pretende fundamentaf una infraestructora -
gue permita en lo futuro realizar un estudioc mds elaborado y mds-—
profundo &e lag amibas limax localeaf

El presente trabajo es, de hecho, al primer estudio mo
nografico realizado en nuestro medic scbre este grupo de amibas.
A partir de &l se dardn los pasos subsecuentes para lograr la de-—
teceién e identificacibnde amibas limex patdgenas para nuestra es
pecie. .

De hecho, algo semejante ocurrid hace aproximadamente-



veinte afios a nivel mundial. Las amibas peguefias de vida libre
no meracieron gran atencidn por los investigadores sino a raiz
de la deteccidn de su patogenicidad para el hombre (Carter, --
1968) .

En nues=tra patria adn no han sido detectados ni ca--
gos de meningoencefalitis amibiané primaria ni cepas que exhi--
ban el poder patdgeno para producif esta enfermedad.

De ahi nuestro interés, a nivel naéional; por ahon-~
dar en el esfudio de estas pequefias amibas de vida libre que en
condiciones especiales, pueden invadir ai hombre causdndole la~
muerte. 7

En tode estudiw sdore las amiba¢ en el gue se inten-
te hacer una taxonomia adecuada el investigador tropieza funda-

'meﬁtalmente con las asiguientes dificultades: aguéllas inherentes
a los propios organismos estudiados, agquéllas gue dependen de -
la brevedad o por lo contrario de la prolijidad de las desecrip-.
ciones hechas por diversos autores, y finalmente, aguéllas que
dependen del mayor o menor desarrollo de las técnicas;

En cuanto a los criterios taxondmicos utilizados por
diversos autores en distintas épocas, &stos han variado amplia-
mente Segiin la época, perc haciéndose cada vez wmds precisos y -
confiables.

Por su importancia seanalizény'ccmentan en edte tra

bajo en corden cronoldgico los esguemas taxondmicos de Jahn ( —--

1949), Singh (1953), Boves y Jahn {1966), Page (1967), Singh y-
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Das (lBJb); y Jahn, Bovee y Jahn (1979).

La taxoncmia amibiana actval se encuentra a nivel =
mundial y en México, en diferentes estzdios de su evolucién --
gue van desde la taxonomia alfa hasta un inicioc de la fase.ga—
ma. Se vive asi, una etapa de transicidn hacia una taxpnomia-.
integral-cuyas bésas fueron cimentadas por los autores de las-
clasificaciones que hemos consignado,

En el ¢aso partidular de este trabajo se consideran
los signientes criterios taxondmicos para la diagnosis de am—-
bas especies: forma locomotriz, forma pseuﬁopédica;.patrﬁn de-
* divisién nuclear, forma quistica, capacidad de transformacidén -
améboflagelar,ultraestructura y andlisis bioe#tadistico pobla—
cional. Abundan&o en este Gltimo punto,el presente trabajo, -
siendo de cardcter tipoldgico poblacional, aporta datos nuevos,
recogidos de las cepas locales, gue pasan a incrementaf el acer
vo mundiﬁl de datos, del que se dispone para poder rebasar el-
egtadio beta de la taxonomia amibiana, eﬁ especial del grupo -
Limax.

| Se recolectaron muestras prﬁcedentea dal suelo, de-~
un rio y de las aguas de grifos y piscinas (Tablas VII y VIII).
De ellas se aislaron los microorganismos estudiados mediante -
filtracidn. Los especimenes aislados se cultivaron monoclénal
y monoxénicamente en agar inocilado con E- coli , y observados

en vivo con Sptica de contraste de fases. Una vez tratados pa



ra la microscopia electrénica se observaron y fotografiaron.

Se vbtuvieron én total doce cepas de las cpaled ocho
ccr?esgonden a N. gruberi y cuatro a &. astronyxis ( Tabla VIIT).
Se midieron c¢ien organismos de cada cepa a 100 X con un micréme--
tro ocular 6 X y se cbtuveron las medias, los intervalos de varia
cifén y la media de medias de las estructuras medidas.

Se realizd el andlisis morfolégicb descriptivo de las-
fases trofozoilde, gquistica y flagelar dé H. gruberi, v de las fa-
ses trofozoide y quistica de A. astronyxis ; todo ello con micros
copfadelyz ( Tablas IX ¥ ¥ }) . La fase trofozoide de una dg las
cepas de N. gruberi (cepa Z-l); Sse analizd ultraestructuralmente-
con microscopia electrénica de transmisidn.

Se describen, comparan y comentan las semejanzas y di-
ferenciaﬁ entre las cepas locales y.las extranjeras desoritas porl
Page (1966). |

Se hace especial énfasis en la' trascendencia de los ha
llazgos novedoses detectados en las cepas regionales, para la sig
temdtica del grupo Iimax. Tal es el caso de las particulas seme-
jantes a virus y de la corona perinuclear de lipidos que no se --
detéctaron en log esgpecimenss estudiados.

En el cago de las amibas limax, la microscopia electrd
nica prueba, una vez mis, en atencidn a los resultados chtenidos
en este trabajo, Ser un instrumento atil v adn no'pienamente ax—
pletado, gue proporciona nuevos criterios y ratifica o xectifiea

los antiguos, todo lo cual conduce hacia una taxonomia mds adecua



da.

Se realizd asimismo el estudio sobre la capacidad gue
los organismos de ocho cepas regionales de M. gruberi exhibieron,
tanto en forma espontdnea como inducida, para transformarse de -
individuos ameboides en brganismos £lagelados, prcceso'denomina-
‘do transformacidn, y del fenémeno inverso, es decir, del paso de
la forma flagelar al estado ameboide, fendmeno denominado rever-~
gidn. TLgs datos obitenidos de-las cepas locales en este sentido-
se analizan y comparan con aguéllos de las cepas extranjeras --
(éage, 1966), en la Tabla XI.

Se efectud la prueba de la temperatura constante a -—-—
37°C durante dos semanas (Griffin, 1972; Willaert, 1976), para -
determinar la patogenicidad de laé dote cepas locales, cbtenién-
dose.resﬁltados negativos para todas ellas.

El andlisis y la sintesis de los diversos criterios -

Lt

taxonémicos realizado con una tendencia integradora nos ha lleva
do a lag siguientes conelusiones; ./

La recoleccifn de los organismos habrd de hacerse con
equipo estéril.

El trabajo experimental habrd de hacerse con organis-
mos procedentes de una ﬁisma clona.

Los cultivos habrSn de estandarizarse lo mds posible-
para las diferéntea cepas .

- Deberdn observarse muchos organismos (por lo menos 30),



para poder efectuar el anélisis estadistico.

Deberdn estudiarse todos los estadios morfolbgicos —-—
del ciclo vital, preferentémente no séio con el microscopio de -
luz &ino también con el electrdnico.

Deberén estudiarse con especial cuidado lae figuras -
mitéticas.

En sintesis, para identificar y clasificar las amibas-

limax, el conocimiento del mayor nimero posible de caracteristi-

"eas nunca estd de schra.

Ademis de los aspectos taxondmicos, morfoldgicos y de
patogenicidad, se enundian algunos de tipo ecoldgico. . Desde es .
te fltimo punto de vista lag dos esSpecies estudiadas se encuen—-
tran adaptadas no 86lo a sug hibitats naturales, &ino ademds a -
ioéartificialescomolasaguas'de grifos ypiscinas cuya cloracién
es,ﬁian conoﬁida. En este santido las dos especiés consignadas
en este trabajo bien pueden aceptar el apelativo de "amibas de -
hébitats clorados" pueé egtd de sobre probada su resistencia en-
la fase quistica (Jadin, 1974; Willart, 1976) y en la quistica y
trofozoide por nosotros en este trabajo. En efecto, nosotros de-
tectamos una cepa resistente (cepa Pi-4 de N. gruberi), a concen
trécioﬁes de cloro activo de 0.70 mg/%L, cifra due Derréumaux et -
21. (1974), consideran como amekicida. para la fase trofozoide.

| Estos son, en suma, los aspectos més relevantes de es

ta tesis a la gue consideramos, en sp conjunto, la fase prelimi-



‘nar y bésica de un proyecto nmis amplio encaminado a la deteccidn
de cepas patdgenas y.a la determinacién del diagndstico actwmal -
y retrospectivo de meningoencefalitis amibiana primaria en Méxi-

co.



INTRODUCCTION

q

" La suerte Ffavorece solamente a los espiritus

preparados ",
’ Pagteur.

Con el fin de precisar la ubicacidn taxondmica de las
dos especies de amibas Naglgleria gruberi Schardinger, 1899 y. -
Acanthaﬁoaba astronyxis Ray y Hayes, 1954, cbjetos de este estu
dio, es conveniente referirse a los criterios taxonémicos wtili-
zados por Honigberg gt al.(1964), Bovee y Jahn (1966), Jahn, Bo~
vee y Jahn (1979), Page (1966, 1967, 1974), vy Singh y Das (1970).

Da acuerdo con eftog auntores (eiﬁeptﬁando a Bovee y -
Jahn, 1966 y a Jahn, Bovee y Jahn, 1979), los Eroto?oarios cons-
fitﬁfen,el phylum Protozoé Golafussf 1818, emend. Von Siebheld, -
.. 1B45; gue a gu vez se Subdivide en cuatro sﬁbphyla: Sarcomastigg
‘phora'Honingrg v Balamuth, 1963; Sporozoa - Lenckart, 1B79:; Cni
dospora Doflein, 1901; y Ciliophora Doflein, 1901.

Dentro del subphylum Sarcomastigophora se propone, en
jtre otras, la superclase Sarcodina Hertwig y Leaser, 1874, divi-
dida a su vez en tresclases, una dé iaa cnales a5 la Rhizopédea—
Von Siebold, 1845.

| . Esta clase se Vsubdivide en subclases: Lobosia Carpen
ter, 1861; Filosia Leidy, 18797 y Granuloreticulosia Sacdeleer,-
1934, tomande como criterio taxonémico bdsico la morfologia de -

lus‘pseudépodos.
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Las subclases se subdividen en érdenes en los que =a-
toma en cueﬁta la presencia © ausencia de testa o concha, con lo
que se constituye, entre otros, el orden Amoebida Kent, 1880, ca
racferizadc por los somas desnudos y por lamononuclearidad preva
lente de sne organismos. |

Por su.parte Jahn, Bovee y Jahn'(1979)..proponen urn -~
nuevoe esdguema taxpnémico, en el gue los protozoarios aparecen —-
constituyendo un subreino, dentro del reiﬁo Protista Haeckel, —
1862, con cuatro phyla, unc de log cuales es el Sarcedina., Tan-
to estos autores como‘Bﬁvee v Jahn (1966}, utilizan las caracte-
risticas fisioldgicas distintivas de los pseuddpodos’ para los —-
taxcnes de clase vy orden,‘relegando 1a testﬁ v la concha, cuando
estén presentes, para caracéerizar los niveles taxonfmicos de fa
.milia, género y especie. |

Page (1966, 1967 y 1974), Singh y Das (1970) aceptan-
v siguen la clasificacidn propuesta por Honigherg et al. (19584),
hasta sl nivel taxonbmico de orden. En los cuadros 1 y 2 se es-—
guematiza la posicién de las fapilias de émibas gue interesan pa
ra este trabajo.

El cardcter prevalentemente mononuclear gque exhiben -
los organisﬁos de la clase Rhiizopodea, se presenta en el caso de’
las dos especies de amibas pequefias gue se estudian. 1a caracte
ristica mds importante para establecer el diagnéstico a nivel de

familia es,en acuerdo comiin de Page (1966, 1967), Singh (1952, -
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1953) y Singh y Das (1970), la forma de divisidn del ndcleo.
En este sentido, las amibag pequefias de vida libre, -
denominadas cominmente limax por su aspecto de babosa durante -

el desplazamiento, presentan variacicnes bilen definidas que tie-

‘nen importancia diagnéstica.

Asi, la forma de divisidn mig comin dentro de la cla-

' 5e Rhizopodea, la fisidn binaria,pnede asociarse enel caso de --

las amibas limax a una mitosis tipica y comfin, semejante a la de

‘las células de metazoarios, como sucede, por ejemplo., con A, =-

astronyxis; o a una forma atipica de la mitosis denominada promi

tosis como ocurre en el caso de N. gruberi. Tanto Page (l966),

como Singh y Das (1970), utilizan estas diferencias de 1a mito-
sis para establecer‘1aséparac£6ntaxon6mica a8 nivel de familia.

. Page (1966, 1967, 1974), propone la familia Vahlkamp-
fiidaé Jolles y Lalung-Bonnaire, 1912, para aquéllas amibas pe-=
guefias gue efectiian la promitosis; y la familia Hartmannellidae
Volkonsky,'193l, para las que se dividen por una mitosis comiln, -
semejante a la gue se observa en los animales pluricelulares,

Por su pérte, Singh y Das (1970), proponen la Familia

‘Schizopyrenidae Singh, 1952 para los organismos gue presenten pro

mitosis‘, v la familia Hartmammellidae para los que exhiben mito
s8is ordinaria.
Dentro de estos sistemas taxondmicos N. gruberi queda

ria ubicada dentroc de la familia Vahlkampfiidae seqfin Page (1966,
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1967, 1974), vy dentro de la familia Schizopyrenidae segin Singh
v Das (1970).

En cambio, A. astronyxis corresponderia, de acuerdo

‘con anbos autores, a la familia Hartmannellidae.

Durante su locomocidn las amibas limax modifican cons
tantemente su contorno celular. Este cambic constante de la for
ma se debe principalmente a la emisidn y-retraccidn de los pseu

dépedos cuya morfolegia y funcionamiento varian de un instante-

‘&, otro.

8in embargo, algunos patrones morfoldgicos y funcio-
nales exhibidos por los pseud&podos son bastante estables para

cada grupo, y. por ello mismo pueden tomarse en cuenta como uno—

de los criterios confiables requeridos para realizar un estudio

- taxondmico adecuado, Page (1966, 1967, 1974), Bovee y Jahn =---

{1966}, Jahn, Bovee y Jahn (1979).

Ademds de la figura mitdtica ya comentada, también-
1a formé del niicleo vy ia presencia de quistes junto'con su mor-—
fologia y funcidn, resultan criterios Gtiles y confiables en el
estudio taxondmico de las amibas. Sin embargo, el conocimiento
de estos criterios es aflin incompleto o falkta totalmente en mu——

chas de las especiess, y, en consecuencila, la sistematizacidn a

‘nivel de orden, familia, género vy especie es, frecuentemente, in

,

‘gierta y confusa, scbre todo en las formas libres (Bovee y Jahn,

19667 Singh y Das, 1970; Page, 1970:; y Jahn, Bovee y Jahn, 1279).
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En el caso particular de las dos especies que nos ocu
pan, la posicidn taxondmica se halla bien defiﬁida, gracias so-—-—
bre todo a los excelentes estudios taxonSmicos realizados por. Pa
ge . (1966,1967,1974), y reforzados vigorosamente por Bovee y Jahn-
{1966), por Singh y Das (1970) y, por Jahn, Bovee y Jahn (1979).

Asi, N. gruberi se encuentra vbicada (y agqui segqui-- -
mos los criterios propuestos por Page d"esde 1966, dado que son -
hasta hoy los mis universalmente aceptados para clasificar ami--
bés péqueﬂas), dentro de la superclase Sarcodina, en la clase --
Rhizopodea, subclase Lobosia, orden Bmoebida, familia VahIkamp--

Fiidde, género Naegleria Alexeieff, 1912, especie H. gruberi ——

Schardinger, 1899,

‘Mientras‘que, A. agtronyxis comparte loé mismos taxo-
ﬁéé'qﬁe E. grﬁheri hasta el nivel de orden, y queda ubicada den-
tro de la familia Hartmannellidae, género Acanthamoeba Volkensky,
1931, especie A, astronyxis Ray y Hayes, 1954.

En cuante chjetos de estudio, la morfologia, los ci--
cios'de vida, la reproduccidén, la nutricidn, la ecologia y la pa
togenicidad de las amibas igggg , han recibido atencién en dig--
tintas etapas histdricas y por diversos autoras.

En 1841, Dujardin (Page, 1966, Bovaee y Jahn, 1966) -
describe por primera vez una amiba pequefia de vida libre y le da
el nonbre de Amoeba ;ggggg.. |

En 1879 aparece el primer estudio monogrdfico scbre -
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las amibag limax , realizado por Leidy (Bovee y Jdahn, 1566). Y¥a
en 1885 Grilber sefialaba (Page, 1966}, que dado el continmo cam--
bio én la forma de las amibas, parecia dificil encontrar una ba-
sé firme que sirviera como criterio para distinguir las distin-—-
tas especies.

Durante mucho tiempo se dieron varios nombres a una -~
mis%E especie, y las descripciones gua se hacfaneran incomple--
tas v vagés, ¥a gue &e bagaban en caracteristicaé unas veces Cam
biantes y otras veces, inclusive irreales.

Penard en 1890  (Bovee y Jahn, 1966; Page, 1966), es--
cribe una segunda monografia sobre estos organismos, y a prinei-
piéé dei siglo X4, se conQierte en el primer auwtor que efectda -
estudios experimentales eon 'e.ste grupo.

| ﬁi pesimiSmo de Dangeard, que lo llevd® a enunciar gue

"ne existe nada més dificil,‘en ﬁerdad, que definir una amiba™ -
¥ el de Arndt, enlos comienzos de este giglo {(Page, 1966), so——
bre ia dificﬁltad para distinguir las amibas -y élasificarlas en-

especies distintas, fue superado ampliamente por Schaeffer guien

en 1926 (Jeon,l1973), a tfavés de un excelente trabajo monogrifi-
" eo, quizd el mds preciso y ccmpleto hasta entonces, sefiald gque -
' las caracteristicas fenotipicas de las amibas en su hibitat natn
ral, hacian posible el reconocimiento de la mayor parte de ellasz’
v su distincién en especies,

Después de las aportaciones extensas y adecuadas de -
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Schaeffer, y quizds por eso mismo, se sucedid un periodo prolon-
gado sin gue los nuevos estudiocs afadieran gran cosa al acervo -
va acumulado. Este periodo as prOlﬁngd hasta los finales de la-
déc'ada de los cuarentas.

Singh (1952, 1953) realiza trabajos importantes scbre
la taxoncmia y la filogenia de las amibas, particularmente de —-—
las del grupo _:_I._i:_ﬂ, basados en el criterio morfoldgico del pa—-
trén mitStico, Sin embargo, estos estudios tendrian poco eco en
tre los autores de la &poca y debieron ser replanteados y com--
pletédos pbr el propio Sin_gh y por Das (1970), en afios posterio
res.

Bovee (1953), inicia,sus estudios scbre taxonomia y £i
logenia de '.:l.as amibas libres, sin dejar de sefialar que la identi
ficacidén de estoé organiSmés constituye uno de los problemas més
dificiles en Zodlogia. Este mismo autor,{ junto con.Jahn, propo-

" me un nuevo esguema taxondmico para las émn‘bas, que basads an --
log criterios morfoldgicos de'Schaeffer, los supera y mejora;, —_——
(Bovee y Jahn, 1966} .l

El mismo Bovee (1970}, incrementa el acerveo. de cono--—
cimientos taxcnér_nicos scpbre las amibés limax, esta vez, de las -
de 16’ familia Mairorellidae Schaeffer, 1926.

Page (1966), comienza sus trabajos scbre la talxoncm:r':a

| de las amibas pequefias, y redefine los géneros Hartmannella Ale-

xeieff, 1912, y Acanthamoeba Volkonsky, 1931. Este mismo autor
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completa sus estudics Sobre el tema en 1967 (Page, 1967) y des~—-
cribe entonces ocho eSpecies nuevas, A partir de entonces sus -
trabajos se multiplican y se convierte en unc de los principa-—-
les estudiosos de las amibas, sobre todo de las limax (Page, -~

1974) . Junto con Bovee, Page, es8 sin lugar a dudas el antor més

tomado en cuenta por los actuales especialistas de la Amebologia,

gsobre todo en el terreno de la taxonomia, como lo certifican Ca-

rosi gt al. (1977), Capron (1972), Cerva (1973), chang (1971), Das et’
alt (1974), Jadin (1973 y 1974) y Willaert (1971, 1973 , 1976).
5i se consideran las tres fases histdricas de la sis-—

temdtica de los protozoarios propuestas por Corliss (1962), pode

mos concluir, gue todos log estudios realizados scobre amibas has

“ta antes de Schaeffer ( y algunos otros después de &1 ), caen —-

dentro del estadio de la tagxonomia alfa, es decif, se limitan a-
la deséripcién convencional e incompleta de especiés ¥ grupos de
especies.,

Es jpstamente'Schaeffer guien comienza la fase de sin
tesis, esto es, el estadio beta de la taxonomié, al establecer -
un primer esquema de clagificacidn én todos los niveles faxond--
micos. |

Sin embargo, aun en el caso de Schaeffer se siguen es
tudiando principalmerite aspectos moxfoldgicos como la forma de -

locomocidn, la forma de los pseuddpodos, el patrdn de divisidn -

nuclear, la forma del guiste y 1a posibilidad de dimorfisme feno
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tipico.
A partir de la década de los cincuentas, la sistemd-
" tica de las amibas se afianza cada vez mis en Su fase beta. BEs
' precisamente Bovee (1953), quien comienza a tomar en chenta Los
aspectos fisioldgicos de las estructuras hasta ése entonces des
critas.

La importancia de los requerimientos nutricionales -
como indicadores de las relaciones taxondmicas entre las amibas
y de las relaciones filogenéticas de &stas, fue sefialada por ~-
Adam s6lo hasta 1959 y enfatizada posteriormente por ella misma
{ddam, 1959, 1964 a y b ; 1969 y 1974).

Band (1961, 1262}, guien ha efectuado estudios nut¥;
ciénales muy extensos sobre las amibas limax y enparticular en-
cepas de Acanthamoeba rhysodes Singh y Das, lQ?O:'también ha -
sefialado la importancia taxonémica de los mismos.

De los aspectos de la bioguimica celular el que ha -
sido mds ampliamente estudiado, es el Serolﬁgico {Sen, Mukerjee
y Ray, 19617 Siddigui y Balamuth, 1965; Adam, 1964 y 1969; Cer-
va, 1967 v 1973).

M&s recientemente Cerva (1967), Willaert et al. (~-—
1973} y Willaert (1974, 1976), proponen el estudio inmunoldgico
de las menbranas como c¢riterio comfiable para la identificacidn
a nivel de especie.

1a aplicacidn de la microscopia electrdnica al estu-
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dic de las amibas comenzd, en forma importante, con Vickerman --—
(1962) . En este campo vale la pena destacar, por su trascenden-
c¢ia, los trabajos de Schuster (1963, 1969), Carter (1970), Wi ——
liaert y Ray (1973), Martinez et al . (1974), Schuster y Dunnchac
ke (1974 é‘y b ), Visvesvara y Callaway (1974), Lastovica (1975),
Rondanelli et al. (1976), y los mis recientes de Carosi gk al. -
{1977), que en Eonjunto han proporcionado numerosos dafos gue en
la mayoria de los casos refuerzan los conccimientos précedentes,
.pe:o qué en ﬁtros los contradicen y superan.
. Es; por lo tanto, en términos generales, el periodo -
comprendido durante los Gltimos treinte afios el de un estadio be
'tﬁ del conocimiento dé las amibas (Corliss, -1962) . ‘Siﬁ enbargo, .
;ﬁo todos'losigrupos se‘encuentran igualmente estudiados,'de modo
. -gue én algunos persiste afin el estadioalfa ., En cambioc hay algu
nos grupos,. scbre todo de organismos pardsitos en los gue la sis
temitica se halla ya en la etapa gama; este es el caso, por ejem
plo, de Entamosba histolytica Schaudinn, 1903, especie en la -—-
que los estudios se encuentran ya a nivél intraespecifico.y po~—'
blacional y soﬁ.de cardcter muy espe¢ializado. |
| Por lo gue toca alas dos especies que son el objeto ~

de este estudioc 1la historia de wna de ellas, N. gruberi, se fe—-

-monta a 1841 cunando Dujardin (Page, 1966), describe una amiba pe

gquefia de vida libre y la designa como Ameeba limax. M&s tarde-

Schardinger en 1899 (Page, 1966), describid la Amogba gruvberxi.
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ﬁahlkampff en 1905 (Page, 1966), describid una mitosis
|
atipica en un organismo que &1 identificd como Amoeba limax. Es-
ta mitosis atipica fue bau£izada como promitosis por Nigler en -~
1909 (Page, 1966). |

Aun cuando indistinguibles en su forma trofozoide, con
promitcsis en anbas, é;:grubari diferia de A. limax por su capa-
cidad de transformacién améboflagelar; proceso auSente en esta -
Altima.

A. gruberi fue colocada dentro del grupo de los rizo-
mastiginos por Awerinzew en 1910 {Willaert, 1976) y.-por Rafalko -
en 1947, (Willaert; 1976). E1 dimorf:i.Smo. de estos organismos, ma
nifastadd‘por su capacidad de transfofmaéién ameboflégelar, deter
miné durante mucho tiempo la incertidumbre de su clas;ficaciéh. -
.ya deﬁtrd del grupo de los saxcodarios, ya dentro del grupo de --
los :flagelados, Singh(1953), Bovee y Jahn (L966}, Page (1966)."

Fueron precisamente los trabajos de este fltimo los —-
que ubicaron definitivamente a M. gruberil dentro del orden Amoebi
da y pérteneciendo a la familia vahlkampfiidae (Cuadro No. 1)

‘En la clasificacidn propuésta porlJahn, Bovee y Jahn-~
(1979), HN. grubgri quéda ubicada en'ql ofden Bruptida y dentro
de la familia Vahlkampfiidae (Cuadro Yo, 2).

