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METAMORFOSIS

Durante muchos años de mi vida jugué con un hermoso-

osito da peluche color naranja; hasta que en un sueño me encqn

tré con él, sentado como siempre. Me aproximé a sentir su ba-

rriguita blanca y muelle, y sin que yo lo esperase, comenzó a-

hablar diciéndomej "jhace tanto tiempo que he esperado este rao

menfcoJ; he recorrido sin descanso tus infinitas sendas interití

res, he salvado los más grandes abismos de tu espíritu, he lu-

chado con brio ante tus enemigos y te he defendido en inconta-

bles ocasiones aun de tí mismo.

vengo desde lo más profundo de tu mente, y te encueji

tro, por fin, aún con vida. Deseo aprovechar este encuentro -

impreparado para expresarte mi mayor anhelo: no quiero por más

tiempo ser de fieltro, deseo tener un corazón que lata al rit-

mo de la vida y que sea mi esencia más pura la de ser pensante.

Contigo, anhelo virar del negro hasta el purpúreo, alcanzar la

cima y lo profundo, y en su momento, llegar a los linderos mis

mos de la muerte. Quiero, para decirlo en una sola frase, que-

me dejes ser en tí, lo que siempre has anhelado y no insistas-

más en seguir siendo como hasta hoy, creíste que yo fui".

Después de pronunciar estas palabras el osito calló-

y de sus ojos vidriosos se desprendieron dos perlas que al caer

sobre mis manos me hicieron despertar. Alcé los párpados cansa_



dos y por mis mejillas rodaron dos lágrimas; estrujé el osi-

to entre mis manos y entonces empecé a comprender el universo,

F. Rivera A.
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RESUMEH [|

La historia de las amibas que se estudian se remonta

para Maeqlerja qruberí a 1841, cuando Dujardin (Page,1966), —

describe una amiba pequeña de vida libre y la designa como flmoe

ba. limax . Más tarde Schardinger en 1899 (Page, 1966), descri-

bió la Amoeba qruberi.

El dimorfismo de loa organimos de esta ultima espe-:—

cié, manifiesto por su capacidad de transformación ameboflagelar,

determinó durante mucho tiempo la incertidumbre de su clasifica

ción. Fueron precisamente los trabajos de Page (1966), los que

ubicaron definitivamente a N. gruberi dentro del orden ñmoebida

y perteneciendo a la familia Vahlkampfiidae ( Cuadro 1 ) .

En cuanto a flcanthamoeba astronvaeia. su historia co-

menzó en 1900 (Page,,1966), cuando Dangeard publica la primera

descripción de una amiba con mitosis común, a la que denomina -

ñmoeba hvalina.

Han sido otra vez los trabajos de Page (1966,1967, -

1974) y también los de Singh y Das (1970), los que han permiti-

do ubicar a A. astronvxis dentro del orden Amoebida, familia -.-

Hartmannellidae ( Cuadro 1 ).

En México, por las características peculiares que a-

quí privan el estudio de los protozoarios de vida libre, ha sido

siempre una tarea difícil. La mayoría de los investigadores -

nacionales se "halla orientada preferentemente al estudio de los



protozoarios patógenos, lo cual no sólo resulta comprensible sino

inevitable en un país en el que, como el nuestro, las parasitosis

por protozoarios no son únicamente un problema de salud publica •*

sino también de carácter social y económico.

En nuestro medio los estudios sobre amibas de vida li-

bre y en particular sobre las del grupo limax, han sido esporádi-

cos, escasos y de enfoque muy general. Cabe aquí mencionar los -

trabajos de Lopez-Ochoterena et, a_l. (1970), Coronado (1973), Toma

sini (1975), Rico-Ferrat (1975) y los del propio autor (Rivera et

al. (1979).

El presente trabajo se convierte así, en un paso modes

to pero firme para llevar el estudio de este grupo de amibas des-

de una fase de simple análisis en la que se encuentra (taxonomía-

alfa) , hasta otra superior de síntesis y correlación ordenada de

datos -

Con ello se pretende fundamentar una infraestructura -

que permita en lo futuro realizar un estudio más elaborado y más-

profundo de las amibas limax locales.

El presente trabajo es, de hecho, el primer estudio rao

nográfico realizado en nuestro medio sobre este grupo de amibas,

ñ partir de él se darán los pasos subsecuentes para lograr la de-

tección eidentificación de amibas limax patógenas para nuestra es

pecie.