En cuanto a A, astronyxis. su historia se remonta a =~
Danéeard en 1900 (Page, 1966), guien publicd la primera descrip—

citn de una nueva especie en la gue se tomaba en cuenta el tipo-
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de mitosis, y a la que se denomind como Amoeba hyalina. Esta-

nueva s8pecie se convirtld luego en la espacie tipo del género-
Hartmannellg, creado por-Alexeieff en 1912 (Page, 1966; Wi = —=
llaert, 1978). Las.especies de este géneroc han agruéado, desde
su ereccién, a amibas pequefias de vida libre con mna mitosis cg
mﬁn_en 1a gue la envoltura nuclear y el nucléolo désaparecen to
talmente.
| Han sido los trabajos de Page (1966, 1967, 1974) prin
cipalmente v los de Singh y Das ({1970}, los gue permitieron pri
merc redefinir y luego reublcar a A. astronyxis dentro del or-
den Amoebida, familia Hartmannellidae y género Aganthamoecha -~
{Cuadro No. 2)
En México, los estudios sobre amibas de vida libre ~
'y en particnlar scbre las del grupo limax, han sido esporddicos,
escasos vy de enfogue muy general. Conviene mencionar en eéte -;

sentido el trabajo elaborado por Ldpez-Ochoterena et al. (1970},

en el gue se mencionan: Acanthamoeba hyalina Volkonsky, 19317

Amoeba limax Dujardin, 1841; Vahlkampfia guttula Schardinger, -

1899, como amibas libres del grupo limax, éisiadas de aguas dul
.cés del Distrito Federél v de suelos del Estade de Morelos, Mé-
xico. El de Corocnado (lé?B).qUe sefiala haber detectado numezo-
.sos crganismos amibianos del tipo limax , en las piscinas del -
Distrito Federal y del Estado de Morelos, Mé&xico, entre log gue

fe:describens N. gruberi y Hartmannella sp, Alexeieff, 1912 y-




21

¥ Vabhlkampfia limax.

Otros trabajos en el &mbito nacional son los de Toma

sini (1975), guien encentrd Vahlkampfia limax y N. gruberi en ~.
' tinacos de la Cindad de México; y los de Rico~Ferrat (1975}, ——
guien mencicna en su descripcidn a Amoeha vespertilio Penard, -

1905; Acanthamoeba hyalina, Mayorella bigemma Schaeffer, 1926:

Mavorella cultura Bovee, 1966; Vahlkampiia limax; y Eaegleria'—
Bp. Alexeieff, 1512, encontradas en muestrés de aguvas negrag -
de la Cindad de México.

Asi como los estudios realizados por el autor (Rive-
ra gt al.1979) en aguas de grifos de regiétro del ﬁistrito.Fedg

ral, en las gue se detectd 1a presencia de Acanthamoeba astrony

xis; Acanthamoeba castelanii Douglas, 1930:; ¥Flabellula mira —
Schaeffer, 1926; Hartmannela exundans Page, 1967; N. gruberi y-

Vahlkampfia vahlkampfi Chatton, 1910 y finalmente los gue co--

rresponden a este trabajo coﬁﬁias ocho cepas regionales de N. -
gruberi y las cuatro también locales de A. astronyxis. (Tahla-
VIII).

- Como lo sefialaria Corliss (1962), el estudio sistehé_

‘kico de las amibas limax Se encuentra en México, en la etapa -

alfa de su evolucidn, en parte por la gran atencidn prestada ——
por parte de los investigadores nacionales sflo a especies patd
genas como Entamosha histolytica,y en parte porgue Son pocos -—-
" los bidlogos o médicos gue se dedican a 1a Protozocologia en -——
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nuestro Pals.

OBJETIVO D#L TRABAJTO:

. El praesente trabajo constituye el primer eatudio mo-
‘nogréfico realizado en nuestro pais schre el grupo de las ami--
bas lipax, en particular; scbre las especies N. gruberi v A. —-
aétrogygis7‘y es asimismo el primer paso para lograr la detec--
cifn e identificacidn de amibas limax patSgenas para nuestra eg
'pécie, gue pudieran exisﬁir'en nuestro medio.

Las aportacicnes gue la microscopia electrémica nos-
permite presentar en el capitulo III, s&bre ua de las cepas re
gionales de N. gruberi , constituyen algunos de los aspectos ~—
'Originales de este trakajo, due aunadoé a los de tipo eéolégico

v patoyénico que tanbién se plantean, constituyen un primer a--

cervo de datos dentro del estudio de las caracteristicas parti~

culares de'lés cepas locales.

| Una de las caracteristicas de las amibas de vida li-
bre, pertenecientes al grupo limax, que més_ha atrafdo la aten-
cién mundial tanto de bidlogos camo de médicos, es su potencia-
iidad para conQertirse en organismes activémente invasores de -
‘la especie humana y por ende, patdgenos para ella. De esté mno-
do vy en forma progresiva las antiguas especies amibianas consi-
deradas como de vida libre han ido pasands a engrosar las lig—-—
tas de los organismos facultativamente patSgenos para el hom--

bre, ocasiondndole meningitis, encefalitis o una conbinacidn de



ambas entidades patoldgicas, u otros trastornos gue afectan el -
fuﬂcionamientp de los Srganos sensoriales o del aparato digesti-
vo (Fulton, 1970; wWillaext, 1976).

La motivacifn mds importante para_la rea}izacién del-

presente estudio se desprende de la pobtencialidad patfBgena que-

" exhiben algunas especles del grupo limax. En este sentido desea
mos consignar que la patogenicidad en ¢l hombre ha sido cqmprdbg-
da ya, tanto para é. astronvxis (éallieot;lQGB}, como para N, —-
gruberi (Jadin et al. 1972). |

Queremos mencionar asimismo, que N. gruberi es desde
el punto de vista morfoldgico, y ntilizando 1a microscopia de luz,
indistinguible de su congénere N. fowleri, . Carter, 1970, cuya
-paéogenicidad para el hombre fue de las primeras en detectarse -
(Carter 1968, 1969, 1872).

' Consideramos de interés sefialar taﬁbién el hecho de -
gue dos especies tan afines morfolbgicamente como las dltimas «-
gue Se mencionan, compartan hdbitats muy semejantes y tengan --
agimisme requerimentos nutricionales muy parecidos (Willaert, --
1976) . -

De esto podria desbrendefse gue ambas especies doexig
tieran en un mismo hébitat vy gue Si se detecta una de ellas, es-
factible que se encuentre la otra. Esto ﬁltimo ha sido corxrobho-
rado ya, entre otros, por Jadin et al. (1971, 1972), por Jadin -

(1973, 1974) vy por Willaert (1974 y 1976}.



24

La microscopia electrdnica y la inmunoserologia espe~
cifica son los mejores criterios para distinguir N. gruberi de QI_
fowleri. (Willaert, 19%6; Carogi et al. 1977).

El présente estudio reviste asimismo una importancia~
deli'.ndole epidemioldgica y de salud piblica para nuestro lpa:[s, -
pues wonstituye la fase preliminar de un estudio a 1argh plazo,-
encémiﬁado no sélo a la deteccifn e’ identificacién'de. cepas de - .
amibas lm facultativamente patdgenas para &l hombre gque pudie
ran encontrarse en nuestro méd:i.o,' sino'tarribié'n a la deteccion -~
vy correlacidn etiopatogénica de casos de meningeoencefalitis ami-;
biana primaria qﬁe pudieran existir en México, y én lo8 gue el -~
diagnéstiéo no se haya determinado cé)rrectameﬁte o en los gue, -—

simplemente, alin no se haya definido,

-
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CAPITULO I

DIFICULTADES EN TIA
TAXONOMIA DE LAS AMIBAS

LIMAX

" No existe nada mids dificil, en verdad, gue definir

una amiba ".

Dangeard.
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Aungue han transcurrido casi ochenta afios desde que-
Dangeard enunciara su célebre frase sobre la dificultad para dis
tinguir a las amibas (Page, 1966}, y aun cuando el conocimiento
de la biologia de estos oxganismos se ha incrementadoc enormemen
te desde entonces, tal sentencia sigue teniendo actualidad para
muchos de los especimenes amibianos.

La taxonomia da los-protozoariés en general, y la de
las amibas en particular es, gin lugar a duda, uno de los pro--
blemas mds espinosos con gue tropiezﬁ cualguier principiante es
tudioso de la Zoamlogia.

Pese a las aportaciones valiosas a lorlargo de la -=

evolucidn histérica de la sistemdtica ameboldgica hechas por —-
Schaeffer en 1926 (Page, 1966), Bovee (1l953), Bovee y Jahn - (1966)
.Paga (1966,.1967, 1974), Singh y Das (1970}, Willaert-(1974, -
1976) y por Jahn, Bovee y Jahn (1979), por mencionar sdlo algu-
nos de los més importantes se siguen presentando dificultades -
seriaslpara establecer una correcta clasificacién de los organis
mos amiﬁianps.

o Para caracterizar mejor esta problemitica es conve—-
niente plantear las dificultades con las gue tropileza cualguier
amebdlogo que desea hacer una taxonomia adecunada. Estas son —-
fundamentalmente de tres tipos: por una parte estén las d;ficu;
tades-inherentes a los propios organismos estudiados; por otro-

lado se encuentran las dificultades para ubilizar las desgcrip—-
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cionés, de todo tipo, hechas por distintos autores; y en tercér-
.1ugar, las que dependen del mayor o menor desarrolle de las téc-
nicas aplicables a este estudio en las diferentes épocas.l

En cuanto a las dificultades planteadas por las ami-—-
bas mismas, podemos decixr queAia variacién extraordinaria exhi--
bida por astos organiémos'es_la causa mas dbvia de 1a'dificu1tad
en su identificaéiﬁn.

' Una de las formas de variacidn es la gue se presenta-—
dentro de una misma especie. De acuesrdo con Ddbzhansky‘(1977),-
podemos -llamar a esta variacidn, tivoldgica.

Si analizamoz, aun superficiahﬁgnte, cualquiera-de.—-
los esqguemas taxondmicos propuestos hasta la fecha para las ami-
bas (a excepcidn de loz de Page), nos en&ontramos con gue todos-
eilos presentan una base mé&s bien tipoldgica individual que po--—
blacional lo cual, por otra parte, resulta no g8lo ccmprensihle-
sino inevitable, puesto que Se estgh manejando organismos cuya -
reproduccidn es asexual y de los cuales, en la mayoria de los ca
sos, no se cuenta con un cultivo de tipo clonal que permitiese-
disponer de un reservorio gendtico comin, susceptible de ser de-
mostrado. Pero aun suponiendo gue se tuvieran clonas bien defi-
nidas, s6lo podria llegarse en el mejor de los casos, a determi-
nar la variacidn fenotipica gue pudiera ofrecer el genotipo fini-
co de 1a glona, exceptuando por supuesto, ias mutaciones esponta

neas gue pudieran ocurrir.
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De lo.anterior podemos deducir una primera hipGtesis,
ia que sostiene que ia determinaci6fn del intervalo de variacibn-
dentro de una misma especie es una de las metas més giffciles de
alcanzar cuando se trata de organismos asexuales.

Una revisién somera y retrospectiva sdbre el campo de

la Amebologia nos corroborard la veracidad de nuestra hipbtesis.

De agui se desprende, asimismo, la importaneia de estudiar el ma

vor nimero de cepas de una misma especie, recolectadas también -
del mayor nimero posible de regiones geogréficas habitadas por -
ellag. Es en este caso, donde la bicestadistica puede respaldar
a la taxonomia. b

COncietando un poco més podemos decir gque, a mayor nf
mero de cepas estudiadas dentro de una misma especie, habrd ma——
yér nﬁmerd de datos disponibles ¥ el andlisis ademfs de cualita-
tivo podrd ser cuantitativo y por ello, ﬁﬁs confiable. Estamos-
aludiendo con esto a la tawonomia numérica y por tanto al esta—-
dio gama de la sistemdtica amibiana’, gue hasta hoy, es mis una-
alterpativa llena de potencialidad gue una :ealidad demostrable.

Todos los esquemas taxondémicos pﬁopuestos para las --
amibasg hasté-ahqra,se fundamentan, en el meﬁor de los casos,‘so—
bre variaciones cualitativas de cardcter tipoldgico, con la éon-
secuente inconfiabilidad relativa gue ello puede legitimamente-—

generar entre log estudiocsos de las amibas, entre otras, la del-

" propio autor.
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No tratamos con esto de cuestionar la vtilidad de los-~
esguemas taxonfmicos propuestos en el devenir de la sistemftica-
amibiana, simplemente queremos sefialar gue Son susceptibles de -
mejorarse a través de un anélisislintenso de cardcter estadisti-
co gue hasta ahora ha sido poco explotado. Lo mismo podria de--
cirse para los estudios bioguimicos y ultraestfucturales de las-
amibas. |

De hecﬁo, nuastro astﬁdio, siendo de cardcter tipold-
gico poblacional, aporta un nimerc nuevo de datos recogidos de -
varias cepas locales que pasan asi a incrementay, =i bien modes-—
tamente, el acervo mundial de datos, del que Se dispone va hace-
tiempo; para poder rebasar el estadio beta de la taxonomia ami--
biana, més particulérﬁente de lag del grupo ;imgg_

La problemdtica que venimos discutiende se acrecienta
ain mis cuando se analiza el hecho de que la variacidén en las -~
amibas no es privativa del nivel de especie o de una poblacidn, -
.sino que tambidn se presenta a nivel individual.

Tanto el tamafio como las caracteristicas morfoldgicas
y funcionales cambian dentro del ciélo‘ vital,

En el caso de ias gspeaies eétudiadas, N. gruberi v 2
astronvxis, la descripeién precisa de los diVeréos estadios del-
ciclo vital resultd siempre un proceso dificil de realizar, pese
a que se disponia de cultivos monoclonales, y representd en todo

momernto, un escolle importante para una adecuada clasificacidn -~
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de fundamento tipoldgico ¥ poblacional.

Aun en los organismos cuyos estadios juveniles yladﬁl
tos son semejantes, el individuo estd siempre en cambio constan-
te, Generalmente estos cambilos morfoldgicos occurran en forma ——
gr#dual, de manera gue el individuo no difiere notablemente de -

.un‘minuto a otro. Es justamente en este punto, en el que las -—-
amibas pregentan una dificultad tal, gue aun bajo condiciones am
bientaies constantes, exhiben cambios en la forma dque sSon c§n£I—
nuos y perceptibles, de modo gue un organismo puéde aparecer, si
lo dejamos de observar momenténeamente, diferente de un momento-
a otro, aun cuando se trate del‘mismo espécimen.

Un cambio sutil en las condiciones ambientales deter-
mina con frecuencia una modificacidn drdstica en el fenotipo del
individuo como sucede en el caso de W. ruberi, capaz de trans——
formacidn ameboflagelar.

Aparte de la variacidn propia de los organismos; otra
gran dificultad en la identificacidn de las aﬁihas 85 la qgue se-
fialaron Penard en 1902 (Page, 1966), Jepps‘(lQSG) y.Bovee vy Jahn
(1966) sobre la naturaleza de la gran mayoria de las descripcio-
nes.

Muchas de las descripeciones hechas antes de que apare
giera la monografia de Schaeffer en 1926 (Page, 1966; Bovee y —-—
Jahﬁ, 1966), pecan de gran extensidn y prolijidﬁd. Se pueden —-
leer paginas y pdginas sin encontrar en ningin momento un diag——

@
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néstico formal de la e;pecie o especies en estudio.

" De hecho, fue Schaeffer el primaroe gue ipcluys en sus
trabajos la descripcidn eﬁ forma diagndstica (Page, 1966), inau-
gurando asi el estadioc de la.taxonomia beta de las amibas, En -
su monografia scbre amibas marinas y de agba dulce, Schaaffer +- )
presentc”™ en 1926 (Page, 1966; Bovee y Jaﬁn, 1966), ei primer in
tenfo real de sistematizacifn de las amibas. La mayor relevan-—
cia de éu trabajo radica en la importancia gue &1, dio a la mor-
fologia de los pseuddpodos y a la actividad de los mismos como -~
oriterios taxonémicos. Recaled ciaramente su posicién de que —-
las amibas deberfan ser estudiadas como organismos totales; con-
sus propias palabras, Schaeffer decia: "estamos claéificando‘amg
bas, no niiclecs !

En contraste con largran extensidn de algunas descrip
clones encontramos en la literatura el extremo opueste, as decir,
la raduccidn d.e las mi.sinas, lo cual las vuelve incompletag o va-
gas. Es el caso, por ejemplo, de las descripciones hechas por—I
Dujardin en 1841 (Page, 1966)-

Otra limitacidn del empleo de las descripciones es la
subjetividad, determinada por la enfatizacidn que el observador-

~
hace sobre uno o dos aspectos del corganismo, o L:ior el prejuicio-
o inclina_cién que 21 investigador puede tener hacia determinada-
teoria.

Finalmente y como cotro tipo de dificultad, estd la-
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de gue muchas de las descripciones realizadas, no son cﬁnfiables
-débido a las deficiencias técnicas de la &poca.

En cuanto a los'criterips taxondmicos utilizados por-
diﬁefsos‘autores en distintas é&pocas, podemoé decir que éstos --
han variado ampiiamente pero haciéndose cada vez mig precisos y-
confiables. . En eSte sentido debe mencionarse gque fue Penard, -
- al comenzar eate siglc (Bovee y Jahn, 1966; Page, 1966}, quien,-
al predecir la impbrtancia del estudio del niicleo en la taxono--—
.mia de las amibas, sefald el inicio‘de la era en la que el estu-
dio'¢it016gico v de los eciclos vitales tendria gran rélevancia.

Por 1a-misma-época en 1899, Schardinger (Bovee y Jahn,
1966;Pa§é, 1966), describid por primera vez la transférmacién de
1as.amibas en formas nadadoras flageiadas, al describir la espe-
"éie:que.él llamﬁ‘Amoaba_ (ahora Naegieiia) gruberi. En‘1900, an
teé de'la prediccidn de Penard,'Dangeard {Page, 1966)publicd la-

primera descripcldn de una nueva especie en 12 gue se tomaba en-

cuenta el tipo de mitosis:; sun Amoeba hyalina, se convirtid poste

‘riormente en la especie tipb-del género_Hartmannella Alexeieff,
1912. |
En 1910, Chatton (Singh, 1952), clasificd la mitosis-
en tres tipos:
1. Promitosis.~ como la describid Vahlkampff f la definid N&--
gler (Page, 1966), en la que‘el centriolo se hallaba supues

tamente en el nucléolo, se presentaban masas polares y per-
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gistia la membrana nuclear.

2. Mesomitosis.- que era tambidn intranuclear, ya que persistia
.la membrana nuclear. En este tipo de mitosis el nucléolo se
dispersaba y no formaba masas polares.

3. Metamitosis.- en la gue el centrfolo podid ser intra o extra
nucléar, la membrana nuclear se disolvia y se dispersaba el-
nucléolo,

' El hecho de considerar 1a.Promitpsis vy otros tipos de
divisidn celular como criterios taxcnéﬁicos, fue propuesto en --—
1912 por Chatton y Lalﬁhg—Bonnaire {Singh, 1952}, ¥ #or Alexeieff
(Singh, 1952). Los primeros, propqsieron por primera vez el gé-
nero vahlkampffia para las amibas con divisién pfomitética.

Sin ¢onocer esta propuesta, Alexeieff (Singh, -1952), pro
puso un mes despuds la eraccidn de dos géneros; Naegleria para -
las Amibas cuya divisidén presentaba masas polares, es‘deciﬁ pro-

mitdsis, y Hartmannia para aquéllas gue carecian de dichas ma--

sas. Chatton (Page, 1968), sefiald por la mlsma Epoca en una pu-

blicacidn que Naegleria y Vahlkampffia eran sinénimos, a lo gue-
Alexeieff cdoncedid, teniendo ademds gue reemplazar el nonbre ae—
Hartmannia por. el de garﬁmannella . ¥a gue el primerov correspon-
dfa‘a.un gasterdpodo.

Por‘tanto, el uso de las figuras mitdticas como crite
rio para determinar-géneros, data de 1912 cuande se erigiercm co

mo tales, los géneros: Vahlkampffia y Hartmannella (Singh, 1952).
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@lidser en 1912 (Singh, 1953}, manifestd su escepticig,
mo acerca de la descripgién de centriolos propuessta por Nﬁgle;.-
v en general, acerca de la presencia de centriolos dentro de los
nucléolos de los protozoarios.

Diez afos después, Ivanic en 1925 (Singh, 1953), tam
bién expresd su duda acerca de la realidad de tales centriolos.

En las (ltimas décadas, el centriolo se convirtid en-
el centro de interminables controversias morfoldgicas vy taxoném;
cas. Pn relacidn a la di&isén mitdtica semejante a la gue se -
prefenta en células de metazoarios, el punto qde se - argiia con-
mis frecuencia era gue las técnicas habian sido tan aeficientés-
gue no haﬁian permitidb la manifestacidn de los cantriolos y sué
dsteres. l(Pagey 1966) .

Una ojeada a'la"bihlidgrﬁfia de este siglo, nos demues
tra gue se‘reportaron centriolos intra y extranucleares por ~-—
Arndt en 1921 v 1924 (Singh, 1952), por Volkonsky, en 1931l;51ngh
1953), por Ray y Hayes (1954), y por Pussard (1963, 1lge4a,y 1964-
b). .

Rafalko en 1947 (Page, 1966), reportd centriolos extra

nuclearas en Naegleria grukeri, en contraposicidén a lo que pre——
. vios trabajos habian sefalado sobfe la ubicacidén intranuclear —-—
'del centriolo.

Otros autores, (Singh, 1952; Pittam, 1953 v Schuster,

1963), nunca encontraron centriolos en la fase trofozoide de Nae-
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'  51eria gruberi, ni siquiera con el microscopio electréﬁico. Pu-
ssard por su parte, resueité al centriolo como criterio taxonémi
co para el género Acanthamoeba (Pussard, 1963, 1964a, 1964b), --
sin encontrar eco en otros autores.

Otro aspecto citolégico interesante tomado en cuen-
ta a principios de nuestro siglo, por Nereshelmer y Swellengrebsl,
(Page, 1966), fue la supuesta presencia de'fenémenos de sexuali-
dad que involucraban la formacidn de nicleos hijos medianta el -
paso de cromidias desde el nicleo hasta el citoplasma, convir —-
tiéndoée estos nfcleos hijos posteriormente en los nicleos de =--

- 1as nuevas células. -
Apérte de los estudios citdlégicos y como resultado ~
-del interés en los ciclos vitales de estos aﬁimales, los invaesti
.gadores Walker en 1908 y Puschkaréw en 1913, (Page, 1966), tam--
ﬁién.describieron los guistas de estos organismos.

Como cofolarioupodemos decir gue los citdlogos de ——-
principios de este sigle, establecleron la semejanza esencial de
1a.divisén nuclear entre las amibas vy las células de los metazoa
i:ios, éncontrando algunas diferenclas dentro de las primeras que‘
tenian impoitancia o significacidn taxonémica o filogenética, y-

"gue daban una idea de la variabilidad de los organismos dentro -
dereéte grupe.
| Los sucesores de la primitiva escuela citoldgica que~

acabamos de analizar aplicaron todos los ériterios taxondmicos —
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ya enunciados y agregaron algunos mis.

Asi Arndt en 1821 (Page, 1966), reconocid que todas-
lag amibas a excepcidn de las mds peguefias, podian distinguirse
con alge de prdctica, tanto en su fase trofozoide como gunistica
Este autor relegd el tipo de divisidn nuclear como criterio ta-
xondmico a un segundo plano. Con este enfoque, Arpdt distin ——

guld varios grupos dentro del género Hartmamnella.

Aparte de Arndt, el primer intepto para incorporar -
ios guistes dentro de un esquema taxonémicc supraespecifico, --
fue realizado por Volkeonsky en 1931 (Page, 1966). Este auntor -
subdividid al género Hartmannella propuesto por Alexeieff, ‘en -

el de Hartmannella sensu stricte (con husos mitdticos elipsoida

les y trﬁncados) y Acanthamoeba (husos mitdticos con extremos -
cénicos durante la metafase). VOlkbnsky, también considerd sig
nificativo para su clasificacién, la forma del quiste.

Uno de los grandes mériktos de Volkonsky, fue el de -
ﬁaber g8ido uno de los primeros iﬂvestigadqres que empled la téc
nica de Feulgen para el estudic de lag amibasg.

Singh (1952), aplicd esta técnica en sus trabajos y-

Rafalko (1951},la habia empleado ya en Naegleria qrﬁbéri y Te-

tramitus xostratus Perty, 1852. Singh (1953), mostrd princi-
pal interés en el estudio de los procesos mitSticos y scbre es-
ta base dividid a las amibas dentro de su primer irtento de es-

quema taxondmico, em las familias: Schizopyrenidae ( con pramitg
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§is) y Hartmannellidae (con mitosis del tipo de 1a de Los metazoa
rios). Dentro de la primera familia él distinguid géneros con ei
criterid de la presencia o ausencia de cuerpos interzonales y con
1a capacidad de efectuar o no la transformacidn ameboflagelar.

El propio Singh y Das (1970), redefinieron mis tarde -
el primer esquema taxondmico de Singh (1953), elaborando unc nue-
vo que, sin enbargo, seguia teniendo como principal eriterio taxg -
némico ei patrdn dé divisién mitdtica.

Los trabajos tanto de Volkonsky como de Singh y Das, -
fueron por lo tanto, pri£cipa1mente citoldgicos, aungue admitfan~
yva el reconccimiento de otfos tipos de criterios, especialmente -
la morfoiogia del quiste. |

Pertenecid a Chatton (1953), el mérito de compaginar -
el esguema cito;égico con el sistema de Schaeffer, sih lograr una
inteéacién cabal.

Durante los {ltimos 30 afics, la maynfia de los investi
gadores han basado sus descripcicnes sobre muchos criterios,

‘Ray y Hayes (1954), presentaron sus resultados scbre -

la investigacién de la nueva especie Hartmannella astronyxis, con
siderados en esa época como los mds campletos dentro del grupo de
las amibas pequefias. En su diagndstico consideraron la forma . —-
guistica, el ciclo vital, y la mitosis. Concluyercn qgue la morfo
logia locomotriz no era un eriteric taxonémico adecuado.

Adam (1959; 1964a), ha enfatizado la importancia de -
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los requerimientos nutricionales y de los tipos seroldgicos den-
troc de la taxonomia, pero recondCe asim:_i.smo (1964%, 1969, 1974},
la utilidad de la forma quistica y de la morfologfa del trofozoi
de come criterios taxondmicos,

pussard (1963, 19645, 1964b, 1972, 1973), realizd ex~
tensos estudios .en dos especies de Acanthamoeba, tomendo en cuepn
ta la forma locomotriz, la morfologia del auiste, y la citoguimi
ca del orgﬁnismo. " Concluyendo gue basaba sus Frohteras intereg
pecificas sobre la localizacidn del centrosoma y Su actividad ~-
déntro de la divisidn nuclear. Para este autor, la divisidn nu-
clear ¥ 1a actividad del centriolo, son'los'criterios tarondmi~--
Eos mds importantes, aungue también toma en cuenta, la moxrfolo--
gia del guiste.

El movimiento conciliador entre los distintos crite-—

. rios taxonfmicos propuestos desde Arndt en 1921 (Page, 1966), ha

contado recientemente con las aportaciones'hechas por Page (1966,
1967 y 1974), gquien tomd en cuenta los siguientes criterios para

enunaiar su elasificacidn: forma de locomocidn, forma de ios —~-—

. pseuddpodos, patrdn de divisdn nuclear, patrones nutricionales -

v seroldgicos, forma de los quistes, y transformacidn ameboflage
lar. .

En este mismo sentido son dignos de mencidn los crite
rios de Willaert (1974, 1976), gue ademds dé 1oé,considexados -

por Page, propome como criterilo taxondmico. a nivel genérico, el-
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estudio inmunoldgiceo de las membranas de las amibas de vida li-—-—
bre.

A cdntinuaciﬁn enunciamos, en orﬁen cronoldgico, una -
lista comentada de las princlpales clasificaciones propuestas des
de 1949 hasta la fecha, para las amibas del grupo limax.

Por su.interds histdrico y por constituir uno de los -
primeros intentos taxonémicos formales después del elaborado por-
Schaeffer en 1926 (Page, 1966), sefialamos en la tabla No. 1 el —-—
Aesquema tax&némico de T.L. Jahn (1949) .

.. Jahn no considera a los géneros Hartmannella ni Acan—-
thamoeba ni tampoco a la familia Hartmannellidae dentro de su -~
clasifiéacién. Per.o' por las ilustraciones gue presenta en su tra
- bajo puede pensarse que el organismo gue &l designa como Thrica--
moeba 1ima£ puede cofresponder al género Hartmannslla del esqguemna

de Page (1967). Asimismo, Vahlkampfia limax resulta &er un zind

nimo de Vahlkampfia vahlkampfi Chatton, 1910, norbre este dltimo
propuesto por Page ({1966, 1967), en su redefinicidn de los géne—-
ros y especies de lag amibas limax.

Otfos esquemas taxondmicos son los propuestos por Sincgh
(1953} v por Singh y Das (1970j, quienes dentro de su clasifica--
Eién colocan a las amibas del grupo limax, dentro de la clase —-—
Rhizopodea, y eﬁ el orden Bmoebida. (Cnadro No. 1; tablas II y V).

Dentro del contextoenunciado por Singh (1952, 1953) pa

ra eldborar su clasificacitn, existen varios hechos gue conviene-
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‘explicar para tener un mejor entendimiento de la taxonomia pro-
puesﬁa por aste autor.
En cuanto al uso del cardcter de patogenicidad como -

criterio taxonémicos el descubrimiento de la amiba de vida libre

Entamoeba moshkovskii, por Tschalaia en Mosc@ en 1941 (Singh, -
1953), gue desde el punto de vista morfoldgico es muy Semejante

a Entamceba histolytica, le sugirid a Singh qgue no se justifica

ba la formacidén de una familia para incluir dentro de ella, sé-

lo a las formas pardsitas. La demostracidn hecha por Culbert-—-
son, Smith, Cohen y'Minner {(1959), de qﬁe la amiba de vida 1i—-
bre Acanthaﬁoéba éastellanii Douglas, 1230, (este género se de-
nomina Hartmamnella dentro de la clasificacidn de Singh), es pa-
tégena para los ratones y los monos, determind que Singh emcon-
trara ain mayor dificultad para decidir qué amibas deben consi-
derarse realmente pardsitas y cﬁéles de vida libre.

Es bien conocido gune Entamoeba histolytica, considera
da siempre como parésitc dbiigado, pueda ser cultivada por tiem
po indefinido siempre y cnando-reciba el aporte bacteriano neég
sario, lo mismo gue ocurre para las formas de vida'libre. El -
hecho de gue esta especie se vuelva'invasiva bajo ciertas con-
diciones no muy bien esclarecidas, no justifica; gegim Singh, -
la creacidn de 15 familia Entamoebidae Calkins, 19213, (Sindgh, -
1963).

Singh (1958), 2isld dos cepas no patdgenas de Entamoe
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ba histolytica que se tornaban invasoras en el ciego de las ratas
si a éstas se les alimentaba con colestercl antes o despuds de -
la inoculacién de las amibas.

Todo esto determind gue Singh y Das (1970), no conside

rasen la patogenicidad como un eriterio confiable para clagifi--

car las amibas., Otros autores se han unido a esta opinidn (Page,.

1967; Bovee y Jahn, 1966: Willaert, 1976; Jahn, Bovee y Jahn, --—
1979}.

En cuanto a la.pOSesién de Eﬁb&nkﬁigg: por algunas ami
bas} Singh (1953) y Singh y Das (1970),. concluyen gue este cardc
ter no tiené_mucha importancialcuando se intenta efectvar la sis

temdtica del orden Amoebida. Bstos Nebenkdrper son simbiontes -

"agociados al niclec de algunas amibas; poseen una estructura po-—

lér‘y tienen en el centro un material filamentoso positivo al —-
Feuléen y dosg caaquetes polares con estructuras escasas (Gresll, -
1973) -

Igual gue Page (1967), Singh (1952, 1953) y Singh y ——
bas (1970}, senalan al propone# gu clagificacidn, que los géne--—
ros y las especies, han gido ecreados en su wayoria tomando como-
criterios la estructura nuclear y la forma.de divisidn.

En este sentido unoc de los grandes aciertos de Singh,-
fue rautilizar 1la reaccidn de ﬁeulgen (empleada mucho antes por-
Volkonsky, Page, 1966), para el estudio del niicleo interfdsico -

de las amibas limax _ (Singh 1952, 1953, 1963). Con este método-
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pueden‘disﬁinguirse‘los grinulos de cromatina (positiva al Feul-
gen), due preceden a la organizacién de los cromosomas, y de la-

misma manera una vez finalizada la divisén nuclear pueden obser-

. varse loz fragmentos cromosdmicos, gue finalmente aparecen como-

- los grédnulos de cromatina del tipico nieleo interfisico. En con

cordancia con Page (1967), Singh (1953), sefiald que el nucléolo-
(caricosoma), ni contiens cramatina-positivga].Faulgen, ni origi-
na cromatina.en niﬁgﬁn astadio de ladivisiﬁnnuclear.

Tomando en cuenta la forma 4edivisi&nnuclear, Singh -

{1953), v Singh y Das (1970), dividieron al orden Amoebida en ---

 familias, de las cuales 1aSchizopyrenidaey'1a_Hartmanneilidae -

' agrupan a 1la mayor parte de las limax,

En la‘prhnera familia, el nucléolo persiste durante to-
do el proceso dedivisibny Se efectda una mitosis atipica llama-
da promitosis. Los organismos miembros de esta familia pueden -
efectuar la transformacidén ameboflagelar. _

En la sequnda, la mitosis es igual a la dé lag c¢élulas

eucaridticas conocidas. ELl nucléolo desaparece durante las prime

" ras fases de ladivisibny se reconstituye en los nlicleos de las-

célulag hijas. Los miembrog de esta familia no efectfdan jamds -

S la transformagién ameboflagelar (Tablas II y V).

De todo lo anterior podemos concluir gue Singh toma cgo
mo criterios taxondmicos solamente tres: la estructura nuclear, -

la forma de divisidn nuclear y la trasformacidn ameboflagelar; -
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al mismo tiempo que rechaza la caracteristica de patogenicidad-
como criterio taxondmico confiable.

Su clasificacidn de 1953 (tabla II), aunfgue ldgica, -
resulta incompleta ya gue no toma en cuenta la fase guistica, -
ios nutrimentos necesarios para cada grﬁpo, la forma de locomo=-
cidn, la forma de los psenddpodos, ni el patrdn seroldgico de —.
estos animales.

Posteriormente Singh y Das (1970), redefinen tomande-
en cuenta todos los criterios taxondmicos conocidos, la clasifi
cacién del Orden BAmoebida énunciada en 1953, de la mangracomo =
se presenta en 1a tabla Vv,

En esta segunda propuesta taxondémica, Singh y Dag in-
cluyen a la familia Endamoebidae Calkine, 1913, gue Page habia-
considerado desde 1967, (Page, 1967).

Por su originalidad en cuoanto gue son ios ariterios -
fisioldgicos los que se enfatizan mis y por el hecho de propo--
ner nuevos ﬁombres aun para.los taxones suneriores, sefialamos -
parte del esquema-taxﬁn&mico de Bovee y Jahn (1966), (tabla III)
asi como la seccién relacionada con las amibas limax del esque
ma mds reciente de Jahn, Bovee y Jahn- (1979}, (tabla VI).

BAun cuando desde 1953, Bovee (1953), enlista una gran
cantidad de criteriosltaxonémicos a considerars tamafio, contorno
durante la locomocidn, uroide, forma de los pseuddpodos, divi--

sifn nuclear etc., el énfasis lo pone ya desde esa &poca en los
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criterios de tipo fisiocldgico, scbre todo de los pseuddpodos, -
estableciendo nuevas clases y brdenes que le llevaran a enun-—-
ciar junto con Jahn su clasificacidn de 1966 (Bovee y Jahn, ~--
1966) . '

Tanto én esta clasificacifn como en la de Jahn, Bo-—
vee y Jahn realizada después (Jahn, Bovee y Jahn, 1979), se cb
saerva por un lado, una tendencia & separarse de los criterios—~
tradicionalmente acepﬁados desde 1964 por la mayoria de los ay
tores y gue se hallan planteados en la clasificacién de Honig-
berg et al, (1964); y por otro, una tendencia novedosa dirigi-
da a la énfatizaéién_del-qso de las distinciones fisiolégicas-
de los organcides locomotores como principal criterio taxondmi
co a nivel de los taxones superiores. |

Lo cueticnable dé estos dos planteamientos no es el-
enfoque predominantemente fisiolégico de la clasificacidén, he-
cho que implica un amplic conocimiento de la citofisioiogia de
las amibas, sino la irrupcién, dentro de la Amebologia, de una
nomenclatura_abundante, prolija y totalmente nneva gue siguien
do los criterios de Corliss (1962}, podriaﬁos calificar de ti-.
po "splitter", es decir, que presanta;una marcada tendencia a-
sdbrédividir las diferentes categorias taxondmicas con todo el
riesgo que esto‘ﬁnplica de generar més confusidn de la que ya-
existe en -1a taxonomia de las amibas.

Sin embargo, el hecho de que estos dos esquemas de -
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clasificacién caigan en uso ¢ en desuso, dependerd de muchos ——
fﬁctores, entre otros del tiempo, gue permitird corroborar su -—
confiabilidad o rechazarla. Nosotros #6lo hemos querido consig
nar su existencia, seﬁalar sus aciertos y cuestionar algunas de
sus posiﬁles desventajas. Como ya lo hemos sefialado al princi-
plo de este trabajo, la mayorfia de los-amebﬁlogos'que'estudi§n~

el grﬁpo limax, sigue utilizando la clasificacidn de Honigberg-

et al. (1964), hasta el nivel de orden y la de Page‘(1967). pa—
‘ra las familias, géneros y especies.

-So'bre este mismo punto deseamos decir gque esktamos vi-
viendo tal vez el momento en gue se vuelven a conjuntar sitwa--
'clones propicias gue hagan Factible, como lo hicieron en 1964, -
-la elaboracidn de un nuevo sistema de clasificacidn mds moderno;
mds actwalizado con respecto al enorme acervo de informacién —-
qué sobre la biologia de los protozoarios se ha wveniflo acumﬁlag-
do en los'dltimos quince afios; vy lo gue seria mds importanta —-—
queestaclasificaéiénfues9acept§da, si no ;or todos, si por la
_ﬁayoria de los proﬁozoélogos y& que es bien conocida por todos-
nosotros la dificultad enorme para convencer a agquéllos gue es-
tén acbstﬁﬁbrados a usar ciertos nowbres especificos para las -
amipas, gue dejen de hacerlo, dado gue tales denominaciocnes re
sultan‘ya incorrectas, ante la luz de 1la nueva evidencia.

Hemos querido dejar deliberadamente para el final, el

ésquéma taxonftmico de Page (1967), pues como yva se dijo, se tra
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ta de la clasificacidn, hoy por hoy, mds usada mundialmente para
el gruéo Llimax.

Page contempla dentro de su esguema los lineamientos -~
gue sigue la clasificacién.de Honigberg et al. (1964), precisa—-—
mente hasta el nivel del orden Amoebida (Cuadro Wo. 1), de ahi -
hacia abajo propone varias familias (Tabla IV).

Page (1966, 1967, 1974) ha intentado en varias occasio-
nes y con éxito, la unificacidén de los enfogues citolégico, pseu
dopédico y locomotor-que defiénden las distintas escuelas, sin -
dejar de tomar en cuenta la estructura de los gquistes y 18 trang
formacidn ameboflagelar, como criterios ﬁtiles. Los 6ritéri§s'~
taxonémicos tomados en cuenta por &1 son los siguientes: la for-
ma de loccmocifn, la forma de los pseuddpodos,el pétrén de diwvi=
sidén nuclear, los patrones nutricionales y seroldgicos, la forma
de los quistes y la capacidad de transformacién ameboflagelar.

| Otro de los amebdlogos modernos para el grupo limax =s
willaert (1974, 1978), quien sigue la clasificacidn propuesta —-—
por Page, 'y enfafizé la importancia del criterio inmunoseroldgi—
co, dindole mayor proyeccidn.

De 1o expuesto & lo largo de este.capitulo podemos con
cluir que la taxonomia amibiana se encuentra en diferentes esta-
dios de su evolucidn histérica gue van desde la taxonomia alfa -
hasta un inicic de la fase gama; de hecho, ésta resulta ser tam—

bién la sitwacidn de la sistemdtica de toda la protozoologia.
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En lo qué toca a las amibas, son 8in dudallos organls-
mosrpatﬁgenos, los gque han acaparado la atencidn y el interés de
lba investigadores,y los gue cuentan, en consecuencia, con una -
sistemdtica mds completa (Bovee y Jahn, 1966; CGrell, 1973; Jahm,
Bovee y Jahn, 1979) .

En el casc concreto de las amibas limax, la intensifi-
cacién da su conocimiento se ha visto favorecida precisamente --
por el hécho ae héberse detectado entre ellas algunas especies -
pétégenas para el hombre‘(callicct et al., 1968). El egtudio in
tensivo de este grupo, es pues, muy reciente, pudiéndose wmarcar
su'iﬁicio a partir de los (ltimos afios de la década de los sesen
tas del presente siglo, y siendo sus principales promotores, én—-
tre otros, Adam (1969), Adam et al. (1973) . Bovee y Jahn (1966),
carter (1968, 1%69, 1970, 1972), Cerva (1973), Chang (197L,1974},
Jadin (1273, 1974):'Jahn, Bovee y Jahn (1979), Page (1966,.1967,
1974), Singh y Das (1970) y Willaert (1971, 1973, 1976).

Pese a todo, los recursos humanocs ¥y de otra indole, de
dicados al grupo ;imgz, a escala mundial, resultan verdaderamen-
te modestos, si se les compara, por ejemplo, con aguéllos desti~
nados a loé.estudios de obtros protozoarios patdgenos, sobre todo

en- ciertos paises en los que, como en el nuestro, la E, histoly-

tica constituye no s6lo un problema de salud piblica sino tam —-—

hién de cardcter social y econdmico.

En cunanto a las dificultades gue ofrecen las amibas pa
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ra ser‘clasificadas; aguéllas estdn siendo cada vez mejor supe-
radas por las técnicas microsclpicas de luz y electrdnicas, por-
técnicas de tincidn més nitida, por la foto y microcinematogra-
fia modernas, que en su conjunto, constituyen1uu1herr§mienta de
trabkajo qonfiable que ha hecho posible un gran degarrollo del -
conocimiento de los amébidos. En este sentido habria que agre-
gaf que los estudios clonales pueden hacerse ahoracon mis faci-
lidad, aumentdndose de este modo la confiabilidad de las cbser-
vaciones morfoldgicas y funcionales. ’

Lo mismo. podria decirse de los estudios biogquimicos e
inmunosérolﬁgicos, y_dél auwilio gue scbre esta misma Linea pue
de prestar la bioestadistica, la cual ha émpezado a integrérSe
también, aun cuando lentamente, dentro de la sistemftica de es-
tos -animales. Esto fltimo permite efectuar estudios no sdlo in
dividuales sino tambiéﬁ poblacionales, como es el caso de este
trabajo.

En lo gue respecta a lag descripoclones hechas por los
autores puede decirse gue las mbdernas Superan con mucho a las-~
antiguas no sdlo por el hecho de contarse.hoy con una tecnolo--
gia mds avanzaﬂa, sino también porgue loa amebdlogos, scbre to-
do los dé los Altimos veinte afios, se han preccupado por defi--
nir con precisidn, ponderar con justedad y explotar el méximo,f
todos losAcriteiios taxondmicos posibles. 8Se hace mucha taxono
mia beta y se comienza a desarroilar la fase gama en muchos gru

pos de amibas. Vivimos pues, una etapa de transicidn hacia una
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taxonomiza integral cuyas bgses fueron cimentadas por los auto--
res de las clasificaciones que hemos consignado, y gque por ello
pueden considerarse como los legitimos hacedores de la sistemi-
tica amibiana de hoy y los precurscres de la de mafiana.

En el caso particuiar-de este trabajo se tomaron en -~
cuenta los:siguientes criteriés taxonbmicos para la diagnosis -
de ambas especieé: forma de locomocién, Fforma de los pséudépo——
dos, el patrdn de divisidn muelear, la forma dé iés quistes y -
1a capacidad-de transformacién ameboflagelar, qﬁe son lo& consi
derados pqr Page(19€7), a los gue agregamos los estudios con mi
croscopia electrénica de transmisién en la fase trdfozoide de -
una de las especies vy el anflisis bioestadistico poblacional de
cien especiﬁenes de cada una de las doce cepas lenaies, con ob
tencidn de medias, intervalos de vﬁriaciﬁn y andlisis de varian

Za.
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cAPI.TULo IT -

MATERIAL ¥ METODOS

" Todo investligador, yo pienso,
se acuerda -como de su primer
amor—- de su primer contacto -
con una verdad ﬁueva, pOr mo-

desta que &sta hay sido

Rostand.
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I.- RECOLECCION.

1.- Muestra del suelo: se me gtred del suelo de los

jardines de la Escuela Nacional de Estudios Profesjonales " Za

‘ragoza ", en el mes de enero de 1976. La muestra se depositd

.en vaso de precipitado y se le afiadieron 100 C.C. de agua des-

tilada.

2.; Mueétra del rio Churubusco, Coyoacdn, Distrité-
Federal: sé realizaron éuatro ﬁuestreos en febrero, marzo ,a--
bril y mayo de 1976, utilizando una jeringa asepto.

El muestrec se hizo a partir de las partes duietas y
fangosas de las margenes del rio.

La temperatura promedio del agua del rio fue de 15°C

‘y-ellpH‘oscilé entre 6 y 7.

3.- Muestras de las piscinas: se muestrearon lag --
piscinas de seis centros deportivos de la ciudad de México (Ta
bla VII). EL muestrec se realizd durante los meses de junio a

novienbre de 1976,

4,~ Muestras de grifos: se hicieron tres tomas de -
los grifos de la Facultad de Medicina (Universidad Nacional A

téncma de México), durante enero de 1977 y del Hospital Infan-

-£il de Yochimilco (Secretaria de Salubridad y Asistencié} da ~

\

rante febrero de 1977 y dos tomas de los grifos del campus I,-
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“de la Escuela Nacional de Estudios Profesionales, Zaragoza, en -

marzo de 1977. Cada toma fue de 5000 C.C..
IT.- FILTRACION.

Las muestras procedentes de piscinas v grifos fueron - .
sometidas a un proceso de filtracidn, utilizando una malla de a-
rena blanca, tipo Ottawa, No. 40, formando un lecho de 4 cms, de
longitud y con un didmetro de 1.5 cms., gue se colocd en el cue-
1lo de un embudo de filtracién con capacidad de 500 ¢.C., Ta —-
filtracién se facilitd con una bomba de vacio, Welch, éuya pre--
_ Bién varid de 5 a 15 mm. de mercurio. Después de lavado el inte
‘rior del embudo con agua destilada (10¢.c.), el conteniddrreteni

do en la malla se utilizd para las obsexvacionea y Siembra.

IiI.- CEPAS ESTUDERDAS.

Las doce cepas que son el objeto de estudio de este —
trabajo .fueron recolectadas de su hiébitat natural (suelo y ridj,
y artificial (grifosy piscinas) por el autor. En la tabla VIII-
aparece un listado de las cepas, su sitio de recoleccidn, el ti-

po de cultivo utilizado y 1la temperatura de incubacidn.
IV.- CULTIVO IN VITRO.

El estudio bioldgico y estadistico de las amibas, re—-

guiere su cobtencidn en grandes cantidades, por ello los organis-
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mos se cultivaron en medio de agar a base de Bacto-agar (Difco)

en proporcidn de 1.5 %. Finalménte las cepas fueron mantenidas-

en agar no nutritiveo sofre el cual se esparcid Escherichia coli
no patdgena.

Todas 1a§ traqsferencias a cultivo nuevo o para obser
vacidn se hicieron'empleaﬂdo agua destiiada.

Las amibas crecié;on en cajas de Petri de 19 cms. de-
difimetro. Los cultivos Se mantuvieron a incubacidn a 25 ¢ y-
37°c , para lograr, en caso de haberla, la seleccidén de las ce-

pas facultativamente patdgenas.

La Escherichia coli fue‘mantenida en un medio de cul
tivo de égar.eosina; azul de metileno, y la cepa fue donada por
la seccidn de.;nfectologia del Hospital General de la Secreta=—-
ria de Salubridad v Asistencia. Las siembras se realizarﬁn inme
diatamente después de la filtracidn, en agar no nutritivo eshe-
rilizado a 240°C.,durante 15 min., én campana esStéril de aspira
cidn con campo asimismo estéril. EL crecimiento amibiano fue -

cbservado, periddicamente, cada 5 dias.
V.- CRISTALERIA.

Ta cristalerfa utilizada en los cultivos debe ser gui-
micamente neutxa, debe limpiarse y esterilizarse flcilmente y ——
: ' L]

permitir la cbservacién de las amibas in situ con la aywuda del -

microscopio invertido,
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Se han utilizado embudos de filtracidn de wvidrioc de -
500 C.C; matraces Erlenmeyér de 2000 C.C., vasos de precipita-
‘do de 25,50, 100 y 250 C.C., asi como pipetas Pasteur estérili-
zadag v pipetas de L y 5 CiC. El material de cristaleria se -

esterilizd a 170°C. durante 1 hora.
VI.- AISLAMIENTO.

Después de chservar la mﬁltiplicacién amibiana en el-
microscopio invertido, se procedid a clonar tanto a partir de -
un quiste-cumo de un trofozoito, aislados en ambos casos en un-
blogue de.agar gue se corta y ge transfiere a un nuevo cultivo,

ftambién'con agar v E. coli (Tabla VIII).
VII.~ MORFOLOGIA ¥ BIOLOGIA.

VII.I Observacionmes en microscoplo fotdnico: se ttili
| z5 Fotomicroscopio Zaiss, de contraste de fases,
microscopio Zeiss invertido f fotomicroscopio
Reichert, modelo Zetopan con objetivos de 10x,-

40x, 60x v 100x.
ILa medicién”de los guistes, de las formas ameboides vy

'flageladas fuerbn hechas a 100x con un micrémetro oculdr 6x.
VIII.~ INDUCCION DE LA TRANSFbRMACION AMEBO-FLAGELAR. .

Este fendfmeno se indujo en las muestras sometidas a -
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‘incubacidn utilizando agua destilada en propocién 1l:1 v hacien

do dbsarvacién continua a veces duranke 40 mins. otras veces 4-
horas.

En los cultivos de agar se lavd la superficie con a--
gua destilada y se procedid a cbservar. En las muestras proce-
aeﬂtes del suelo y del rio la transformacién y la reversién ame
boflagelares no tuvieron que inducirse pues Be presentaron es——

ponténeamente y fueron detectadas durante observaciones efectua

daa con otros fines.

IX.- CITOQUIMICA,

a) Preparacidn en fresco:

. Be emplearon los siguientes colorantés vitales: Sydan

. -negro, verde de Jano y verde metilo. . .

Los ¢olorantes sSe emplearon a diluciones elevadas ~-=

(mds de 1:25,000) pues las habitwalmente sugeridas (1:10,000) -

‘destrnian la arguitectura celular.

b) .Preparaciones fijas: -

Tas preparaciones frescas fuercon fijadas mediante la
téenica de'ﬁissembaum, (Nissembaum ,1953) que contiene solmeidn
séturada de cloruro de me¥curin, Acido acético glacial, formali
na ccmérciél y aleohol butirico terciario.en proporcidn’ 10:2:2:
5. '

El fijador se goted sobre los portacbjetos gue conte-
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.nian una gota de la muestra. Este método no sdlo es rdpido (30

seg, aproximadamente) sino gue tanbién da una apariencia muy na
tural al nidleo y al citoplasma.

Se giguid el método de tincidn del &cido peryddico de

'Bchiff para polisacdridos,

X.~ MICROSCOPIR ELECTRONICA.

Los : organismos de 1a cepa Z-1 de N.gruberi se concen

. traron a presién reducida de 5 mm. de Hg, con Arena de Qthawa -

malla 40, (previamente lavada y esterilizada y 5 ml. de agua --—

_ destilada) a temperatura ambiepte con observacionaes periédicas-

' hasta comprobar 1a aparicién de las formas trofozoides. Este —

material. filtrado se £i3é con‘glutaraldehido al 3 % en amorti--

guador de fosfatos 0.1 M, pH 7.4, a temperatura ambiente duran—

te dog horas al cabo de las cuales se concentrd el material por

ventrifugacidn a 5,000 r.p.m. por 3 minutos; se lavd para elimi

‘par el fijador.

Se postfijd en Os04 al 2 % en amortiguador de fosfa--
tos 0.1 M, pH 7.4, por dos horas, este material se lavd 4 veces
pada media hora c¢on medic de lavado gue contiene sacarosa (.25=

M en amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH 7.4. Las muestras se --

deshidrataron en alcohol etilico (del 30 % al 100 % de concen~—

tracién con dos cambios de 15 minutos cada uno). Antes de rea

lizar el cambio se concentrd el material por centrifugacidén. Se
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infiltré en Epon é12 diluido 1:1 con Sxido de propileno durante
48 horas. Ia inclusidn se efectud en ﬁpon 812 segin Lufk, -—-—-
(1961) en cédpsulas BEEM a  60°C por 48 hoﬁas. Se cbtuvleron sec
ciones finas en el ultramicrotomo Reichert-Um03 eguipado con cu
chilla de diamante {(E.I. Du Pont de Nemouré Willmington Delawa-—
re USA): las gecciones fueron contrastadas con acetato de ura
nile y citrato de plomo, ¥y observadas.en el micrcscopib‘Elebtré

nico (JEOL 100B) operado a 60 Kv. con apertura de 80 micras,
AL.- AHALIS TI5 BIOESTADISTICO,.

Se 5btuvieron.1as medias y los intervalos de laé a5 =—
tructuras gue fueron medidas en las cepas de las dos espggies:—
"Be dbtuvp también la media-de medias para cada especie.y los in
tervalos dé vériacién correspondlientes para eSos mismos daéos -
en ambas especies, esto fltimo mediante un andlisis de varian--

24,
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CAPITULO IIT.

RESULTADOS .

PRIMERA PARTE :

ESTUDIO DESCRIPTIVO Y COMPARATIVO
DE LAS FASES TROFOZOIDE Y QUISTICA
DE N. gruberi (OCHO CEPAS BEGIONALES);

Y DE A. astronyxis (CUATRO CEPAS REGIONALES)

" Tag amibas, orden dentro del cacs ™.

Sandon. ‘
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Aun cuando el eatudio.de las fases del ciclo vital de-
M. gruberi y de A. astronyxis, ha sido realizgdo previamente con
diferentes enfocques y‘po; diversos auvtores, entre los que pode--
mosg mencionar cémo mas importantes a Adam (1964b), Adam vy Ble- -~
wett (1974), Armstrong et zl. (1967), Balamuth et al. (1967}, Bﬁuf
vee (1953),carosi et al, (1977), carter (1970, 1972), Fulton, -
{1970}, lastovica (i975), Martinez et al. (1974), Page (1966, —-
1967, 1974), Puqsard (1873) Ray v Hayes (1954), Schuster (19632, -
1969}, Singh (1952, 1953, 1963), v willaert (1971, 1974, 1976): -
hemos queriﬁo efectuar este mismo eétudio en lasrcepas aisladas-
por nosotros ddndole por un lado, el enfogue descriptivo de la -
morfologia y de la fisiolégia, v por otro, el apoyo estadisti-
co elemental que pe&mite el trabajar con cepas monoclonales, ~—
Nuestra intencidn ha sido cc;mparar nuestros resultados con los -
que ya ofrece la literatﬁra mundiél al respecto, ya sea bara_co—
?robﬁrarlos, como ocurrid con ia mayoria de nuestros hallazgos -
conmicroscopfia de luz, va para aportar datos novedosos como suce-
did con nuestros resultados del estudio de la fagocitosis duran-
te la transformacion ameboflagelar y con los que nos proporciond
la microscopia electrénica.

Nuestras observaciones se han realizado en cepas mante
nidas en cultiveo monoclonal con temperaturas diversas de incuba—~
eién (Tabla VIII). Ello implica que hemos realizado un estudio—

de la variacién tipoldgica poblacional para cada especie. ILas -

mediciones que se mencioman a lo largo de este capitulo v en - -
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las taklas carrespondientes, se refieren a la media y al intérvé
1o de variacidn de las estructuras egtudiadas en cada especie. -
Las afirmaciones hechas son asimismo, producto de nuestras obser
vaciones directas al microscopio y confirmadas por el estudio de
tallado del material fotografico cobtenido de los organismos en -

sus distintas expresiones fenctipicas.

Descripeidn de la especie Naegleria éruberi:

Clase Rhizopodea von Siebold, 1B45.

Subclase Lobosia Carpenter, 1B861.

Orden Amoebida Kent, 1580.

Familia vahlkampfiidae Jollos vy Lalung-Bonnaire, 1912.
Género Naegleria Ale#eiéffh_1912 emend, Calkins, 1913.
Especie W, gruberi Scha;dipge:, 1899, (cepas : Z; Co-1;
Pi-1; Pi-2; Pi~3; Pi-4; Fm-1 y Z2-1. (Para la descripcidn

de las cepas, ver tabla VIII).

Diagnosis. -

La locomocidn de estas amibas es monopddica, aungue a ve-
ces pueden presentar emisidén miltiple de psendépodos; su despla-
-éamiento se realiza mediante péeudépodos anchos, hemisféricos e
hialinos, Estas erupcioneslpseudopédicas pueden formarse en —--
cvalgquier zona de la superficie celular, pero son mdg frecuentes
en las zonas anterior, posterior y central. Lo cual détermina -
que el recorrido efectuado por estos animales se realice siguien

do un curso mids o menos sinuoso. Podemos decir por analogia, --

~~
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gue las amibas de esta especie gerpentean cuando se desplazan.

Su extremo anterior es por lo generzl mAs ancho gue su -
extremo posterior. En la mayoria de los casos hemos podido ha——
llar un uroide bien definido. Durante su locomocidn activa, su-
longitud equivale a tres veces su anchura. Son comunes las for-
mas irregulares., ILos animalea observados son mononucleados, con
un nicleo de cara abierta que permite ohservar grinulog de croma
tina préﬁimos a la hoja interna de la membrana nuclear, Asi do-
mo un nueléclo prominente denominado también cariosomé. Se han
_observadé individuos con 1, 2 v a veces 3 vacuolas contrdctiles,
siendo mds frecuentes los primeros. Ias vacuolas fagociticas --
" son pequefias y contienen uﬁa o varias bacterias, El citoplasma-
es muy refringente pof la gran cantidad de grdnulos gue presenta,
" E1 intervald de variacién para la longitud de una amiba extendi-
da, varia de 25.7 a 45.7 micras. El didmetro del nficleo tiene -
. asimismo un intervalo de variacién de 3.2 a 5.1 micfas, mientras
gue el del nucléolo varia de 2.8 a 2.9 micras.

Hemos.verificado asimismo que la reproduccidn se realiza
por fisién binaria, mediante una mitoszis atip?ca denominada pro-
miéosis, hallazgo que coincide ceon lo descrito por Singh (1952, -

1953), singh y Das (1970) y Page (1966, 1967).

‘Forma trofozoide:

.
Ia forma trofozoide comfin dé Naegleria gruberi es la ame-

boide, ya que la forma flagelar sdlo se presenta en respuesta a -
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cambios en el medio ambiente, y es una fase pasajera que general
mente revierte al estado ameboide.' Aungue las amibas de esta eg
pecie juﬁto con otras de la familia vahlkampfiidae caen dentro -

de la denominacién de amibas limax, Naegleria gruberi sdlo se pre

senta en forma de bakosa en contadag ocasiones durante su despla

zamiento. HNaegleria gruberi se caracteriza por emisidn de pseu

dépodos no adlo anteriores sino también laterales. Ia forma ex-
tendida de NMaegleria gruberi tiene una proporcidén longitud/anchu
ra de 3:1, pero en los individuos que se éstdn desplazandc muy -
activamente puede no encontrarse esta propofcién. Por lo general,
la amiba es casi tan larga como ancha. l

cuando la amiba no se desplaza emite éonstaﬁtementg pseu-
dépodos que modifican su forma de modo continuo, lo cual determi
na qﬁe puedan Qbseryarse contornos muy variados{'siendﬁ uno de ;
elloé, la formﬁ de babosa.

La parte caudal de la amiba es redondeada y en términos -
generales se puede apreciar el uroide.

| Aungque estas amlbas se desplazan por una locomocidn mono-

pédica, excepto cuando cambiah de direccidén, su locomocidn no es
en linea recta como sucede en algunas especles del género Hartma
nnella, . Mas bien ocurre mediante la formacion de pseuddpodos an
chos & hialinos qgque se forman en su parte anterior, Los pseudd-
podes anteriores se forman a uno y otro lado de una linea cen- -

tral, de manera gue la amiba sigue un curso sinuose; aungue cual
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guier pseuddpods de formacidn iateral_puede fundirse con el ante
rior vy determinar un cambio de direccidn {témina T figs. 1 - 4 ).

£1 endoplasma ogranulosc sigue ei camino gue le traza el -
ectoplasma hialino. EL procesoﬁde formacion de pseuddpodos es —
casi siempre euptivo y ccasionalmente tan explosivo gue el ecto
plasma hizalino se desliza sobre y por debajo del endoplasma gra-—
nuloso, entre el tubo en fase de gel y la membrana plasmatica. -
La amiba puede cawbiar de curso al seguir -la direccidn de unc =0
lo de los pseuddpodos anterolﬁterales, gin compensar esta desvia
cidn, coﬂ 1a'formac;6n de otro pseuddpodo en sentido contrario.
Un cambic de direccidn de 90° sdlo lo logra la amiba al formar -
un pseudﬁpodo inmediatamente por datrds del anterior y perpendi-
cular al eje anteroposteribr mayor del animal. ELl pseuddpodo de

Naegleria gruberi puede describirse como un pseuddpodo ancho, --

hemisféfico e hialino.

El tamafic del trofozoito varia de 25,7 a 45.7 micrés. Da
do que las ﬁmibas agtdn constantemente cambiando de forma y dado
que casi siempre tratan de medirse estos animales cuando estdn -
extendidos, las medidas muestran més_bien el posible inteivalo -
de longitud, que el taméﬁo constante de un individuo. Esto difi
culta la obtencién de la media en cuanto a la longitud. |

Por lo general cada individuo tiene un ndcleo gue a su —-
vez posee un nucléolo o cariosoma central, E1 hﬁcleo es de cara

abierta vy el material cromosdmico mostrado por la técnica histo-
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légica parece estar localizado entre la membrana nuclear y el nu

cléolo, no pudiendo distinguirse en el organismo viviente. Tan-

to el niicleo como £l nucléclo pueden deformarse cuando la célula

se desplaza. Durante la locomocifn el nificleo se halla generalmen

te colocado en la regidén mds anterior del endoplasma granular. -

El didmetro del nficleo varia de 3.2 a 5.1 micras. Los orggnismos
de la egspecie N. gruberi pueden mostrar una oldos vacuolas pulsd

tiles. Una amiba Puede'tener una sola vacuola pulséﬁil durante-

algin tiempo y posteriormente presentar dos.

La vacuola se localiza en la mayoria de los casos en la -
pérte més posterior del endoplasmz, aungue a veces puede hallar-
se en la parte mis antefior. Si uma célula contiene dos o Ereé—
vacuolas pulsdtiles €stas no se vacifan simultfneamente. cuando-
la amiba posee una sola vacuola, ésta se contrse durante la sis-
tole en un nimero mayor de veces por minuto gque en el caso de que
éxistan do=. En ests dltima situacidn, la contraccidn de cada -
una de las vacuolas es més.espa;iada. El didmetro miximo de la-
‘vacuola pulsdtil medido inmediatamente antes ae 1a sistoie, va--
ria de 1.4 a 5.2 micras.

1as vacuolas digestivas son dificiles de observar una ves
qﬁe ge ha ingerido la particula alimenticia, -pero puede vérse -
‘su formacidn en el momento mismo en que la amiﬁa efectia la fago
citosis., Estas vécuolas digestivas no suelen ser muy grandes y-
"albergan unas cuantas bacterias gino es gue una sola. Nosotros-

hemos cbservado, con el microscopio de 1luz, el procesc de fagoci
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togia y, a diferencia de lo que ocurre en otros tipos de amibkas,
en las gue puede observarse claramente a los pseudépodos englo—-

bando a la particula alimenticia, en &€l caso de Naegleria grube-

rila amiba se acerca por uﬂo de los bordes a 1la bacteria-y se -
establece una interfase entre la membrana citopldsmica de la ami
ba y ia pared bacteriana. Poco a poco los limites entre la bac-
teria y la amiba se van haciendo menos conspicuos hasta que la -
bacteria qpedalroﬁeada de un haio con caracteristicas semejantes
a las gue posee el ectoplasma.. Finalmente la bacteria gueda in-
cluida dentro del endoplasma granular y pierde su definicidn co-
mo particula aislada para confundirse con la morfoiogia tipica~-
mente granulosa del endoplasma amibiano. Este tipo de fagocit§—

sis ha sido denominada por circunfluencia, por Rhumbler, desde -

1910 (Jeon, 1973).

.Sélo con el microscopio electrénico pueden evidenciarse-
con claridad los pseudépodds Aurante la fagocitosis (ldmina X};

Ademdisa del miiciec, de las vacuolas contrdctiles y de las-.
vacuolas digeétivas, las tnicas inclusiones detectables con el -
microscopio ordinaric vy de contraste de fases, fueron una gran -
cantidad de grénuios que con frecuencia son muy refringentes y -
amarilloverdosos. Cuando estos grdnulos aparecen como refrimgen-
tes, ﬁo s6lo pueden observarse en el endoplasma sino también cir

cundando la membrana nuclear. Los grénulos distribuidos‘en el -

endoplasma se deslizan juntos con éste durante el movimiento — -

pseudoéédico,_pero los gue estdn alrededor de la membrana nuclear
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permanecen fijos. Todos estos granulos se tifien fuertemente con-

verde Jano lo gue nos permite pensar que se trata de mitocondrias.

Naeqleria gruberi no posee una forma peldgica definida y -

cuando se le suspenﬂe‘en un medio liguido continda emitieﬁdo pseu
dépodos en vagrias direcciones y finalmente sedimenta, adoptando -~
la forma esférica (ldmina II fig. 1).

Se hicieron pruebas citoguimicas con los trofozoides para-
determinar la paturaleza de los grdnulos citopldsmicos. Ninguno-
de los grinulos ae tifié con lﬁ‘técnica de f.A.S. {deido periddico
de Schiff),'aunque el contenido de aigunas vacuclas digestivas re
gulitd ser fuertemente positivo con esta técnica. ILa superficie -
celular resultd P.A.S, positiva en.la mayoria de los casog indi-—
cando la presencié de polisacdricos en ella. Con el Suddn negro-
‘muchos grénuios citoplédsmicos, incluidos algunos de los éérinu—-;
cleares, son positivos; también lo son_los'perinudleolares. Con
el azul de metileno y el verde de Jano se eﬁcontraron granulos ci
topldsmicos positivos a estos colorantes y coﬁ el verde de metilo
se tifid intensamente el nucléolo y el contenido de algunas vacuo-

las digestivas,

Quiste-:

Después de 48 horas de realizada la siembra en agarx con --
bacterias se apreciaron no =6lo formas trofozoides sino también -
abundantes quistes, A medida gque avanzaron los dias de incuba——-

"eidn, el niimero de guistes se incrementd y simultdneamente dismi-~
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nuyd el nimero de formas trofozoides.

Los gquistes observados tienen una pared compuesta por ——
dos hojas: una interna gfuesa mas o menos transltcida y otra ex
terna mis gruésa vy muy densa, Dentro del guiste el citoplasma-
exhibe esférulas densas. En muchos de los quistes mis maduros
‘pueden observarse los tapones a nivel de los poros. Después de
tres dias de incubacidn la mayoria de log guistes son completa-
mente maduros. (l&mina IITI, figs., 1 - 4).

tas amibas de la especie gruberi pueden formar qqistes -
aislados, pero es frecuente gque muchos de ellos, tanto en la na
turaleza como en medio de cultivo, 8¢ agrupen formando'conglomg

rados.

El quiste de Naegleria gruberi tiene caracteristicas que
1o distingﬁen de otros f constituye un medio de diagndsitico £4
eil cuande se encuentran guistes de otros géneros. Ia pared --
quistica es 1i5a. El quiste es generalmenté esférico u ovoide,
a-menos aue ge trate de conglomerados en los cuales, por razo--
nes de presidn, presentan el contorno deformado. Ia pared estd
constitulda por una hoja interna gruesa y por una hoja externa,
'aproximadamente con el doble de espesor de la inte:na. 1a hoja
interna suele ser translficida aungue a veces aparece muy refrin
gente, mientrazs que la hoja externa es mids densa y s6lo visible
a grandes aumentos. Sobre la hoja externa se pueden ohservar -

engrosamientos distribuidos irregularmente por toda la circunfe
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rencia del guiste. Estos corresponden a los-tapones‘que cilerran
los poros por donde exquista la amiba. Ia célula enquistada es-
casi siempre uninucleada. Ia divisién celular no se cbserva du-
rante la fase quistica v en caso de aparecer quistes con dos 6 -
tres nidcleos, se trata de.individuos gque va los tenian asgi desde
la fase trofozoide. El niicleo del quiste se halla casi siempre-
rodeado de una monocépa granulosa. Este tipo de grianulos tam——-—
bhién puede observarse como en la fase trofozoide, dentro del ci-
toplasma.

la pared gruesa y refringente asi como la eapa perinu-—-

clear de granulos, hacen del Quiste de Naegleria gruberi una es-
tructura fdcilmente identificable. El didmetro de los quistes -
varia de9.0 a 15.6 micras. El difmetro de los nlcleos del guiste
varia de 2.3 a 3.6 micras, d?fieriendo poco del didmetro de los-—
nicleos de laﬂfase trofozoide. ©Por otra parte, el didmetro del-
nucléolo es siempre menor en el guiste que en el trofozeoide, wva-
riando de 0.9 a 2.5 miéras.

El exquistamiento se remliza facilimente. Naegleria grube-

zi puede exquistar si se la coloca en un medlo liguido, por de-

bajo de un cubresobjetos. La célula que sale de un guiste lo ha-
ce siempre en forma amebolde. Ia salida se verifica a través de

uno de los poros después de que los tapones se han disuelto. 1Ia

" amiba sale por un poro, pero, a pesar de esto, se disuelven to-—-

dos los tapones. Es muy probable que los tapones sean disueltos



69"

. por enzimas'digestivas del trofosoide gue estd exquistando. Los
poros vacios pueden presentar contornc redondeado o elfptico y -
su didmetro siempre es menor de 1 micra.

Los estudios citoguimicos proporcionaron alguna informa--
cién sobre la composicidén de la pared guistica. Mediante el mé-_
todo de P.A,S8., la hoja interna de la pared resultd fuertemente-
positiva (con gran cantidad de polisaciridos),en cambioc la pared
externa permanecié incqlora. Los tapones se tifieron inclusive -
més intensamente que la pared con esgta técnica, ésto debido muy-~
probableménte a su mayor contenido de polisacdridos. Por esto -
mismo pudieron contarse fdcilmente en preparaciones teﬁidas con-
P.A.8., mostrando -cada quiste de 2 a 9 tapones. cCon el Sudédn ne
gro pudo demostrarse la presencia de lipidos en la.hoja interna-
de la pared;_flémina‘III fig. 3).

| Los grdnulos citopldamicos de los quistes resultaron nega

“tivos al ser trata&os con verde de Jano. Con el Suddn negro no-
se detectaron los pequefios grdnulos acumulados alrededor del nil-
cleo.

Hagta dondé sabemos, no existen publicaciones Que hayan -~
referido si el metabolismo del animal enguistado es aercbio o ana
erobio.‘ Nosotros hemos encontrado que en los cultivos sometddos
a anaerobiosis'parcial, la fese trofozoide ea escasa, mieﬁﬁras -

que lag formas guisticas son muy abundantes.

. Identificacidn:

Ia identidad especifica de los animales estudiados parece
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. glerta si la comparamos con la especie originalmente descrita —-

por Schardinger en 1899, como Amoeba gruberi (Page 1966; Bovee-

y Jahn, 1966).

OBSERVACIONES EN EL MICROSCOPIO ELECTRONICCO SOBRE LA ULTRAESTRUC

TURA DEL TROFOZOITO DE Naegleria gruberi (cepa 2 - 1).

El trofozoito: El examen general de una serie copiosa de microfo
tografias nos permitid detectar una serie de caracteristicas ul;
traestructurales comunes a todas ;as amibasg examihadas, que sefia
lamos en la limind v. Es diffcil distinguir entre el ectoplas-
ma 'y el endoplasma, excepto =n aqueliasﬂzonas desprovistas de-
organoides (Idmina IX, Ffig. 2).
Membrana_celular.

ILa membrana celular de esta cepa de N. gruberi se presen
ta tal y como ha sido descrita por Robertson (1959), es,décir, -

como unidad de membrana, constituida por dos capas densas a los-

electrones, gque limitan upa tercera capa intermedia, transparente
a losg electr;nes, {ILdmina VI, fig. 1 : Lamina VII, fig. 1:; Ldmi-
na I, fig. 2).

Ia superficie de la membrana presenta con frecuencia dife
rentes estadios de los procesos de endocitosis, (ILdmina X). Al-
gunas porciones de la membrana se invaginan, y luego las proyeeg-
ciones de esta invaginacién ge fusionan para originar, en el ci-
toplasma una o varias vacuolas cu&és paredes no son sino deriva-

dos de la membrana celular (I&mina vI, fig. 1).
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No hemos podido detectar sobre la superficie externa de -
la membrana celular el revestimiento o cubiertacelular denomina-

do glucocilix.

Matriz citoplismica.

En el citoplasma se encuentran los siguientes organoides:
niicleo, nucléolo, envoltura nucleak, mitocondrias, ribusomas, 1i
sosomas, vacuolas pulsdtiles, reticulo endopldsmico y gIlébulos -

lipidicos, (ldmina V).

vacuolas digestivas,

Estas yacuolas se hallan 1imitadas por una membrana simple,
En su interior se encuentraﬁ reaiduos de las bactérias que constd
tuyen el_alimento de las amibas en el cultivd. {(Ldmina VI} £ig., -
2: Idmina VvIII, fig. 2).

Algunas de estas vacuolas exhiben ‘una ést;uctura iaminar -

~compleja.

Aparato de Golgi:

Ia estructura hien definida de este organoide nunca se en-
contrd en la cepa estudiada, sin embargo se identificaron estruc-
turas membranosas que recuerdan, por su aspecto, las cistermas --

del aparato de Golgi.

vacuolas pulsdtiles.

ruede ser una so0la o varias de estas vacuolas. Asociadas-

a la vacuola principal, nosotros detectamos numerosas vacuolas —--
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‘muy pequefias entre las gue se encontraban mitocondrias. Esta aso
ciacidén de vacuolas éequeﬁas y mitocondrias junto a la vacuola —--
contréctil,res un hallazgo comin dentro del grupo de las amibas -
grandes como A, proteus Leidy, 1879, (Andre;en, 1973), pero no se .
habia descrito hasta ahora para las amibas limax, en particular,- -
H. gruberi. Los amebSlogos llaman a esta regién especializada ~-
‘del citoplasma esgopgiom; (And;esen, 1973). De modo que la cepa-~
estudiada por nosotros difiere de sus congéneres descritos en el
extranjero por la posesidén de un espongioma. N

EL contenido de la vacucla pulsdatil es transparenﬁe a los-

electrones y su limite es la unidad de membrana simple. ({Idmina -

X, fig. 1).

El nicleo,

El niicleo es de cara abierta y muy prominente, posee un nu
cléolo centralo caripsoma muy congpicuo constituide por grdnules =
gruesos densos a los electrones. Dentro del nucléolo se ohserva, -
‘A veees, un espacio menos dense, (ILdmina VII, fig. 1l:; Idmina I¥--
fig. 1:; l&mina X).

La envoltura nuclear estd constituida por dos hojas separa
das entre las gue se encuentra la cisterna perinuclear transparen
te a los electrones.

Loz poros micleares se pusieron fdcilmente en evidencia. -

(Iémina VIIY, fig. 1; Ldmina IX, fig. 1l).
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Mitocondriag.

ILos organoides citoplésmiéos mis prominentes en estas ami
bas son guizd, las mitocondrias (Léamina VI, £ig. 1; Lémina VIII,
fig. 1; L&mina IX, fig. 1).

Su forma-es variable pero se detectan las tipicas en for-
ma de clava con dreas densas en la matriz (Lamina 1I¥, fig. 2). -
Se hallan mitoccndrias cercanas a gldbulos lipidicos y otras en In-
timg proximidad con el retfculo endopldsmico rugoso vy a veces —-

con la membrana nuclear (Lédmina X).

Reticulo endopldsmico rugoso,

Siempre presente y relacionado a veces con lag mitocon ~-

drias (Yémina VII, fig. 1l; tAmina VvIII, fig. 2),.

Reticulo endopldsmico liso.

Siempre presente en la cepa estudiada.

Inclusiones de lipidos, (Lédmina VI, fig. 1).

Siempre presentes, pueden formar una corona perinuclear, -
gque a su vesz, se halla, en algunos casos relacionada con el reti

culoc endopldsmico rugoso.

Peroxisomas.

No..ge detectaron en los especimenes observados.

Particulas semejantes a virus.

No.se ohservaron en las cepas estudiadas,
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Ribogsomas.

El citoplasma =& halla repleto de ribbsomas tanto libres-
como también asociados al reticulo o a la hoja externa de la mem
brana nuclear, (Ldmina VI, fig. 2:; Ldmina VII, figs. 1 y 2; Lami
na VIII, figs. 1 vy 2).

Descripeién de la especie Acanthamoeba astronyxis.

Clase Rhizopodea von Siebold, 1845,

Subclase Lobosia carpenter, 1861,

Orden Amoebida Kent, 18B0.

Familia Hartmannellidae volkonsky, 1931..

Géﬁero Acanthamoeba vVolkonsky, 1930.

Especie A, astronyxis Ray y Hayes, 1954. (Cepas; Cy-l: Al-

1;‘A1—2 ¥y M=1.{ Para la descripcidn de las cepas ver tabla VIIT).

‘ Diagnogis.

Durante su locomocidn estas amibas son mds largas que an-
chag ¥ con frecuencia su longitud es tres veées mayor gque su an-
chura. Por regla general la p;rte més ancha de la forma alarga-
da corresponde al extremo antérior del animal.. sﬁ extremo ante-—
rior con frecuencia se presenta en forma lrregularimente truncada,
miéntras que su extremo pdsterior es generalnente redondeado..-~
Presentan dos tipos de pseuddpodos: un lobdpado hialiné,-con un~
egpesor ligeramente mds delgado gue la zonma endoplédsmicar y un -
grupo de proyecciones digitiformes hialinas mds cortas (acéntogo

dios) que se forman sobre el borde anterior del pseuddpodo prin-
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cipal, en forma individual o agrupados en pares o trios y que se
reabsorben dentro del peeudopodo principal ¢ pasan hacia atrds a |

lo largo de la superficie de la amiba. Estos acantopodigs pue

den ser finos y coniformes o muchas veces, sobrg todo adelante, -
presentarse gruesos y redondeados.

'La amiba se desplaza hacia adelante por el flujo del ecto
plasma del lobdpodo sin gue aparezca erupcidn brusca alguna. E1
animal cambia de direccidn mediante la extensién de su pséudépo-
do anterior dirigide hacia un nuevo punto, En el extremo ante-—-
rior la regidn ectoplésmica forma una banda ancha y sSu esSpesor -
eg mis o menos la mitad de su anchura. El extremo posterior es-
redondao ¥ mucho mds estrecho gue el anterior y a veces se hallan
adheridos é &l algunas bacterias. En ocasipnes pueden obsgervar-
. se algunos aéantogodios en el extremo posterioxr.

Estos animales poseen un nficleo ﬁegiculoso colocado gene-
ralmente en el extremo anterior de la regidn endoplasmica. Tie-
nen también una vacuola pulaéﬁil prominente qﬁe suele formarse -
po¥ coalescencia de dos o méds pequefias vacuolas y que vierte su-
contenido por el extremo posterior. Ia alimentacidén se realiza
. mediante la formacidn de vesiculas fagociticas que presentan la-
forma de una copa j gue se forman a lbs lados vy atrds del animal.
Las vacuolas digestivas son ﬁuy conspicuas. Pueden encontrarse
coﬁ frecuencia pequefics granulos refrictiles de color amarillento
en el endoplasma.

Ia longiutd de la amiba completamente extendida puede va-—
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riar de 26 a 38.4 micras, El difimetro del nicleo va de 5 a B,2
micras y el del nucléolo varia entre 2.9 y 5.4 micras.

Ia forma pelidgica es irregularmente esférica y presenta -
finos acantopodios en su superficie. N§ detectamos formas flage
lares.

Ia pared del quiste estd compuesta por un éctoquiste_y un

endoguiste. El primero de forma mds o menos.circular y con plie
gues mal definidos. El endoguiste es generalmente estrellado con
rayos redondeados y cénicos en uno o mﬁs planos. Los qﬁistes -
son biconvexos. El ecto y el endoquiste, se ponén en contacto -
con los extremoé de los rayos del endoqﬁisté. Los rayos del en-
.doguiste son por lo general numerosos. .Los quistes son general-
mente mononucleados vy dentro de ellos no se realiza la divigidn.
El citoplasma del quiste presenta grdanulos esparcidos en su peri
feria. E1 exquistamiento se realiza a travéé &e una abertura --
que se forma en el ﬁunto de contacto del endoguiste con el ecto-
quiste. El didmetro de los quistes observados osecila entre 15 y
23 micras. E1 didmetro del nlicleo del guiste mide de 4.4 a 5.8- .
micras v el nicléolo varia de 2.8 a 3.6 micrés.

Verificamos que la reproduccidn se realiza por fisidn bi-
naria mediante una mitosis com@n, igual a la de las células euca

ridticas de los metazoarios.

rorma trofozoide:

La forma trofozoide fnica es el trofozoito con acantopo—-



77
"~ dios, ﬁacuola pulsitil prominente y vacuolas fagociticas conspi-
cuas fLémina iv, figs. 1-3),

La forma locomotriz es alargada y la relacidn lohgitud/ag
chura sobrepasa la proporcidn 3:1. Esta forma locomotriz puede~
presentarse truncada en su extremo anterior o bhien redondeada, -
exhibidendo un lobdpodo hialino en la parte anterior del animal.
Con frecuencia la parte mis ancha de las formas alargadas se ha-
1la inmediatamente por detrds de la zoﬁa ectopldsmica. En oca--
siones, el pseuddpodo anterior de desplazamiento se asemeja mu--
cho al que se observa en las amibas de la familia Mayorellidae.

Los acantopodios de Acanthamoeba astronyxis pueden surgir en for

ma individual o en grupos de 2 & 3. Una vez formados sé despla-
zan hacia el extfemo posterior, de modo que el contorno 1atera1’
de lz amiba suele presentarse adornado con varios acantopodios.-

Debé recalcarse que el nimere de acantopodios formados es bajo.-

gl se compara esta especie con Acapthamoeba castellanii o con A-

canthamoeba poliphaga, especies en las cualeg el nimero de zcanto

podiocs es mayor, (Page, 1967).

Ia forma locomotriz extendida tiene una longitud due va--—
ria de 26.0 a 38.4 micras. Cada amiba posee ﬁn solo nilcleo vesi
cuoloso colocado generalmente en el extremo anterior del endoplas
ma dgrante la locomocidn. El didmetro del nicleo varia de 5.0 -
a 8.2 ﬁicras v el del nucléolo de 2.9 a 5.4 micras,

En estas amibas la vacuola pulsdtil se forma en la mayo—-—

ria de los casos por coalescencia de dos o mis pequefias vacuclas.
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Ia vacuola vacia su contenido cerca del extremoc posterior. Cuan
do la vacuola era muy grande disminﬁia la velocidad de desplaza-
niento. El di&metrode la vacuola varid de 9.2 a 11.0 micras. -
Ias vacuolas digestivas o fagosomas son muy aparentes en esta es
pecie de amiba y la alimentacidén se verifica mediante la forma--—
cién de "copas* digestivas,

Aﬁnque es posible gue los acantopodicos v el mismo lobdpo

do anterior pueden participar en la fagocitosis,'como.lo refiere
volkonsky en 1931 (Page, 1966), nosotros hemos observado dque el-
fenémeno de la fagocitosis ocurre principalmente al formarse las
“copas" digestivas, generalmente en las partes laterales del ex-
tremo posterior. |

Pussard en 1934 (Page, 1966), considerd a esta estructura
como un verdaderc aparato bucal. Aungue estas '"copag" pueden --
" formarse en el extremo anterior del animal, su posicidén mds co--
min se halla en las regiones posterolaterales de la célula. Dos
proyecciones romas que pueden congiderarse como pSEudépodos cor-
tos son proyectadas simultdneamente y ﬁuy cercanas entre si. --
Cuando estas dos provecciones alcanzan una longitud aproximada--~
mente dos veces mayor gue su anchura, empiezan a encorvarse y a-
dirigirse una hacia la ﬁtra. ﬁl mismo tiempo uno puede apreciar
la aparicién de una hoja delgada y clara de citoplasme en un pla .
no paralelo al del sustrato: aparentemente hay dos de estas ho--
jas y a medida que .las paredes se encorvan y se juntan, se cons-

tituye la “"copa" digestiva. Ia estructura completa puede ser --

~
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més estrecha gue el extremo posterior de la amiba, pero en oca—-
siones es mds ancha. Los lados de 1a copa tienden a juntarse y-
al hacerlo algo del liguido capturado escapa. Estas copas diges
tivas no siempre ?ncierran bacterias y pueden formarse aun en au
sencia completa de las mismas, por 1o cual no sdlo participan en
la fagocitosis sino también en la pinocitosis, Este tipo de co-
pas se forman con bastante frecuencia y rapidez, pero su conteni
'do demora de 2 a 3 minutos antes de entrar a formar parte del en
doplasma como una vacuola. Dado gue las bacterias se adhieren -
con facilidad a las amibas, son fdcilmente capturadas mediante -
este procedimiento.

ILas amibas de esta especie, presentan con frecuencia un -
gran nimero de.glébuIOS‘pequeﬁos, amarillos y refrdetiles, Su -
‘aspecto sugiere que se trate de estructurés con coqtenidé en 1i~
pidos. En ocasiones estos glébulos pueden-sef relativamente es-
casod. )

cuando se suspenden. en medi§ liguido, estas amibas adquie
ren una forma esférica bastante regular, con presenciﬁ dé finog-
acantopodios en la superficie. ILos didmetros de las formas peld
gicas que contieﬁen muchas vacuolas digestivas varian de ;8.0 a-—
27,2 micras. No se observé‘transformacién‘amebcflagelar.

‘31 tratarlos con la tincifn de P.A.S. para polisacéridos, los
o:ganismosdeestaespeciemostraronpositividad1uca1izadaensu -

contorno. El tratamiento con Sudén negro, no. reveld inclusiones gra
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sas., En algunas partes de la superficie celular la reaccidn al -
Sudédn negro, fue positiva. La tincidn del verde Jano para mito—-
condrias, demostrd un buen nimero de estructuras tefiidas en las -

formas locomotrices.

puiste:

El enqﬁistamiento comenzd aproximadamente a las 60 ﬁo;—
ras de haber incculado al medio de cultivo._ Ia amiba gue se ésté
enquistando adgquiere una forma circular irregular al principioc, -
perc se vuelve pds poliédrica a medida gque avanga este proceso. -
En un principio la superficie externa del guiste es lisa y flexi-
ble, puede apreciarse la vacuola pulddtil funcionando vy gl cito—~
plasma contiene en estas primeréﬁ fages del enguistamiento, nume-
fosos grdnulos de aspecto irrEQﬁlar. ’

En estadios posteriores del enqdiétamiento, 132 superfi-
gie del guiste se forna irregular y.hasta arrugada, forméndose ma
melones. ILuego el ectoquiste se separa del enﬁGﬁuiste pero no to

' ) -
talmente, dé manera dque guedan puntos de contacto en donde'se or—
.ganizan los osﬁfdlos. Ia vacuola pulsdtil y los grdnulos descri~
tos en fages anteriores siguen pﬁesentes, PEro aparecen unas nue-
vas eaferas gue son refrictiles, (Idmina IV, fig. 4}.

El quiéte madurg exhibe un citoplasma mids © ﬁenos homo-
géneo en el que han desaparecido las esferas, la mayoria de los -
grinulos ¥y la vacuola pulsdtil. Persiste un grupo de grdnulos --

orientados regularmente y gue es caracteristica de todas las ami-
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baé del géhero Acanthamoeba. sp..

Tal parece que las esferas grandes observadas en el ci
toplasma durante el énguistamiento participan en la formacidén de
la pared celular quistica.

otro hecho observado es que cuando las amibas se enquis
tan tieﬁdan a agruparse y formar climulos, esto es vdlido también
para algunas amibas de la familia vahlkampfiidae, como ya lo se-
ﬁalgmos anteriormente. Tal parece gue este agrupamiento no es -
‘estrictamente necesario para enquistarse, pues se. encuentran con
.faciiidad quistes aisladog. Este fendmeno de agrupamiento de -~ -
los-animales gue se enquistan es especialmente notable en los or
ganismos de la especie A. astronyxis., Fue en relacidn con esta -~
especié gue Raper (1960}, sugiridé gue los quistes maduros podrian

secretar una substancia que atrajera a otras amibas y gue Acan.-

thamoeba astronyxis "puede presentar un tipo de conducta celu-—-

lar gue puede considerarse transicional entre las formas estric-

tamente 1libres y las gue se congiomeran para después diferenciar
ge de acuerdo a patroﬁes especificos". Esta especie frecuente--
_mente muestxa afinidad fisica entre los quistes de modo gue si -
uno lava la placa de égar o ia deja remojar, los quistes conti--
nfian unidos formando un grupo. Este fendmeno no excluye la posi
‘bilidad de enguistamiento individual, que también se presenta.

Bl guiste de Acanthamoeba astronyxis es uno de log - -

principales criteriocs para clasificarla, Se trata de una forma-
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biconvexa cuyo espesor depende de si los rayos del endogquiste de
forma estrellada se situdn en uno‘o varios planos. El ectoguis-
te eg circular cuardo todas las puntas del endogquiste estdn en -
el mismo plano, y & veces cuando 1 0 2 se encuentran en dos pla-
nos distintos, Ia suﬁerficie es menod regular cuando las puntas
del endoquiste se localizan en diferentes planos. EL aspecto an
dulado del ectoguiste o8 menos conepicuc que en otras especies -
de Acanthamoeba, de modo gue el ectﬁquiste_circu;ar presenta una
superficie casi' lisa alrededor de un endoquigte con forma de es
trella. .Los rayos de esta estrella terminan en forma cénica y -
su contorno es mds o mends triangular.

vVickerman (1962}, en sus estudios con el microscopio -
electrénico, encoﬁtré verdaderos poros en las dreas en due se ~-— -
unen el ecto y el endoguiste, ‘ﬁay Yy Hayes (1954), reportaron -—
qua: "los plcos de la estrella se ponen en contactoe normalmente-
con el ectoguiste en un mismo plano, pero esto puede variar", -
Aun cuando la distribucién de los rayos dél endoguiste ocurra en
varios planos, parece gue ei ectoquiste se presenta como esencial
mente redondo, aunque pueden estar presentes irregularidades en
‘forma de ondulaciones. |

Los didmetros de los quistes varian de 15.0 a 23.0 mi-
cras.‘ -
Los picos de la eétrella que forma el endoquiste son -

numerosos y colocados en un mismo plano, pueden ser de 4 hasta 8.
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Los niicleos a veces dificiles de cbservar tienen difSmetros gque ;—
van de 4.4 a 5.8 micras, mientras gue los nucléolos varian de 2.8
a 3.6 micras. No encontrambs evidencia de divisidén nuclear en el
quista.

Lo_ gue primerc se aprecia durante el proceso de exguig -
tamientc es la pérdida de orientacidn de los gridnulos citopldsmi-
cos. Aparecen de nuevo los granulos irregulares y comienza a fﬁg
ciomar la'vacuola pulsdtil. Se observaron uno o mis opérculos -
dentro del citoplasma del guiste.

Ia tincidn de P,A.S..da una reaceidn muy intensa en el-
endoguiste. El ectoquiste es positivo con menor intensidad. Eif
Sudéﬁ negro resultd muy positivo_pa:aealectoquiste v el endoquis-
te fue algo positivo. Con el verde Jano se coloiearon algunos de

los grdnulos periféricos del citoplasma.

identificaeidn y sinonimia:

El arreglo de lcos picos del endoquiste en uno o varios-
planos es unc de los criterios indiscutibles para clasificar a --
los animalea de esta especie (Ray ¥ ﬁayes, 1954}. 1ILas ilustracioc
nes de los quistes que acompafian a la degcripecion de Singh de - -

1952, sobre Hartmannella rvhysodes sugieren que por lo menos una -

de las 4 cepas descritas por este autor es idéntice a Acanthamoe-
ba astronyxis, Sin embargo, las otras cepas incluidas bajo la -

denominacidn de Hartmannella rhysodes mno reunian las caracteris-

ticas de A. astronyxias. El nombre especifico dado por Ray y Ha-
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yes (1954), debe ser considerado como vdlido.
Ias figurag tanto del trofozoide como del quiste hechas

por Nigler sobre Amoeba albida en 1909 (Page, 1966}, sugieren —-

fuertemente qgue se trata de Acanthamoeba astronyxis. - Ndgler re--
porta promitosis en su especie, un enunciado dificil de creer da-
da la semejanza tan grande del quiste por &1 descrito y el de A -
canthamoeba. Nigler tampién reporta autogamia dentro del quiste,
Dada 1ia incertidumbre de estos hallazgos dudosos, el comparar e -

' identificar Acanthamoeba astronyxis con Amgeba albida no es po-

sible.

Hasta aqui la descripeidn de nuestros hallazgos con las
microscdpias de luz y electrénica. Enseguida comparamos nuestros
‘resultados conmicroscopfade luz con aguellos obtenidos por Page-

(1966), en su estudio téxonémico éohre las amiﬁas iiggg. dado que
son los més completos en su género, no sdlo en nuestra'opinién:si
no en la de_muchos ctros autores. (Singh y Das, 1970 ; Willaert, -
1974, 1976).

Los cultivos utilizadoé por Page en su trabajo fueron,-
igual gque los nuestros, de tipc monoclona;‘a partir de un quiste-
o Ae un trofozoito, aislados én ambos casos, en uﬁ blogue peque-
Ao de agar que se corta.y,se transfiere a un cultivo nuevo., Page

utilizd agar no nutritivo sembrado con Klebsiella aerogenes, para

el crecimiento de sus clonas,mientras gue nosotros emplemos agar-
no nutritivo sembrado con BEscherichia coli, como lo sugiere Wi--

llaexrt (1976), cuandc no sa éncuentra disponible la K. aercgenss.
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El andlisis comparative entre nuestros hailazgos con mi
croséopia de luz y aquellos reportados por Page (1966), para N. -
gruberi, aparece en la tabla IX.

Del examen de esta tabla SE‘deduce gue la cifra obteni-
da por nosotros para la longitud méxima de la amiba lista para la .
locomocién es ligeramente mavyor, 45.7 micras, gue la presentada -
por Page para el miémo caso, 40.7 micias. La media para esta mig
ma caracteristica es asimismo, ligeramente mayof para las cepas -
16ca1és, 28.1 micras, contra 23.3 micras de las cepas extranjeras,

Otra diferencia es la del didmetro miximo de la vacuola
contrdctil que en las cepas locales fue de 5.2 micras, mnientras -
que.en las extranjeras fue de 4.8 micras. Sin embargd, todas es-
tas pequefias diferencias de dimensidén no son estadisticamente sig
nificativas a la luz del andlisis de varianza efectuadd, por lo -
gue las cepas regiomales pueden consi@ei'arse con seguridad dé‘rl.tro
de laz misma especie gue las extranjeras. Este hecho queda refor-
zado por los resultados obtenidos dél estudio de otros caracteres
de los qrganismOS, taies como el didmetro del nlcleo, el del nu--
cléolo y aquéllos proporcionados por la medicién de los quistes -
(Tabla Iﬁ).

También para N. gruberi , pero ahora con el estudio he
cho con la microscopia electrdnica de transmisidn en la cepa B-1,
nuestras obsérvaciongs difieren parcialmente de lag de oﬁrcs auto
res y.ﬁos permiten ofrecer aléunas aportaqionés novedosas al acer

vo de datos ultraestructurales de esta especie.
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En concordancia con otros auwtores (Carosi et al. 1977;
Willaert y Ray, 1973; Carter, 1970), para diferentes especies —--
del género Naegleria sp., nuestras observaciones coinciden en el
sentido de gue la cepa regional (Z-1), exhibe un modeleo estructu
ral gue es comfin a otras especies del mismo género como N. Jadi-,
ni Willaert y Ray, 1973; y como N. fowleri carter, 1970.

Egte patrén de organizacidn estructural comin a2 todas-—
las especies del género Naeglexria sp. e halla constituido bidsi
camente por: uﬁ nicleo delimitado por una envoltura provista de-
poros y de ribosomas en su hoja éxtarna, un reticulo endopldsmi-
co fugoso, un caricsoma en el centro déllnﬁcleo, la presencia de
vacuclas digestivas y pulsdtiles, mitocondrias, ¥ un reticﬁlo-qg

dopldsmico liso.

En cuanto a otras caracte;:.f.sticas que pueden variar de
especis a espeéie Yy aun de cepa a cepa, coincidimos con las ob--
servaciones de vickerman (1962), visvesvara y Callaway (1974), -
Lastovica (1975)y Ccarosi et al., (1977), dado gque no encontramos-—
un aparato de Golgi bien definido y en su lugar detectamos sola-
mente algunas vacuolas alargadas gque se asemejan burdamente a --
las cisternas tipicas del grgancide mencionado.

Las mitocondrias de los especimenes locales, aungue de
estructura variada, presentaron con frecuencia la forma de clava,
yva reportada para N. gruberi épr vickerman (1962}, y <Carosi gﬁ

al. (1977).
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En este sentide pensamos junto con carosi et al. que la
forma de clava no debe considerarse como criterio diagnostico ex-

clusivo para esta especie, puescCarter(1970), Martinez et. al. ({ -

1974), visvesvara y callaway (1974), y Lastovieca (1975), 1la han

reportado en N. fowleri, y también Rondanelli et al. (1976), la
han gncontrado, aun cuando en forma excepcional, en Acanthamoeba-
astronyxis.

En el caso de las mitoncondrias de la cepa local, se en
contraron frecuentemente, dentro de ellas, dreas densas unbicadas-
en la matriz, ohservacidn gue coinecids ¢on lo reportade por Caro-
-gi et._al. (1977), para 1la misma especie.

otré de las caracteristicas que se sefiala como criterio
diagndstico para esta espacie (Carosi et al, 1977), es la de la -
" asociaciédnde glébulos de lipidos con el.reticulo rugoso. Noso--
tros la encontramos en 103 organismos estudiados. Por otra parte,
alguncs autores (Visvesvara vy callaway, 1974; carter, 1970; y Ca-
rosi et al. 1977f, seﬁalan también con cardcter diagndstico para
N. gruberi la disposicidn de los gldbulos de lipidos en forma de
. una corona perinuclear. En este sentido nuestras obsexvaciones -
no nos permiten afirmar la existencia de una corona perinuclear -
tipica de gldbulog grasos en los especimenes estudiados.

8¢lo en algunos casos las inclusiones de grasa se halla.
ban en relacidén con 1z hoja externa de lé envoltu;a nuclear; en -
la mayoria, los glébulos grasos, se encontraron dispersos en el —

" citoplasma, asociados al reticulo rugosc y en forma libre. En qg
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so de repetirse esta obsérvacién en otras cepas regionales, tal
hecho nos permitiré cuestionar la validez della corona de lipi-
doe perinucleares como criterio diagndstico para M. gruberi, va
que la ausencia de esta caracteristica en los especimenes loca—_
les puede ser propia de la cepa Z~1 y no de otras. De hecho,-
este constituye el objeto de andlisis de un estudio que el au-—
tor desarrcllard posteriormente,

Otros componentes ultraestructurales que algunos autg
res describen como tipicos de §. gruberi, tales_ccmo las parti-
culas semejantes a virus (Schuster, 1969: Schuster y DunneEacke.
1974 2 v b )}, no fueron detectadas nunca en £l casp de la cepa-
estudizda. |

Esta ausencia de particulas semejantes a virus en la-
cepa Z-1 estd también en desacuerdo con las observaciones de -

_Carosi et al. (1977), quienes las detectaron abundantmente en -

organismos de N. gruberi, N. fowleri y N. jadini. Lo mismo que
dijimos para la corona perinuclear detlipidos vale.para egte ha
llazgo en la cepa local. BSe requieé; el.estudio de mas cepas'—
© gue proporéione mayor informacioén al'resggcto.

. En cuanto a las vacuolas pulsdtiles, visvegvara vy Ca-
ILlaway (1974)f Lastovica (1975) y Carosi et al., (1977), sefialan
que se trata de organoides de estructura simple. 8in embargo, -
nosotros encontramos en la cepa estudiada una zona citopldsmica

perivacuolar, provista con abundantes vesiculas pequefias vy con-

algunas mitocondrias que en conjunto constituyen el espongioma,
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ébmplejo estructural gue hasta hora sdlo habia sido descrito pa-
ra las amibas grandes como A. proteus Leidy, 1879 (Andresen— -~
1973). Este hallazgo no habia sido descrito antes para ninguna-
cepa de N. gruberi. ‘

.En sintesis, nusstras observaciones sobré la ultraes=—-
tructu;a del trofozoito dé la cepa Z~1 de N, gruberi,‘concuerdan,
en lo:general, con. las descritgs en la literatura para otras ce~
éas de la misma especie, ¥y aun para especies diferentes dentro -
del mismo género; pero, hemos detectado aigunas diferencias que~
pueden ser tréscendentales si_se reconfirman'en 6tras cepas, pues
to que cuestionan la validez de algunos criterios que tradicional
mente se han venido considerando como diagnésticos, tanto a ni--
vel especifico como genérico ~Tal es el caso de las particulas-
semejéntes a virus y de la corona perinuclear de iﬁpidos, qﬁe -
nunca fueron deteetadas en los. especimenes eétudiados pOor Noso—-
tros.

Por otra parte si 'hallamos una complejidad estructu--
ral en torno de la vacuola pulsitil, en la forma de uﬁ espongio-
ma como el degecrito para £l grupo de las amibas grandes de vida=-
libre. |

Lo anteriormente expuesto, nos permite constatar que, =
en el caso de las amibas limax, la microscopia elactrdnica es un
arma Gtil, ain ﬁo plenamente explotada, dgue puede proporcionar -
nuevos criterios y ratificar o rectificar los antiguos, todo lo-

cual conduce hacia una taxonomia mds adecuada.
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En lo gue respecta é A. astronyxis, el andlisis compara
tivo entre nuestros hallazgos con microscopia de luz y agquéllos -~
repdrtados por Bage (1966), para esta -misma especie, aparece en -
la tabla X. |

Del examen Qe asta tahlé se éeduce que los dateos de - -
nuestro estudio caen denﬁro de los intervalos ﬁe variaecién enmun—-
ciadog por Page para la cepa exgranjera ekcepto en los casog de -~
difmetro miximo de la vacuola contrdctil que es de 11.0 micras pa-
ra las cepas regionales y‘de 10.4 micras para la extfanjera; lo -
mismo puede decirse para el didmtro mdximo de niicleo v del macléo
lo gue es de 5.8 micras y de 3:6 micras respectivamente dentro de
las cepas regionales y de 5.3 micras y 3.3 micras para las extran
jeras, 8in embargo, el andiigis de varianza nés confirma agui, -
“rigual gue en el caszo de M. gruberi, gue estas variaciones ﬁo son- -
significativas por lo que las cepas regionales pueden considerar-
se con seguridad dentro de la misma especié gue la extranjera. Eg
te hecho queda reforzado por los resultados obtenidos del estudio
de étroé caractexes de los organismos tales como la longitud de -
la amiba extendida, el didmetro dél nﬁcieo v del nucléolc eta. --—

(Tabla. X}.

Con esto concluimeps este andlisis deseriptivo y compara
tivo de la fase trofozoide y gquistica de N. grﬁberi f de A, as-—-
t;l:onzxis para pasar a analizar uno de los procesos tipicos gue -
se presentan en N. gruberi, el de la capacidad de transformacidn-

ameboflagelar.
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CAPITULO IV.

RESULTADOS.

SEGUNDA PARTE:

TRANSFORMACION AMEBOFLAGELAR
ESPONTANEA E INDUCIDA EN' OCHO

CEPAS REGIONALES DE NAEGLERIA

gruberi

"No te mezcles con agquéllos gue

son dados a cambiar™......

Proverbios 24, 21,
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Algunas amibas del grupo limax muestran dentro de su -
ciclo vital estadios transitorios, durante los cuales son capaces
de producir flagelos. {Lamina II; figs. 2-4). Para ser mis preci
gos la transformacidn ameboflagelar es un fendmeno demdstrado hasta
ahora en los géneros: Maegleria sp. Alexeleff, 1912, emend. cal-
kinsg, 1913; Tetramitus sp. Perty, 1853; v Heteramoeba sp. Droop,
1962; todos ellos pertenecientes a la familia vahlkampfiidae.

| | El dimorfismo de estos organismos, determinéldurante -
mucho tiempo la incertidumbre de su clasificacién dentro del gru
po de los Sarcodarios, y en ocasiones dentro del grupo de log --
flageladqs. (Page, 1966} govee_y Jahn, 1968).

Hollande en 1942 (Ppage, 1966), consgideraba en su estu~
dio sobre flagelados 1iﬁres, que los‘ameboflagelados repragenta
ban las formas mids evolucionadas dentro dal grupo, mds que un es
tadio pasajerc de una amila.

En contrapogicida a egte dltimo alguﬁos autores aceptan
(Bovee y Jahn, 1966 ; Margulis 1967, 1968, 1971), que los amebo-
flagelados pueden parecerse a los representantes‘ancestrales de~
las amibas. En este sentido, los ameboflagelados fueron conside
rados por Schaeffer en 1926 (Page, 1966}, como las formas mis —-—
primitivas del grupo de las amibas que han.conservado la capaci-
éad, aun cﬁando transitoria, de formar flagelos.

Hemos realizado el estudio sobfe la capacidad gue los-

organismos de ocho cepas regionales de N. gruberi exhibieron pa~
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ra transformarse, de individuos ameboides en organismos flagela-

dos, proceso denominado transformacidn, v del fendmeno inverso, -

I

es, decir, del paso de la forma flagelar al estado ameboide, fend

meno denominado reversidn.

INDUQCION DE LA TRANSFORMACION AMEBOFLAGELAR..
| I2 induccién de la transformacién se realizé utilizan-

do agua destilada en proporcidn 1:1.

pransformacidn egpénténea e inducida: la transforma--—
.cién ocurrid en forma esponténea en las ocho cepas estudiadas, -
mientras se hacia la observacién de las muestras; pero témhién -
pudo ser inducida al diluir el medio de suspensidn con agua des-
tilada. La mayoria de las formas flagélﬁresoob#ervadas reveftig
ron también, en forma espontdnea, a la fase ameboide. Aunﬁue -
no hicimos conteos péra calcular la proporcidn de cé€lulas que ~-
efectuaban la transformacidn, si detectamos diferencias notables
entre log organismos de distintas muestras, en cuanto al peri;dﬁ
‘ de latencia necesario para que se iniciase la transformacién, una
vez inducida con agua destilada.

giende de tres minutos en las muestras qﬁe procedian -
.de su habitat natural (suelo y rio) y de 35 y 65 mins. para las
muestras procedéntes de piscinas y grifos.

Observamos muestras en las gue la mayoria de las ami--
bas efectuaron la” transformacidn, y s6lo en una de las muestras—

de las piscinas, las formas ameboides ge transformaron en flage—
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lados ®&n un cien por ciento.

Ia forma flagelar de N. gruberi casl siempre exhibe -
dos flagelos, aungue pudimos encontrar organismos con ﬁno solo ~-
(Ldmina II figs. 2 y 3).

En caso de existir dos flagelos, poseen la misma longi
tud y son ligeramente mis largos que la misma célula.

' Los flagelos nacen de una pequefia depresidén situada en
la parte -mds anterior del organismo (en los casos de forma ovoi~
de o eliptica), pero es dificil decir gque se tlrata "de un macimien
to anterior cuando la forma flagelar es esférica o cuando menog-—
redondeada, como pudimos confirmar en varias ocasiones. (ILamina-
II, fig. 4).

En la mayoria de los casos el nilcleo de los flagelados
se localizd inmediatamente por detrds del punto de nacimiento de
ambos flagelos.

las formas flagelares no muestran la tipica diferencia
cién entre ecto y endoplasma. Ia célula puede ser piriforme, e-
lipsoidal), alargada o redondeada. En el caso del contorno piri;"
forme, la parte posterior resulta redondeada, Ia vacuola con- -
trﬁctil es por lo general posterior en ios flagelados. Indepen-
dientemente de su forma los flagelados observados en vivo, no ——
mostraron ningin cambio morfoldgico notable aun en el momento de
desplazarse con rapidez por 21 batimiento de sus flagelos. Esto

. sugiere que el estado flagelar constituye una forma mds © menos—



95

estable del organismo.

El flagelado rota sobre su eje longitudinal al despla-
zarse y su borde anterior dibuja una hélice. Se cbservaron indi
viduos que auﬁ cuando tenian todavia flagelos se fijaron al cu-—
breobjetos y empezaron a.-emitir preuddpodos. Esta fase transito
ria dimdrfica puede darse durante la transformacidn y durante la
reversién. En esta etapa de transicidn pudimos  constatar que —-
ios organismos efectlian fagoecitosis por Eircunfluencia..En Ccam-—~
bio, parece ser que el flagelado bien definido, con su contorno—‘
rigido v sin citostoma, resulta incapaz de fagocitaf.

Wo se observé en ningfin momento divisidn calularrdurqé

_te Ia fase flagelar. La longitud de las células flagela&as en su
 _forma nadadora mds activa varié de 10.8 a 26.7 micras.

En la tabla XI se comparan las dimensiones de las For-

" mas flagelédas regionales éon lasg gue presenta Page (1966), para
ocho cepas extranje?as. |

Del examen delesta tabla se deduce la gran semejanza -
entre las dimensiones de los dos grupos de cepas.

Durante nuestro estudio nunca encontramos formas con -
tres o cvatro flagelos, mientras qué Page zi las ohservd, aundue
en un porgentaje.muy bajo.

En cuanto a las condiciones que propician la transfor-
macidén espontdnea pueden citarse cambios de pH, de temperatura y

de concentracidn de nutrimentos que ponen en peligro la integri-

dad de la Ffase amibiana.
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-Por otra parte, la fase flagelar no implica, desde el --
punto de vista de la diferenciacidn celular, un estadio de rigidez
o de inalterabilidad. .-

De hecyo, lz fase flagelar representa una forma inesta-
ble, dgue féciimente puede revertir & la fase amibianpa.

Hemos ocbservado en concordancia con Fultom (1970), que-
cuando el animal alcanza lmforma flagelada precisa v definida, —-
gus paredes setornan rigidas y es incapaz de fagocitar. Asimismo,
en acuerdo con Page (1966), y Fulton (197G}, no hemos defectado -
hasta ahora en la fase flagelar de 163 organimos estudiados, ni -
la fisidn bhinaria caracteristica de 1% fase trozoide, ni ningtn -
otro tipo Ae divisidn celular o fenéﬁeno de semualidad.

. %

Sin embargo, hemos obsmervado que en estadios intermedios
de la transformacién amebéflagelar adn no bien definidos, esto es,
cuando el animal exhibe tanto pseudépodos tomo flagelos, es toda-
via capaz de fagocitar bacterias. Esto nos hace considerar que ~
los fenémenos de tfansformacién y reversidn ameboflagelar no de--
ben considerarse como fendmencs bioldgicos di.scretos, s_ino conti-
nuos, dentro de los cuales no se puede establecer tajéntemente, -
ni en forma rigida, determinado fenotipo convencional.

Por otra parte el tiempo de latencia necesario para ini

ciar la transformacién fue variable para los organismos recolecta

dos de diferentes hdbitats. Asi, observamos gue las amibas obte-
nidas de su ha&bitat natural (suelo y rio), presentaron el tiempo-

de latencia mds corto, que fue de 3 mins., mientras que aquellos-
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microorganismos colé-ct:ados de las pisclinas v de los grifos exhi-
biero; un periodo de latencia mds prolongado dque varid de 35 —-
hasta 65 mins,

conviene meneionar aqui el hecho de que la fase flage
lar tiene implicaciones desde el punto de vista épidemiolégico-
v patogénico, cuando se trata de cepas gue exhiben el poder pa-
tégeno (Callicot, l1968 7 J'adlin, 1973; Vandepitte, 1974). como-
yﬁ fué deacrito por Das (1274), parece que la fase flégelar re-—
suita nas efectiva para la invasidn del huésped afectado. Esto
puede &eberse a la facilidad y rapidez de desplazamiento qﬁe ex
hiben los flagelados si log comparamos con lag formas amibianas.

Dadas las caracteristicas bioldgicas mencionédas y da
do gue algunas cepas de este grupo son patdgenas para distintos.
. grupos de animales y para el hombre mismo, (Mackinnon, 1961; Ja
din et al. 1972; Chang, 1974), pensamos que estés variedades pa
tégenas adaptadas.por una parte a un medio de‘vida libre, y por
otra a un hi&bitat endozoico, se encuentran en pogicidn "véntajgv
sa" si las comparamos con otras variedades amebéides o flagela-

res patdgenas estrictamente enddzoicas; comg es €l caso de En—--

tamoeba histolytica (Neal, 1957) y de Trypanosoma cruzi, chagas.
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CAPITULO V.
RESULTADOS,

TERCERA PARTE:

SOBRE LA PATOGENICIDAD DE ALGUNAS

ESPECIES DEL GRUPO LIMAX

"....y expandieron su poder mds
allid de lo esperado, demolien-
do las barreras y extendiendo-

sus confines...."

F. Rivera A. in 1litt.
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Desde comienzos del presénte siglo la patogenicidad de
aigunas amibas limax £fue constatada por diversos ' autores. Re-~
cordemos que Naegleria gruberi fue aislada por Schardinger en --
1899, en heces diarreicas, (Fulton, 1970).

Lesage en 1905, Musgrave y Clegg en 19@6, wWalker en --
1908; ¥ Noc en 19209, (willaert, 1976), aislaron amibas limax en-
Indechina y Filipinas a partir de las heces diarreiéas y de unl—
absceso hepdtico; Chatton y ILalung-Bonnaire en 1912, (Fulton, --
1970), reportaron haber aislado un organismo del género Vahlkamp

£fiz de las heces de un paciente con disenteria. Estos autores

observaron directamente las amibas en las-heces, las gislaron y-
pudieron cultivarlas in gigggl

wWells en 1911, (Fulton, 1970; wWillaert, 1976}, aisld —
amibas de vida libre de las particulas del aire polvosgo y decla-
xd haber encontradoiqepas con poder patdgenoc.

| Whitmore en 1911, Haritmann en 1915 y Pinto en 1922, —_

(willaert, 1976}, sefialaron haber aislado amibas limax ensuée&
tudios sobre abscesos hepdticos. Estos autofes consideraron a -
los organismos aislados como pertenecientes al género yahlkamp—-—
£ffia Chatton y Bonnaire, 1912,

Finalmenté fueron las observaciones sucesivas de Jahnes
v Fullmer (1957), junto con las de :Culbertson et al. (1958, 19259)
las éue no dejaron duda acerca del cardcter patégéno de algunas-
amibas de vida libre. En efecto, después de que estos autores -

observaron las amibas como contaminantes de los cultivos de célu
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las de rifén de mono, procedieron a aislarlas e inocularlas in——.
tracerebral e intranasalmgnte tanto en monos, como en ratones, -
provocando consecuentemeﬁté la muerte de estos animazles a causa-
de menihgoencefalitis aguda. Ias amibas utilizadas en este expe
rimento fueron descritas por Singh y Das (1970), como Hartmanne-

1la ( Acanthamoeba) culbertscni 8ingh y Das, 1970.

Después de esta confirmacién de la patogenicidad en hu
manos, muchos au;ofes corroboraron sn cases subsecuentes la ob--
servacion original al encontrar en los corteé histoldgicos de pa
clentes muertos por mehingoencefalitis, las formas trofozoideéde
estas amiﬂaas, (Anderson _é_j:_ al, 1973; Callicoﬁ'e_t_ al. 1l968: Carter
1968, 1969, 1970 y 1972; Chang, 1974; Hermanne, 1974; Jadin et -
al. ‘1972; Kaspraz, 1974; Martin, 1974).

El interés sobre estas amibas se acéntué adn mids cuan- -
do Wang y Feldman (1961} y Wang (196%), las encontraron en los -
cultivos hechos a partir de exudados faringeos. Esta observa--
cién fue confirmadainmediatamente por Chang (1971), Armstrong y-
Pereira (1l967) f Littlé (1968).

Ia patogenicidad en el hombre, de amibas del género —-
Acanthamoéba, fue revelada originalmente poxr Fowler EE gl. {1965}
"y por Patras y Andujar (1956), gquienes aislaron de un paciente -
" gon meningoencefalitis crénica, trofozoitos del género Acanthaw-—
moeha 8p. en seguida, callicot et al. (1968), y Callicot (1268},

aislaron Acanthamoeba astronyxis en un paciente don meningoence
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falitis.

Kenney (lS?lj, identified organismos del género Acantha
moeba, ap,,.a; realizar la autbpsia de un paciente y lo mismo hi~-
cieron Jager y Stamm (1972), para especimenes de partmannella sp.,
Recientemente Sotelo-avila et al. (1974, 1975), reportaron nue——
vos casos en Estados Uﬁidos.

Fue Carter (1968), el gue aisld por primera vez estas ~—
amibas a partir de liguido cefalorragquidec de un paciente con me-
ningcencefalitis.‘ Este autor verificd posteriormente (1969, 1970,
1972), que se trataba de amibas pertenecientes al grupo limax, -——
gue se parecian mucho a.Naegleria gruberi, v did a esta nueva es—

pecie el nombre de Naeqleria fowlefi Carfer, 1970.

Esta misma especie de amiba recibird el nombre de Nae—-—

gleria aérobia, por Singh y Das (1976). vy de Naegleria invades, -
por Chang (1971).
| Jadin y willaert {1972){ reportaron tres casos de menin
goencefalitis amibiana primaria por K. gruberi.
Hasta la fecha se han descrito en la li£eratura mids de-
100 casos de meningoencefalitis amibiana primaria. (willaert, =——
1976). En la mayoria de los casos el agente causal aislado fue --

Naegleria fowleri, v en el resto, organismos de las especies Acan

thamoeba castelanii Douglas , 1330; A. astronyxis (callicot, --

1968); y N. gruberi (Jadin et. al. 1972).

Los casos 'reportados vienen de los cinco continentes.
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El conqcimiento del mecanismo por el cuwal las amibas de
y;da 1ibre‘adquieren poder patigeno es bastante escaso. Nos po--
driamos preguntar: gson patdgenas desde siempre, o adquieren su -
patogenicidad béjo condiciones dadas?. De acuerdo con Jirovec -~
(1967), la patogenicidad de estas amibas parece est#r asociada a;
numerosos factores uno de los cuales puede ser la adaptacidén per-

facta de estas amibas a temperaturas elevadas encontradas en mami

‘feros homeotermos; otro podria ser la facultad de poder penetrar-

aEtivamente en el cuverpo del huésped,.f uno més, la formacidn de
Quistes gque les permiten no sélo su resistencia, sino también, su
diseminacidn a través dsl aire y del agua. En este sentido con~~
viene‘mﬁﬁcionar los trabajos de chang'(197l, 1974), log de Griffin
(1972) - v los de Willaert (1976), en los.qﬁe gse sefiala gue los of—
gmﬁ@s@ﬂmﬂuhsp,.y®AmMMM%aw:@ewﬁ@ﬁ&
garrollarse a las ﬁemperatﬁras normales del cuerpo humano (36.5°C
a 37°c), o incluso mds altas han resultado ser patdgenos cuando -
ég inoculan en roedore#: mientrags dque loa que no pueden hacerlo -

resultan inhocuos. Segin chang (1971, 1974} vy Griffin (1972) es-

ta aseveracidn sdlo es vdlida para estos dos géneros.

Se sabe que estas amibas, patdgenas © no, no son obligg
toriamente pardsitas y podemos encontrarlas précticamente en cuai
¢quier hdbitat. Han sido aisladas, por ejemplo, en Australia a --

partir del agua dulce y del suelo (Anderson y Jamienson, 1972, -—

. 1973); en Bélgica, a partir de las piscinas v de los grifos (Wi--—
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-11aert,_1976) en Estados Unidos a partir de lagos naturales (chang,

1971) v en nuestro_pais. por el autor (Tabla VIII; Rivera et zl. -
1979).

Tomando en cuenta el punto de vista médico, y refiriéndo

se a nuestro pais, el grupo de los ameboflagelados facultativamen-

te patdgenos reviste especial interés para la explicacién y deter-

minacién del agente causal de.algunos casos de meningoencefalitis~
fulminantes, cuya etiologia viral o bacte?iana ha sido descartada.

Asimismo,‘creemOS'que el conocimiento de la existencia ~
de estos organismos, asi como de su cicio de vida y la determina——
cién de éu'capapidad patdgena, por parte'de nuestros médicos, pue-
de facilitar tanto la identificacidn de estos organismos como agen
te causal de la enfermedad, asi coﬁo la dictaminacidn de medidas -

‘p:ofilécticas que eviten no sdlo la inféccién, sino también inte--—
rrumpan ia'diseminacién €n un momento u otro del ciclo vital.de eg
tos paxdsitos.

El conocimiento completo de la biologia de esfos organis
mos,refiriéndqse ahora especialmente a los patdgenos, podré permi-
tir que, en lo futuro, se obtengan armas de tipo quinmico o medica-—

._mentos gque inhiban o cesen la multiplicacién de estos organismos.

En relacidn a esto, conviene mencionar gue hasta hoy lé—
. terapia-medicamentosa dque mostraba ser dwil para el casc de las —--—
amiﬁés del grupo de la higtolvtica, ha resultado ineficaz en el ca

'so de estas amibas. En realidad, el dnico agente terapéutico efi-

ciente, hoy por hoy, en la lucha contra estos pardsitos es la Anfo
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fericina_B (Carter, 1969).

Deseamos asimismo, mencionar que aun cuando &l aesgg-
1aée de los casos humanos referidos en la literatura mundial de
méniﬁgpéﬁcefalitis amibiana primaria, casi siempre es fatal, -
la 1ncidenc1a de los mismos es relativamente baja (m&s de 100 -
en todo el munde), si la comparamos con lg frecuencia de menin-
goencefalitis de origen viral, bacteriano ¥y amibiano de tipo -

gecundario (Entamoéba histolytica).

En cuanto a la .patogenicidad de las doce cepas estu—
'diadas en el presente trabajo, aungue no fue posible determi-—-
nar esta capacidad mediante inoculacién en mamiferos, por care
cer de los medios adecuados, si se incuba?on las doce cepas a-
temperatura constante de 37°C duranfe catorce dias (Tabla —~-
VIii); pbserv&néosé la degaparicibn totallde las fases troféé;
zoide; guistica y, en sucaéo,flagelar dentro de los siete p;i
-meros dias de incubacibn. Sefialamos este hecho como importante
va gue, Como 1o mencionamos antes, tanto Chang {1971, 1974) co
mo Grlffin (1972), indican gue los organismos de.los génerosg -
Naegleria.sp. ¥ Acanthamosba Sp. gue no sobreviven por mis de-
‘dﬁs éemanas‘a temperatura constante de 37°C, en cualguiera de-
:sus fases vitales, pueden considerarse confiablemenée COomo mo-
patégeﬁos.
| En el casc de las doce cepas locales incubadas a 37°C

ninguna sobrevivi® a la primera semana por lo gue segfin Chang vy

y Griffin deben considerarse como no-patégenas.
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La homogeneidad moxr foldgica acentuada entre las amibas

patbgenas vy las de vida libre, pertenscientes a los géneros Nae-

gleria y Acanthamoeba, ha hecho gue muchos autores, entre ellos

" wWillaert (1976), tomen en considé;ﬁcién las caracteristicas anti
génicas de la membrana celular.amibiana, puestas en evidencia ~-
por el an&ilisis inmunoéleﬁtroforético, comn'ériterio taanﬁmicb,
Gtil a nivel de géhe;o v especie.

Pensamos.que egte nuevo criterio, ﬁnido a ios demég, -
podré‘ser de.gran uti;idad en la identificacidn genérica y espe-
. cifiga de las amibas de vida libre no patdgenas v en las faéul—u

tativamente patégenas para el hombre.
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CAPITULO Vi

DUSCUSION Y

CONCLUSIONES

"Se puede probar todoc lo gue uno
guiera, pexro la verdadera difi-
cultad estd en saber qué es lo-

que unc desea probar".

Alain.
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Ya hemos analizado en la introduccién y en el primer -
capitulo los aspectos m&s importantes sobre las dificultadés que
se han presentadoc histéricamente en el devenir de la sistemdtica
de las amibas; aqui gueremos enfatizar los aspectos més intere—-
santes y agregar asimismo algunos nuevos ¢ue junto con los ante-~
rioraes nos permitan enunciar algunas conclusicnes de uwtilidad ~-
dentrc de este campo.

Cada autor, cada eszscuela, cada é§0ca, han aportado su~.
punto de vista particular sobre‘los criterios taxonémicos que de

"ben de tomarse en cuepta.para hacer una taxencomia objetiva y con
sistente.

tno de los criterios taxonfmicos menos laborioso, y —-

" por ello mis utilizado aun cuando menos confiable, es el de dis-
tinguir a las amibas por su'mbrfologié general y por la forma de
gus pseudbpodos. Este método fue el més usado sino es gue el fini
ca, por los investigadores del siglo pasado v por los del princi
pio del siglo XX. A este respecto conviene recordar las descrip-
ciones admirables de bujardin en 1841 {page, 1966}, las de Leidy
an 1879,'sobre las grandes amibas de vida libre (Bovee y Jahn,-
1866), las de Penard en 1B%0 y 1202 (Page, 1966) y las de Fren—
zel en 1892 (Bovee v Jahn, 196§). Fueron éstas, 6 décadas de in
tenso anilisis descriptivo. Se trataba de explorar un nuavo mun
do y habia gue realizar el inventario de todo lo que se fuese -

descubriendo. Este periodo corresponde cabalmente al estadic —-
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de la taxoncomia alfa del que nosg habla Corliss (1965).

El propio Schaeffer, no pudo escapar a utilizar prefe-
rentemente este criterio, y prueba de ello es su excelente mono-
grafia de amibas aparecida en 1926, Sin embargo, Scﬁaeffer da un
paso firme hacia delante y su trabajo no es s6lo de anflisis si-
no_también de sintesis. Puede decirse con justicia que con Schaef
fer se inaugura una nueva fase de la sgistemitica de las amibas,~-
el estadio‘de la taxonomia beta. Ya en 1931 schaeffer (Page, ——
1966}, se adelanta a su &poca cuando suglere que las difarencias
morfolbgicas entre 1as‘amibas, no son mis gue un reflejo de su--
grganizaciﬁn molecular proteica.

. Este m&todo de clasificacibn basado en un criterio es-
trictamente morfolégico sigﬁe gilendo utilizado en la actualidad.
perc enriguecido por los aspectos fisiolbgicos y aunado a una —

.lista creciente de nuevos enfoques taxonémicos. En este sentido-
es vAlido mencionar los trabajos de Bovee (1953); Bovee y Jahn -
(1966), Page (1966, 1967), Singh y Das (1970) y Jahn Bovee y --
Jahn (1979). . '

otro de los eriteriog taxonfmicos m&s explotado por —
los investigadores para diferenciar las émibas, as el astudio ——
del comportamiento del nGcleo durante la mitosis. Es muy cierto-
gue aungue exista homogeneidad en las estructuras celulares, tam
bién lo es el hecho de que exista heterqgenéidad en la forma de-

divigifn mitdtica.
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‘Sin emba;go, el egtudioc de 1la mitosis ha probade ser-
fitil s6lo a nivel de familia, pues resulta un criterio insufi-~
ciente a nivel genérico j especifico.

En este sentido destacan los trabajos sobre mitosis-—
elaborados por Singh (1952, 1953), por Page (1966,1%67), por —- "
Pﬁssard (1963, 1973) por Singh y Das (1270), gue dan un enfogue
realista de este aspecto en los diferentes grupog de amibas; -
sin embargo, el propioc Pussard (19273}, sefialaba la dificultad -
toxondmica gue se presenta cuando se utiliza la mitosis como —-
ﬁnico criterio. .

Hs quizis Page (1966,1967), el que primero enfatiza so-
bre la necesidad de emplear todas las cafacteristicas diséoni—-
hlng ya sean citopléémicas, nucleares, quisticaé o citoguimi-~ .~
cag. Es por esto que sus trabajos taxonfimicos para las amibas -
;imgg son hasta ese momento los més:completos.

Por su parte Baud y Morard (1953), proponen gue se to
me en cuenta c&mo criterio taxonémico Gtil, la organizacibn Pro
teica submicroscbpica. Scbre esta misma 1inea, Cri;k (l958), _—
sugiere una taxoncomia baéada en las proteinas, que segfin 81, --
son la expresifn mas fiel del fenotipo. .

Adam (1959, 1964 a y b, 1969) y adam y Blewétt {1974)
consideran criterios taxontmicos importéntes los requerimientos

nutricioﬁales v la cantidad de &cido desoxirribonucleice y &ci-

do ribonuecleico.
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A diferencia de lo gue ocurre con sus congéneres paré
sitas (Goldman, 19607 Talis et al. 1968, 1970; Lunde et al. - -
1969; y Capron éﬁ gl. 1972), los estudios serolbgicos en las --
ammibas de wvida libre han sido lamentablemente escasos (Siddigqui
vy Balamuth, 1965; Balamuth y Kawakami, 1967; Cerva 1967, 1973:-
Singh y Das, 1970: Saygi, 1971; y willaert, 1973, 1974, 1976).

Actualmente la mayoria de los amebblogos aédicados -

al grupo. limax {Adam et al. 1974: Cerva, 1973; Carter, 1972 —--

Jadino, 1974 ¥ willaerts 3197¢), prefieren la taxoncmié.propues~
tappor Page (1967), que sigue hasta el nivel de orden, la enun-—
ciada por Honigberg‘gé gl# (1964), Page. partit de los'trabajos-
de Alexeieff (Page, 1966} para elaborarsﬁ clasificacibn de -~ —
1967. Ambos éﬁtores enfatizan los caracteres morfolbgicos y ci-
toguimicos de las amibas.

La clasificacién que se ﬁtiliéa en segundo lu--
gar preferehcial para las amibas limax es la de Singh y Das - -
(1970) . Estos autores retoman el ehfogue sobre el patrdn de 4i-
visifn nuclear ya utilizado desde antes por Volkonsky (Singh, -
1953), para enunciar su esqguema taxonéﬁico.

Como va lo consignamos al principio de este trabajo--
aungue tanto la elasificacién de Page (1967), como la de Sinéhé
y Das (1970), se fundamentan sobre criterios diferentes, la dis
tincibfnentre las familias Vahikampfiidae {Schyzopirenidae) y --
lHartmannellidae, est8 esencialmente caractérizadalpor la forma—

de divigidn nuclear.
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En efecto, la familia Vahlkampfiidae (Page) o sSéhyzopi
_renidae {8ingh y Das), muestra el tipo de divisibn nuclear llama
da promitosis por Nigler en 1909 (Page, 1966}; mientras que la -
familia HartmanneLlidae,gxhibela mitosig tipica de los eucarion
tes,. ¢que ha sido diferenciada recientemente por Pussard (1973) ,~-
eﬁ mesomitosis v metamitosis.

Por nuestra parte pensamos que actualmente e egtd
ereando una taxconomia conflable ¥ veraz, en la gue se consideran
“todos los criterios taxon&mlcos disponibles ¥y a los que se les -
da una jerarguizacidn juiciosa y objetiva. Por lo gque toca al ~-—
grupo ;igég éodemOS decirlque coexisten log tres estadios de la-
si;teméfica (taxonomia alfa, beta y gama), pero qgue se tiende ca
"da vez mis a una taxonomia més integrai. En nuestro estudio toma
mos en cuenta como criterios taxonfmicos todos aguéllos gue nos-
. eran -accesibles, tales como; la forma de locomocibn, la forma de
log pmeuddpodos, el patrén de divisibn nuclear, la forma de los-
quistes, 1a transformébi&n ameboflage;ar, todos ellos analizados
con el microscopio de luz; y el estudio con ﬁicroscdpia electr6~
nica (para la fase trof0201de de N gg eri), v el anéllsls esta
distico de todos los datos morfométricos a traves de la obtenclén
de medias v media de medlas,_lntervalos de variaciftn vy anilisis-

de varianza. Con todos estos datos hemos fundamentado nuastro ——

diagnéstico sobre las dos especies estudiadas, N. grubexri vy A. -

astronyxis.
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Este anflisis global de diversos criterios taxondmicos,’
raglizado con una tendencia integradora nos ha 1levadola las si-
guientes cﬁnclusiones gue pueden ser Gitiles para estudiar a las-
amibas iimé#;

La recoleccién de los organismos deberi hacerse con --
equipo estéril, no sbélo para determinar el origen real de los --
especimenes, sino también‘para evitar el contar dos o mis veces-
los mismos organismos.

El trabajo experlmental habré de hacerse de preferen-—
cia con individuos de una misma clona, ya gque de otra manera --
existirfa siempre la incertidumbre de trabajar con una sola espe
cie. De ahi la impartancia de contar con cultivos monoceclonales a
partir, o de un quiste o de un trofozoito como se hizo para este
frabajo.

Los cultivos habr&n de éstandarizarsg 1o mé&s posible -
para las diferentes cepas (como lo hicimos nosotros con base en
agar no nutritivo inoculado en g. coli), va que de no ser asi --
ﬁno no puede determinar cuinto de las Qariaciones-detectadas se~—
debe a la dieta o a la presencia o ausencia de determinados ali-
mentos. Aqui cabe recordar que el an&lisis comparativo que efec-~
tuamog entre las cepas regioﬁales ¥ las presentadas por Pagelinﬁ
volucraba un factor de variabilidad gue podia haber sido signifi

C

cativo, ¥y que fue que nosotros utiliz@ramos en nuestros cultivos

g; coli en vez de gg éerogenes come lo hizo Page. Sin embarygo,-
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el an&lisis de varianza nos confirmé gue esta variable no fue-
- significativa para ia determinacifn de los caracteres analiza
dos que fueron similares para los do2 grupos de cepas.

Deberd OFSEIV&SE una gran cantidad de organismos, —
lo cual permitird determinar con confianza estadistica el inter-
valo de variacitn dentrc de una especie; especialﬁente cuando-
se trabajan cepas clonales gue suelen variar mucho pese a su —
genbtipo comGn. En este sentido la mayoria de los estadfsticos
gugieren el examen de un minimo de treinta especimenes (sokal-
et al. 1969.) Nosotros examinamos cien especimenes de cada cepa--
para gue nuestro andlisis comparativo con lag cepas extranje -
ras.que también tuvieron cien organismos revisados para cada -
" cepa, fuera m&s confizble.

~ Deberf&n estudiarse todos los estadios morfolégicoa——.
del c¢iclo witzal, en nuestro caso particulér la fase amiﬁiana,—
la flagelada vy la quisticar d¢ preferencia no sdlo con micros—
copio de luz sino también con el électrénico.

Deberén estudiarse las figuras mitéticas, puesto gue
este conécimiento nos permite ubicar los especimenes ya desde-
el nivel taxonfmico de famglia.

La microscopia electrdnica podrd ser, como lo fue --
en nuestro caso, un instrumento utilisimo para detectar wvaria-
cioﬁes morfolégicas de cepa a cepé v de especie a especies, ¥y -

por ello habri de hacerse de rutina.
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Aungue no estuvo a nuestro alecance fealizarlos, tam-
ﬁién son deseables los estudios bioguimicos e inminoserolégi--
cog de las amibas.

Podriamos conéluir finalmente guepara la identifica-
cibn y clasificacién de las amibas gégég el conocimiento del -
mayor nimerc de caracteristicas posible nunca estd de-sobra. -
A mayor conocimiento de la biologia de estas amibas, mayor —-
ekactitud en su identificacién y por ende, en su clasificacién..

Abundando un poco mis en las congideraciones sobre—-
el cultivo de las dos especies en estqdio,pcdemOS decir gue --
los mé&todos de aisiamiento y cultivo utilizados durante la pre
- sente investigaci®n, pefmitieron desarro;lar organismos de vi-
da libre sobre placas de agar inocpladas con g; ggli; El desa
rrollo de las amibas bajo estas condiciocnes demuestra, una véz
mis, gque dstas pueden vivir en un médio ambiente artifieial, -
peroc no nos precisa de modo defiﬁitivo las condiciones reales-
del habitat natural en donde habitualmente se degarrollan.

| - Las amibas limax gue pueden desarrollarse en Placas-
de agar han side denominadas por Page (1966) "amibas de culti—-
vo", pero también "amibas.del suelo” por otros autores (Siﬁgh,

1963; Singh y pas, 1270). Esta Gltima designacidn ha sido apli:

cada especificamente a K. gruberi vy A. astronyxis por Singh y
Das (1970).
TL,ag doce cepas estudiadas en la presente investigaci6n-

han sidoobtenidas de hdbitats naturales (suelosy rfo) yartificia
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les (grifos y piscinas) del Distrito Federal, Méwico.
Por lo que toca a i. Qiubéri yva ba sido detectada pre

viamente en nuestro pais. Ccoronado (1973}, la encontrd en pis-

cinas del Distrito Federal y del Estado de Morelos; L&pez-Ocho

terena et al.(1970), la consigna en su lista taxonfmica de pro

tozoarios de vida libre de México: Rico-Ferrat (1975), la nom-
bra dentro de su listado de protozoarios de las aguasz ﬁegras -
del Distrito Federal; y Tomasini (1975}, la encuentra también-
en las aguas potables de la Ciudad de México. Esta misma espe-
cie ha sido.reportada en el extranjerc por diversos autores, -
tanto'para hébitats naturales come artificiales {Page 1966,-
196%, 1274 ; Bovee y Jahn, 1966; Jadiﬁ,, 1974;: Willaert 1974,-
1976; Cexva, 1973: Chang, 1971, 1974).

En cuanto a Acanthamosba astronyxis es en este trabajo-

que se cita por primera vez para México, tanto en hﬁbitats -
naturales (ric de Coyoacin en el ﬁ.Ff), como en los artificia®
les (grifos y piscinas de la misma entidad). Es también &sta -
la primera vez é nivel mundial gue se aisla A. aétronzxis da -
las égﬁaé de piscinas (cepas locales Al-1 y Al-2). Page (1966),
aislt su cepa dé esta misma especie de las aguas dulces de un-
lago en Wisconsin, Estados unidos.

Tanto N. gruberi como A. astronyxis fueron recolecta-

. das de zonas de muestreo con caracteres muy similares (Tablas-

viII v VIII), lo- gque nos hace pensar que el microh8bitat de am-

bas especies puede ser muy semejante.
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Dado-que esgtas dos especies se encuentran adaptadasg -
no sblo a los tradicionalmeﬁté conocidos como sus hibitats na-
turales, sino tambi&n a los artificiales como las aguas de gri
fos vy piscinas, bien podriamos llamarlas "amibas de h8bitats -
clorados" para subrayar su adaptabilidad a estes medics.

De las nusve cepas regionales cbtenidas a partir de =
organismos recolectados de aguas cloradas, seis correspondie-—

ron a la especie ﬁ. gguberi-y tres a A. ésffonzxié. De estas -

nueve cepas, ocho se obtuvieron de orgsnismos recolectadﬁs en-
la fase guistica y una sola, la cepa Pi-4 de g.‘géuberi, de or
ganismoé recblectados¢en la fage trofozoide, a partir de las -
aguas con cloro., Si se recurre a la tabla VII se corroborarf - ‘
gue la cqncentracién de elore activo para las piscinas varif -
de 0.63 a 1.0 mg. por L., cifra gque seglin Derreumaux =t Q;; ——
(1974), hnpadiriaf cuando menos, la supervivencia y el desarrg
1lo de ;as formas trofozoides. Sin embargo,'en nuestro estudio
si bien es cierto que de seis cepas'aisladas de piscinas, cin-
co de ellas s6lo se obtuvieron de organismos recolectados en -
la fase guistica, también lo es ei hecho de que una de las ce-
pas se haya obtenido de formas trofozoides que "nadaban libre-
mente"” en aguas con una concentracibn de cloro activo de 0.70-
mg/Lie

De esto se deprende que las concentraciones de cioro—

active de 0.5 a 1.0 mg/l. congideradas hasta hoy confiablemen-~
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te amebicidas por citflisis (Derreumaux et él. 1974), no afec
tan ni la integridad ni la viabilidad de la fage quistica de -
las cepas regionales y 1o.que es més trascendente si se trata-
-de cepas patégenas, pueden no afectar, como sucedid con los -
trdfozoitosAde la cepa Pi-4 de N. gﬁﬁberi'la fage trofozoide -
de algunas.amibas Limax,

| Podemog concluir gue todas las cepas locales aisgladas
de ¢grifos y piscinas estén constitﬁidas por organismos gque han
elaborado, a través de la forma quistica la mayoria de ellos,-
.Y de la fase trofozoide, la'minoria; mecanismos de resistencia
a concentraciones de cloro activo gue supuestamente deberian -
desfruirlos por citblisis,

En cuanto a las cepags de la especie N. gguberi, édap;
tadas al habitat artificial de grifos y piscinas, es interesan
‘terseﬁalar que presentaron un periodo de latencia mayor para -
la iniciacibn de la transformacién ameboflagelar, gue el exhi-
bido por sus congdneres del suelo y del rio (Tabla XI). |

fLas dos especies de amibas ;gﬁgg estudiadas, exhiben
pues, una gran capacidad_de adaptacifn tanto en hébitaté natu-
rales (suelo, agua, aire) como artificliales (cuitivos Yy aguas~
cloradas de grifos y piscinas). )

Désde este puntod vista,tanto N. gruberi como A. --
éétronzxié ofrecen especial interé&s. Se trata de animales préc

ticamente ubicuos, adaptados, como ya se dijo; mediante distin
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tag formas dé expresifn fenotipica (quiste, trofozoito, v en -
su ¢aso, fase flagelar), a hébitats tanto naturales como arti-
ficiales.

En su forma quistica son capaces de resistir la dese-
cacdibn, la escasez de nutrimentos, las alzas o bajas de pH, de
temperatura, y hasta la cloracién citplitica;

La fase quis£ica constituye asi; una forma de resis——
tencia.

Por otra parte; alguncs factores fisicos, como las tol
vaneras y ventarrones pueden propiciar la diseminacién de estas
dos especies por la via agrea. De esta manera la forma quisti-
ca se convierte no s6lo en forma de resistencia sino también -
de digeminacibn.

La adaptacidn del animal en su fase trofozoidé,le pexr
mite fagocitar y reproducirse asexualmente por fisibn binaria.’
v en algunos casos resistir 1a cloraciénlamebicida, (como en -
ls cepa local Pi-4). Es esta, por lo tanto; la fase durante la
cual los organismos de egtas especies pueden multiplicarse.

En el caso particular de ﬁ. gzuberi hay que conside--
rar una tercera fase, la flagelar, alcanzada después de elabo-
rados procesos de sintesis proteica y como respuesta a condi-

ciones ambientales adversas para la fase trofozoide.

Desde el punto de vista de biclogia celular, las ami-
bas pequeﬁas del grupo limax constituyen una herramianta mejor

gue sus compafieras de gran tamafio, para los estudios citolbgi-
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cog, dada su gran versatilidad y adaptabilidad a diferentes con
diciones ambientales y de cultivo.
Adem&s de su gran adaptabilidad, propiciada por la --
versatilidad fenotipica que les permite colonizar casi cual --
rquier hébitat, las amibas limax han trasecendido las fronteras~
del modo de vida libre para tornarse facultativamente pbatbge—--
nas y por lo tanto parfsitos. Han invadido algas, invertebra—-
dos, peces, reptiles y mamiferos entre ellos al hombré mismo -
{Mackinnon 1961, Culbertson et al. 1958; Carter, 1968).
Correspondid piecisamente a Carter (1968} la denuncia
del primer ¢aso humano con enfermedad fulminante causada por -
-amibas hasté ese momento consideradas come innocuas para nues-—
tra especie. ' ' :
La transgresitn de la barrera huésped-parisito por —

parte de algunas especies del grupo limax: E. gfuberi, A. cul-

bertsoni, A. astronyxis (Jadin. et al. 1972; callicot, 1968; -
carter, 19%2; Cerva, 1975; Sotelo-avila éﬁ é;;. 1975), nunca--
fue timida ni limitada. Las amibas gue poselian esta capacidad-
patdgena en. los humanos, demoatraron; desde el principic, una-
capacidad invasiva desusada, y'por si esto fuera poco, un neu-
rotrépismo alarmante, responsable, en Gltima instancia, del —-
efecto fulminante y letal. De este modo, de poblaciones de ami
bas aparentemente libres surgen organismos patfgenos altamente

virulentos v de poder letal a corte plazo.
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Organismos pertenecientes a las dos especies estudia-
das en este trabajo han sido comprobados como patégenos para -
el hombre. Fue callicot (1958), y callicot et al. (1958), los-
gque demostraron la patogenicidad de organismos de A.astrponyxisy
Jadin y Willaert (1272}, los gue la demostraron para especime-
nes de N. gruberi.

Por carecer del equipo necesario no hemos podido ir -
muy lajos.en la determinacién'dé la patogenicidad de los orga-
nismos de Ias.cepas locales. Hasta ahora hemos tenidc gue con-
formérnos con la pfueba de cultivo a températura constante de-~
37°C ¢ue segfin Griffin (1972), chapg (1971, 1274) y willaert -
(1976) permite diferenciar las cepas é;t6genasjde las que no ~
_ 1o son, en formafalyamen£e confiable.

Si se observa la tabla VIII se corroborari que la so-
brevivencia de las cepés ‘cul'tivadas a 37°C m&s de dos semanas-
fue nula, mientras que todas las cepas solrevivieron el mismo-
lapso pero coﬁ temperatura'de 25°C. De acuerdo con este resul-
tado ninguna de las cepas locales puede ser considerada como -
patéfgena.

Cuando contemos en lo futuro con el egquipo indispensa
ble paré efectuar cultives axénicos podr& practicarse la-prué—
ha de la determinacifn de patogenicidad por inoéulacién en ma-
niferos.

Colateral a este trabajo hemos venido realizando una-
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investigaciﬁn retrospectiva de los casos de meningoencefalitis
cuya etiologia fue dudosa o nunca se pudo verificar. Esto con-
el fin de detectar posibies casos de meningoencefalifis amibig
na primaria causada por crganismoes de los géneros Naegleria -+
SPes ¥ hcaﬁthéméébé sp.

Hasta ahora sblo hemos revisado veinte casos, cuyas -

laminillas de cortes histolSgicos del sistema nerviocso central

‘se fios permiti6é observar en el Centro de Patologfa del Centro-
Médico Nécioﬂal. Los resultados han- sido negativos, pero segui
mos investigando nuevos casos.

Este trabajo éonstitpye, pues, la fase preliminar de
un estudio m&s amplio encaminado a la deteccibn de cepas patd
genas ¥ ai diagnéstico actual y retrospecfivo de maningoénce—

falitis amibiana primaria en M&xico.




laz

*(L96T) =beda X (p9e1) *Te
- 33 Basgbruon unbes ‘20203034 WNTAUG [SP OIJUSP SLPYTISUUBNLIRH .

A seprrydupyiyes serTTURd ST op & =Eprgscomy uspIG: 18P UOTOENITS T TON O¥AHAD

AYAITTANNYWLIVE . SVOITIGWENTHVA YTTINY
m : : | .

YAIEE0RY o - NE@I0

VIS0H0T . . ASYIOENS

| VRGOIOZTHY | o - | mSYID

- VIOHIODILSWH  ESWIDNEANS

NIACDIVS

|

TIOREOTIID . Y04 SOUIND ¥ozZ0Y0ds ’ . VIOHdODTLSYHNOOH YS- WOTAHALNS

YOZOLOYG . HAIing

A



123

AWbmuu NHYM A 22A0Q SNHVQ NOD3IS SYNJAODEYS WNTAN4 130 ouinza

'XYWIT SYSIWY SY7 30 SVITIWvs svwnpay 30 4 S3IN3Q¥Q S0 30 zo_uqah.w 2 °ON oHQYNno

u<o_44uzz<zhm<x VAL ) AdWEHIYA VA TIOUYHINY Y YWy
: L & [

qaawwmp <o_noﬂoz<:a <a_p¢¢mm YaIINGIB0T3d YOI 00dONDI  valaod0INNyyo N3040
| | . i :
- _ . ;
<dumoq N3I0¥0¥IdNS ,

VIT1I4T ¥3SOINI1L3¥0 4 ¥Y300d0N | 1OV _ I5Y1D

‘ . L _ ]

YINVHOAH YLiavyioiny WNTAH44ns
. | S | . |

YdOHd01T12 Y0Z0H0dS VN 10008YS YHOHA 0D 1 1SYW HNIAHY

L } ] | |
¥0Z0L03d ON | JyEns

!

V1S 1L0ud o _ ontsy



124

TABIA I.- Clasificacidn para las amibas peguefias (incluidas -

Phylum

las del grupo limax), Jahn (1949).

Protozoa Goldfuss, 1818 emend, von Siebold, 1B45,

Subphvlum Sarceodina Hertwig y Lesser, 1874.

- Clase

Orden

Familia

Género

Especie
Género

Especie

Familia

Rhizopodea Von Siebold, 1845.

Amoebida Kent, 1880.

Dimastigamoebidae, Wenyon, 1926: formas pequefias, gene-
ralmente menores de 20 micras; con fase ameboide y fla
gelar,

Naegleria Alexeieff, 1912 (Dimastigamoeba’ Blochmann,

1894).
N. gruberi Schardinger, 1899,

Trimastigamoeba Whitomore, 1211.

T. philippinensis Whitmore, 1911.

Mayorellidae Schaeffer, 1926: con pseuddpodos cénicos-
o puntiformes; material granuloso en el endoplasma cer
ca de la base del pssudépodo; tienen urcide; locomo- -

cién por flujo protopldsmico.

genero Mayorella Schaeffer, 1926

Especies M. bigemma Schaeffer, 1918,

Género

M. vespertilio Leidy, 1879.

M. spumosa Peﬁard. l902.

Astramoeba Vejdovsky, 1881.
Amoeba Bory, 1824.
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Especie Amoeba radiosa Ehrenberg, 1830.

cénero Flabellula Schaeffer, 1926,

Especie F. citata Schaeffer, 1926.

Género  vahlkampfia cChatton y Lalung-Bonnaire, 1912.
Especie ¥. limax Dujardin, 1841.

Género Thricamoeba Fromentel, 1874,

Especie T. limax Dujardin, 1841.

Familia: Hyalodiscidae Poche, 1913,

Género Hyalodiscus pHertwig y Lesser, 1874.

i

Egpecie H. rubicundus BHertwig y Lesser, 1874,

Pamilia: Endamoebidae calkins, 1913:=dividida en cinco géne-
ros scbre la base de la estructura de su nfcleo que-
es vesiculoso; la mavoria de las especies son pard-
sitas intestinales, forman guistes querse expulsan -

con las heces.

Género Endamoeba Leidy, 1879,
Espécie E. blattae Blitschli, 1878.
Género Entamoeba Casagrandil y Barbagallo, 1895,

Especies E. histolytica Schaudinn, 1903.

B. coli Iosch, 1875 emend,Schaudinn, 1903,
E. gingivalis Gros, 1849,
E. invadens Rodhain, 1934.
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género Iodamoela -Dobell, 1919,

Especie I. butschlii Prc;:wasek, 1912,
_@énero Endolimax Kuenen y Swellengrebel,
Especie E. hana Wenyon y O'Connor, 1926,
Género Dientamoeba Jepps ¥ Dobell, 1518.

Especie D._ fragilis Jepps y Dobell, 1918.

1g13.
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TABLA II.- (Clasificacidén para algunas de las amibas pequefag-

del grupo limax segiln Singh (1953).

Hasgta el taxdn de orden (Amoebida), este autor sigue los linea

mientos de la clasificacidn de Honigberyg et al. {1964).

Familia Schizopyrenidae Singh, 1953,

Género:

Definicién: EL nécleo interfisico contiene un nueléolo
central negativo al Feulgen, que se divide dﬁrante la=
mitosié para fofmar las masas polares; pueden formarse
cperpbs inferzonales (parte adelgazada de la clava). -
Las amibas pueden tener mis de un nicleo y algunos Géne
ros efectfian la transformacidn amebofldgelér._ Esta fa

milia fue denominada asi por Singh, por el Gé&nero pro-

totipo Schizopyrenus y de acuerdo con las reglas inter

nacionales de la nomenclatura zooldgica.

Schizopyrenus Singh, 1952,

Nucléolo negativo al Feulgen, gue se divide durante la
nitosis para formar las masas polares. No efectiian la

transformacidn ameboflagelar.

Especies; §. russelli Singh, 1952.
5. erythaenusa Singh, 1952,

8. atopus Singh, 1952.
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Bl génerc Schizopyrenus se escoge como prototipo, ya que las-

amibas incluidas en €1, no forman flagelos y porgue las amibas
que los producen son consideradas por algunos autores fuera —-

del grupo de los sarcodarios.

Género Naégleria Alexejeff, 1912 Singh, 1953.
Se forman masas polares. SE‘encuentian Preseﬁtes cué£
bos interzonales negativos al Feulgen en las ﬁltimas.—
fases de la divisidn nuclear. Efectian la transforma-

cidn ameboflagelar.

M. gruberi Schardinger, 1899. Especie tipo de este gé

nero.

Didagcalus Singh, 1953,
Se forman masas polares, sin cuerpos inferzonales dyg--
rante la divisidpn. Existe la transformacidn ameboflage

lar.

Familia Hartmannellidae Alexeieff, 1912: Singh, 1953.

‘El niiclec interfdsico tiene uno o varios nucléolos ne-
gativos al reulgen. Durante la mitosis &1 o los nucléolos se
dispersan en forma de huso donde los Cromosonas se disponen pa
ra formarlla placa ecuatorial, proceso éste igual al encontra—
do en las célulag de plantas y animales supefiores. fas ami-—

bas pueden ser uni o multinucleadas y no efectdan la transforma

cidén ameboflagelar. Bsta familia toma su nombre del conocido-
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Género Hartmannella.

@énero Hartmannella Alexeieff, 1912; Singh, 1953.
El niicleo interfdsico contiene un solo nucléolo nagati
vo al Feulgeﬁ, Durante';aAmitosis ge dispersa el nu--
cléolo, se organiza el huso y los cromosomas se dispo-~
nen para formar la placa ecuatérial. No efectfian la -
transformacidn ameboflagelar

H- glebae Dobell, 1914,

H. rhysodes Singh, 1952.
H- leptocnemus Singh, 1952.
!

- 2gricola Gooday, 1916:; comb. Singh. 1952,

e B
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TABIA III.- Clasgificacidn taxonémica para algunas amibas li--
bres (inecluidag las del grupo limax), Bovee y --

Jahn (1966).

Estos autores siguen en su clasificacidn los lineamientos esta
blecidos por Hounigherg et al. (1964), hasta el nivel de sub~-
clase (Lobosia éarpénter, 1881), y luego continﬁan con super-
Grdenes, entre los cuales estd el Lobeda Bovee y Jahn, 1966, -

subdividido como sigue:
Superorden Lobeda Bovee y Jahn, 1966.

orden Granulopodida Bovee y Jahn, 1966.
Suborden Tubulina Bovee y Jaﬁn, 1966,
Familia Amoebidae Bronn.

aénero Amoeba Ehrenberg, 1838.

Especie A, proteus Leidy, 1B79. . (vVolvox proteus Pallas, --

1766.}.
Suborden Limacina Bovee y Jahn, 1966.

Familia Pelomyxidae Greeff, 1874.

Género Pelomyza Greeff, 1874.

+

" 'Especie P, palugtris Greeff, 1874 (E. yillosa Leidy, 1878).

Orden Hyalopodida Bovee y Jahn, 1966.

Suborden Eruptina Bovee y Jahn, 1966,



Familia
Género

'Especie

Suborden
Familia
Género

Especie

Familia
Género

Especie

Oorden
Familia
Género

Especie
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Hartmannellidae volkonsky, 1931.
Hartmannella Alexeieff, 1912.

Hartmannella dlebae Dobhell, 1914.

Conopodina Bovee erahn, 1966.'

-Mayorellidae Schaeffer, 19%26.

Mayorella Schaeffer, 1926,

M. bigemmz Schaeffer, 1918.

Entamoebidae calkins, 1913,

Entamogba Casagrandi y Barbagallo, 1895,

. E. histolytica Schaudinn, 1903,

Thecida Bovee v Jahn, 1966.
The;amoebidae Schaeffef, 1926.

Thecamoeba Fromentel, 1874,

T. verrucosa Ehrenberg, 1838.

Las amibas limax quedan ubicadas dentro de este esquem2 en los

érdenes Hyalopodida y Thecida.

Segun esta clasificacidn N. gruberi y A. astronyxis pertenecen

al orden Hyalopodida,_suborden Eruptina y familia Hartmmanne——

llidae.
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TABLA IV.- Clasificacidn taxonémica para las zmibas pequefias-

(incluidas las del grupo limax), Page (1967).

orden Amoebida Kent, 1880,

Familia: vahlkampfiidae Jollos v Lalung Bonnaire, 1912.
Género : vahlkampfia Chatton y Bonnaire, 1912.
Eapecies: Yvahlkampfia vahlkampfi Chatton, 1910.

vahlkampfia avara Page, 1967.

vahlkampfia- inorata Page, 1967.

vahlkampfia jugosa Page, 1967.

Género: MNaegleria Alexeieff, 1912,

Especies: Naggleria gruberi Schardinger, 1899,

Naegleria fowleri carter, 1970.

Género: Tetramitus Perty, 1852.

Especies: Tetramitus rostratus Perty, 1852.

Familia Hartmannellidae Volkonsky, 193L.

Género: Hartmannella Alexeieff, 1912.

Especies: Hartmannella hyalina Dangeard, 1900,
Hartmannella vérmifcrmis bage, 1967.

Hartmannella exundang Page, 1967.

'Hartmannel1a limacoides Page, 1967,

Género: Acanthamceba volkonsky, 19231.

Especies: Acanthamoeba c¢astellanii Douglas, 1930,
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Género :
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Acanthamoeba astronyxis Ray v Hayes, 1954.

Acanthamoeba poliphaga Puschkarew, 1915.

Acanthamoeba_Eglestinensis Reich, 1933.

Endamoebidae Calkins, 1913,

Entamoeba Casagrandi y Barbagallo, 1895.

Especies: Entamoeba histolytica Schaudinn, 1903,

Entamoelba invadens Rodhain, 1934,
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TABLA V.- Clasificacidén de algunas amibas pequefias (incluidas

las del grupo limax), segfin Singh y Das (1978) .

Estos autores siguen hasta el taxdn de orden (Amoebida), l2 cla

' sificacidn de Honiberg et 2l. (1964).

Familia : Schizopyrenidae Singh, 1952.

Género : Schizopvrenus Singh, 1952.

Espeéies: 8. russelli Singh, 1952.

S. atopus Singh, 1952,

Género

: Naegleria Alexeieff, 1912,
Especie:.' . aerobia Singh v pas, 1970
género : bidascalus Singh, 1952.
Especie : Q,rthorntoni :Singh, 1952.
Género : Tetramitus Perty, 1852.

Egpecie : T. rogtratus Perty, 1852

Familia : Hartmannellidae Volkonsky, 1931.

Género: Hartmannella Alexeieff, 1912,

Especies: H. glebae Dobell, 1914.

H. rhysodes Singh y Das, 1970.

H. culbartsonivrsingh y Das, 1970.
N -H. gastellanii Douglas, 1230.

H. astronyxis Ray y Hayes, 1954.

H. palestinensis Reich, 1963.
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Familia : Endamoebidae Calkins, 1913.
cénere Endamoehba Casagrandi y Barbagallo, 1895,
Especies: E. histolytica Schaudinn, 1903.

E. invadens Rodhain, 1934,
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TABLA VI.- Clasificacion de las familias de amibas limax pro~

puesta por Jahn, Bovee y Jahn (1979).

Estos sutores abandonan por completo la clasificacién de Honig -

berg et al. (1964}, y elaboran ;a suya como 8igue (Cuadro 2} :

Fhylum Sprcodina Hertwig y Lesser, 1874,
Subphylum Hydraula Jahn, Bovee y Jahn, 1979,

Clase cyclea Jahn, Bovee y Jahn, 1979.

'Superorden Iokeda Bovee y Jakin, 1966.

Orden Concopodina Bovee y Jahn, 1966.
Familia Acanthamoebidae Jahn, Bovee y Jahn, 1979.

Género Acanthamoebz volkonsky, 1931.

Familia: Mayorellidae Schaeffer, 1926,

- Género Mayorella schaeffer, 1926.

Orden Eruptida Bovee y Jahn, 1966.

Familia vahlkampfiidae Jollos v Léluﬁg-Bonnaire, 1912,

Género  vahlkampfia cChatton y Bomnaire, 1912.

Familia Hartmannellidae volkonsky, 1931,

Género Hartmannella Alexeieff, 1912,

Orden . pPharopodida: Jahn, Bovee y Jahn, 1979.
Familia Hyalodiscidae Poche, 1913.:

géneroc Hyalodiscus Hertwig y Lesser, 1874.
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Familia Flabellulidae Jahn, Bovee y Jahn, 1979,

Género Flabellula Schaeffer, 1926.

Oorden Thecida Bovee y Jahn, 1966.
Famili= Thecamoebidae Schaeffer, 1926.

Género Thecamoeha Fromentel, 1874.

Dentro de esta glasificacidn, N. gruberi pertenece a la fami
lia vahlkampfiidae, y A. astronyxis -a la familia Acanthamoebi

dae.
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TABLA vIir. Listado de las cepas de N. gruberi y A. aétronv--

xig recolectadas de habitats naturales vy artifi-
ciales del Distrito Federal, y cultivadas monoclg

nal y monoxénicamente.

ESPECIE CEPA HABITAT CULTIVO SOBREVIVENCIA DE
IA CEpa MAS DE 2
SEMANAS,
25°¢C. 37°¢
1 ‘ 6
1. M. gruberi =z suelo  Agar-E.coli + -
2, N. g'ru‘beri Co-1 r]’_oz [0 " + -
2 .
3. A. astronyxis cy-l -rfo " " + -
4. N, gruberi Ppi-l piscina3 " " + -
5. M. gruberi Ppi-2 u n u - -
6. N. gruberi Pi-3 "o n " + -
7. N. gruberi Ppi-#4 n o n + -
B. A. agtronyxis al-1 " " " + -
9.-A. astronyxis aAl-2 n " " + -
10. N. gruberi FM-1 grifos n " + -~
5
1l. A. agtronyxis M-~1 grifos . u + -
1
12. ¥, gruberi 2z-1 grifos » " + -

l.- 1Ias cepas Z y Z-1 se recolectaron de los suelos v grifos-
del campus I de la Escuela Nacional de Estudios Profesio-
nales “Zaragoza".

2.- Se trata de un pequefio rio, el Churubusco que corre a un-

lado del parque Vivero de Coyoacdn en el Distrito Federal.
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Para las piscinés ver tabla VII, las cepas Pi-1l, Pi-2, --
pPi-3 vy fi—4 corresponden a las piscinas numeradas del 1 -
al 4. Ias cepas Al-1l v Al-2 corresponden & las piscinas-
5 v 6.

ﬁe la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Au-
ténoma de México.

Del Hospital Infantil de Xochimileo, Distrito Federal.

Ei cultivo monoclonal se realizd tanto a partir de un so-
lo quiste como de un troﬁozoito, aislados en un blogue de
agar que se corta y se transfiere a un nueve cultivo con-~

agar v E. coli.
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. TABIA IX .- Andlisis comparativo entre las dimensibnes 1 de ocho

. - B
cepasregionalesz v ocho extranjeras (Page, 19266) de

M. gruberi,
& E. PAS
PARBMETROS ' REGIONALES EXTRANJERAS .
1.~ Longitﬁd de la amiba |Intervalo de
lista para la- variacidn: 25.7-45.7 14.5-40.7
1oc§hoci5n. a media: 28,1 23.3
' ' 2.- Difmetro del nfclec . {Intervalo de
kvariaciém 3.2-5.1 2.8-5.5
3.- Difmetro del nucléo  |Intervalo de
10; _ ’ variacidn: 2.8-2.9 | 1.8;3.4
A= Vacuolaé'dontrﬁcti—f-l nimerc por or '
les. ganismo: 1-2 1-2
rintervqlo'del didme—
\tz':o miximo: 1.4-5.1 2.8~4.8
5.- QuiStes.
[ Intervalo del didmetro
| Totals 9-15.6 8.6-20.7
’Intervalé del diametxro
\del niicleo: . 2.3-3.6 3.3—592,
rIntervalq del didmetro
‘Pucleolar= - 0.9-2.5 1.0-2.8
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Las dimensicnes se dan en micras y representan el ipterva

lo de variacifn o la media resultantes de la medicidn de~

100 émibés de cada'cega, tanto en el caso de las regiona-
les como en el de las extranjeras.

Las referidas en la tabla VIII;

Page estudid asimismo, ocho cepas diferentes, a las que -
clasifict numerdndolas como sigue: 13,15;16,24,30,36,48 ¥

49, Estas cepas fueron aisladas de hdbitats naturales de

agua dulce en Wisconsin, Indiana, Minnesota y Alabama, Es

tadeos Unides.
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PO . 1
TABLA X.—- Andlisis camparativo entre las dimensiones de cuatro-

cepas regionales2 v uwna extranjera (Page 1966)3, de A,

agtroiwxis,
CEPAS
PARAMETROS REGIONALES EXTRANJERAS .

1.~ Longitwd de-la amiba exten

_ Intervalo del difmetro:

. Forma’

peligica

l6.0-27.2

dida.
Intervalo de variacidn: 26-38.4 25,5-60
Media: 35,1 41.0
2.~ Difimetro dal nicleo’
Intervalo: 5-8.2 4 ,8-9
-3.- Didmetro del nfcléo. Inter-
valo ' 2.9-5,4 2.8-6.2
4.~ Vacuolas contrictiles.
Nﬁmero por Organismo: | _ 1 1
. |Intervalo del didmetro maximo: 9.2-11.0 9,0-10.4
5.- QUISTES. '
" Intervalo del diémtro total:  15.0-23.0 14.0-25.0
Intervalo del difimetro nuclear: 4.4-5.8 4.0-5.3
Intervalo del didmetro nucleélar: 2.8-3.6 2.6-3.3

1j.3-25.1
e
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l.- Las dimensiones de dan en micras y representan el intervalo
de variacidn o la media resultantes de la medicidén de 100 -
amibas de cada cepa, £anto_en el caso de las regionales co-
no en el case de la extranjera.

2.- Las'feferidhs en la tabla VIII.

3.~ Page‘estudié una sola cepa, clasificada como cépa 20, aisla

da de una laguna de agua dulce en Wisconsin, Estados Unidos.
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TABIA XI.~- Andlisis comparativo entre las dimensionesl de la fa
~ se. flagelar de ocho cepas regilonales de N. gruberj:2 ’
v ocho cepas ektranjeras (Page.1966)3, en la misma fa-

se y de la misma especle.

CEPAS
PARMJETROS | ‘ ‘ REGICNALES EXTRANJERAS
l.- Fase flagelada, Intervalo
de la longitud méximas . ,10.8-26.7 i’9,4—2a.3
' Media de la longitud ma-
cima: | 17.5 . 17.3
2.~ Nimero de flagelos
) 1 : 4 ' ++
2 e R
3564 - +

3.- Periodo de latencia para
iniciar la transformacidn
ameboflagelarl

' {Cepas de suelo y rio 3 min, -
[Cepas de piscinas y grifos: 36Aa‘65 mins. - -

1.~ Ias dimensiones se dan en micras y representan el intervalo
de variacién y la media de la longitud méxima Qel flaéelado,
résultantes de la mediéién de 100 organismos de cada cepa, -

tanto en &1 caso de las regionales como en el de las extran-

jeras. .
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2.~ Las referidas en la tabla VIII.
3.~ Corresponden a las cepas de N. gruberi numeradas como sigue:

13,15,16,24.30.36,48 v 49, en su trabajo taxdnomico de 1966,
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LAMINA I
FIGURA I.- Trofozoito de W. grxuberi gue muestra la tipica forma'
limax o de hsbosa. La. lobdpodo anterior: N, nfieleo: U, urcide-

3600 X

"FIGURA 2,- Trofozoito de N. gruberi gue exhibe la formacidn de-

dos lobopodos anteriores y_una vacuola pulsdtil en la regitn

del uroide. La. lobdpodos anteriores; Nu, nucldolo: Vp, vacuola
pulsdtil. 3100°X,

FIGURA 3.~ Trofozoito de N. gruberi en el que se distingus f4cil

“mente el actoplasma de la regidn anterior en forma de Lobépodo.

EL nicleo es particularmente visible y se puede cbsServar en su-

interior el carioscma y una regidn granulosa por fuera de la en

- voltura nuclear. Ec, ectoplasma: Nu , ndcleo; Rg, regidn granu-

losa perinuclear; U, urocide 3120 X ., L '
FIGURA 4.- Forma trofozoide de N. gruberi gue muestra la emisidn

de un pseuddpodo- lateral surgido de la regidn central de la amif"

" ba que le permite modificar su direccién.,Pl,_pSeudépodo 1aterél;

Nu, nucléolo; U, uroide; La, lobdpodo anterior. 3000 X,
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LAMINA II

-FIGURA 1.~ Trofozoito de N. gruberi en el proceso de msunir la
forma esférica. Coloracién supravital con verde de Jano.Vp, va-
cuola pulsdtil; Mi, mitocondrias; Nu, nucléolo o carioscma. 33~

00X .

FIGURA 2.- Forma uniflagelada de N gruberi despuds de la induc-
¢idn con agua destilada. ¥, flégelo; Da, depresidn anterior; S,

:

soma. 3000 X .

FIGURA 3.~ Forma flagelada elipsoidal de N. gruberi en la que -
se cbserva la vacuola puladtil (Vp). dpmo es 1o habitual el fla
gelo (F),‘es ligeramenﬁe mds largo gue 1la célula. 3000 X .

P

FIGURA 4,.- Fage flagelar de N. gruberi con soma esférico. F, £fla

gélo; Vp, vacuola pulsgdtil; S, soma. 2200 % .,
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LAMINA A III

FIGURA l.- Fasa gquistica temprana dé N. gruberi. Se observan —
~las dos hojas gue constituyen la pared del guiste y el citoplas-—
mé granuloso. He, hoja externa del guista: HL, hoja interna del~ )

guiste; Ci, citoplasma. 2800 X .,

FIGURA 2.~ Quiste maduro de N. gruberi immerso en un enjambre -~
bacteriano., He, hoja externa del guiste; Hi, hoja interna del -~

quiste; Ci, citoplasma. 2800 X ,

FIGURA 3.- Qﬁiste'méduro de N. gruberi tefiido con coloracién su-
.pravitai qqe'evidencia los cqﬁponepteé lLipidos de la pared guis-
tica y de ;os ta?ones de 1os-por05. T, tapdn: He, hoja externa -
del éuiste; Hi, hoja interna del quiste; Ci, citoplasmau 3700 X.

Sudén negro.

FIGURA 4.- Quiste maduro de N. gruberi coloreado supravitalmente
{(8udan negro), en el que pueden distinguirée las dos hojas de la
‘pared guistica. He, hoja externa; Hi, hoja interna;

Nu, nucléole; Ci, citoplasma . 3700 X .
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LAMINA IV

FIGURA l.- Trofozoito de Acanthamoeba astromwwxis en el gue sSe-
obgerva un pseuddpodo anterior ancho y varias proyecciones fi-
nas del ectoplasma que. constituyen los acantopbdios. A, acanto
podios; Ps, pseudépodq ancho;IVp, va&uola pulsdtil; N, nucléo-

lo; U, uroide. 2800 X . \

FIGURA 2.~ Forma trofozcide de aggﬁthgmggbg astropyxis en la gue
1a formacidn de acantﬁpodios a8 predominante; A, acantopodios;:-
Vp, vacuola pulsétil;.U, uroide 3500 X . ‘

FIGURA 3.- Forma trofozoide de A. Astronyxis en ;é gue se cbser
va la regién del uroide. Ps, pseuddpodo anterxrior; U, regiﬁn'dei
urbide; cd, copa diggstiva: B, bacterlas préximas a la copa. 3000

X .

FIGURA 4.- Quiste de A. astronvxis. Ec, ectoguiste; En, endoguis-—

te; Ci,‘cotbplasma,v4000 X .
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LAMINA V.

Micrografia electrénica de una amiba de la espe-
cie H. grﬁberi. N. niicleo; Nu; nucléolo: En, en-~
voltura nuclear; Mi, mitocondrias; Ps, PseudSpo-
do; Rer, retfculo endopldsmieo rugosc 12000 X. -

Barra 1 u.
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LAMINA VI

FIGURA 1.- Micrografia electrdnica de N. gruberi en la gue se
observa la membrana p;asmética (Mp), vacuolas de pinccitoais-
(Vp), mitocondrias (M), ovoides o en forma de clava ¥ una in-

. g
clusidn de lipidos (Li). 21750 X. Barra 1 u.

FIGURA 2.- Micrografia electrénica de H. gubexi en la gue se--

dbaerva la vacuoladigestiva (vd) y su membrana limitante (Myd),
asi como los residucs de la digestiéh de una bacteria (b).. Tam
bidn se cbservan numerosos riboscmas libres (R1) . 43500 X ., Ba

rra 0.5 u.



LAMINA VI

TESIS CON

by

QRIGEN

FALLA DE

{




170

LAMINA VII

FIGURA 1.~ Micrografia electrdnica de N. gruberi en la due Se
observa el nfclec (¥} y el nucléolo (Nel), el reticulo endoplds
mico rugoso (Rer}, la membrana plasm&tica (Mp), los riboscmas

libres (R1) y las mitocondrias (M). 29000 X. Barra } u.

FIGURA 2.~ Micrografia electrénica de N. gruberi en la gue Se
cbserva la envoltura nuclear con sus poros (puntas de flecha)
y con ribosomas adheridos a 1a hoja externa (dcble asterisco),

N (miclec). 43500 X . Barra 1 u .
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LAMINA VIIL

 FIGURA 1.- Micrografia electrénica que permite evidenciar la

abundancia de reticulo endoplasmico rugoso (puntas de flecha),

-a8i como la existencia de lisosomas primarios (L), ribosamas 1i .

bres (R1), nicleo (N}, y los poros nucleares (Pn). 14500 X. Ba

rra L u .

FIGURA 2.~ Micrografia electrdnica de §N. gruberi gue permite
- evidenciar un cuerpo residual (Cr), la vacuola digestiva (vd),
los ribosanas libres (R1) y el retfculc endoplésmico rugdsog -

(Rer) 14500 X, Barra 1 u .
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LAMINA IX
FIGURA l.- Micrografia electrdnica de N. gruberi en la gue Se -
evidencian ademds de las mitocondria&fif) ,el niclee (N) el nucléo

1¢. (Ncl) y scbre todo el espongioma (E) adyacente a la vacuola -

contrdeotil (Ve). 14500 X, Barra L u .

FIGERA 2.- Micrografia electrdnica de H. g'ruber:!. due ilustra la
‘presencia del ectoplasma (Ep) entre la nenlfrana plasmitica y el
éndqplasma, agi como la presencia de cuerpos intramitocondria--
les (Cim) en mitocondrias de tipo esféricc_: {1} 14'500_! 1;{. Barra 1
4 .. En el recuadro e muestra un. paxr de mitoc;ﬁndrias coﬂ los -

cuerpos de inclusidn, 50000 X . Barra 0,2u.
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LAMINA X

Microérafia electrénica de N. gruberi gue pone en evi-
dencia la presencié de mitocondrias pa_rinucleares (Mpn) ,
1a de los pseunddpodos (Ps) asi como el proceso de fago-
citosis, sefialado por la punta de flecha. N, nicleo; Mp,
membrana plasmdtica. Mn,melnjzrana nuclear 14000 X. Barra

1 u.
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