De hecho, algo semejante ocurrió hace aproximadamente-



veinte afios a nivel mundial. Las amibas pequeñas de vida libre

no merecieron gran atención por los investigadores sino a raíz

de . la detección de su patogenicidad para el hombre (Cárter,

1968).

En nuestra patria aun no han sido detectados ni c a —

sos de meningoencefalitis amibiana primaria ni cepas que exhi—

ban el poder patógeno para producir esta enfermedad.

De ahí nuestro interés, a nivel nacional, por ahon—

dar en el estudio de estas pequeñas amibas de vida libre que en

condiciones especiales, pueden invadir al hombre causándole la-

muerte .

En todo estudio sobre las amibas en el que se inten-

te hacer una taxonomía adecuada el investigador tropieza funda-

mentalmente con las siguientes dificultades; aquéllas inherentes

a los propios organismos estudiados, aquéllas q.ue> dependen de -

la brevedad o por lo contrario de la prolijidad de las descrip-

ciones hechas por diversos autores, y finalmente, aquéllas que

dependen del mayor o menor desarrollo de las técnicas .

En cuanto a los criterios taxonómicos utilizados por

diversos autores en distintas épocas, éstos han variado amplia-

mente según la época, pero haciéndose cada vez más precisos y -

confiables.

Por su importancia se analizan y comentan en este tra

bajo en orden cronológico los esquemas taxonómicos de Jahn ( —

1949), Singh (1953), Bovee y Jahn (1966), Paga (1967), Singh y-



Das (19.70), y Jahn, Bovee y Jahn (1979) .

La taxonomía amibiana actual se encuentra a nivel -

mundial y en México, en diferentes estadios de su evolución —

que van desde la taxonomía alfa hasta un inicio de la fase ga-

ma. Se vive así, una etapa de transición hacia una taxonomía-

integral cuyas bases fueron cimentadas por los autores de las-

clasificaciones que hemos consignado.

En el caso particular de este ;trabajo se consideran

los siguientes criterios taxonómicos para la diagnosis de a m —

bas especies: forma locomotriz, forma pseudopodica, patrón de-

división nuclear/forma quística, capacidad de transformación -

ameboflagelar, ultraestructura y'análisis bioestadístico pobla-

cional. Abundando en este ultimo punto»el presente trabajo, -

siendo de carácter tipológico poblacional, aporta datos nuevos,

recogidos de las cepas locales, que pasan a incrementar el acer

vo mundial de datos, del que se dispone para poder rebasar el-

estadio beta de la taxonomía amibiana, en especial del grupo -

limax.

Se recolectaron muestras procedentes del suelo, de-

un río y de las aguas de grifos y piscinas (Tablas VII y VIII).

De ellas se aislaron los microorganismos estudiados mediante -

filtración. Los especímenes aislados se cultivaron monoclonal

y monoxenicamente en agar inoculado con I3-. coli , y observados

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



ra la microscopía electrónica se observaron y fotografiaron.

Se obtuvieron en total doce cepas de las cuales ocho

corresponden a N. qruberi y cuatro a A. astronvxis ( Tabla VIII).

Se midieron cien organismos de cada cepa a 100 X con un microme—

tro ocular 6 X y se obtuveron las medias, los intervalos de varia

ción y la media de medias de las estructuras medidas.

Se realizo el análisis morfológico descriptivo de las-

fases trofozoide, quística y flagelar de N. qruberi, y de las fa-

ses trofozoide y quística de A. astronyxis' ; todo ello con micros

copia de luz ( Tablas IX Y X ) . La fase trofozoide de una de las

cepas de N. qruberi (cepa 2-1)/ se analizo ultraestructuralmente-

con mi'croscopia electrónica de transmisión.

Se describen, comparan y comentan las semejanzas y di-

ferencias entre las cepas locales y las extranjeras descritas por

Page (1966) .

Se "hace especial énfasis en la' trascendencia de los "ha

llazgos novedosos detectados en las cepas regionales, para la sis

temática del grupo l'imax. Tal es el caso de las partículas seme-

jantes a virus y de la corona perinuclear de lípidos que no se —

detectaron en los especímenes estudiados .

En el caso de las amibas limax, la microscopía electro

nica prueba, una vez más, en atención a los resultados obtenidos

en este trabajo, ser un instrumento ütil y aún no plenamente ex-

plotado, que proporciona nuevos criterios y ratifica o rectifica

los antiguos, todo lo cual conduce hacia una taxonomía más adecúa
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da.

Se realizó asimismo el estudio sobre la capacidad que

los organismos de ocho cepas regionales de N. griiberi exhibieron,

tanto en forma espontánea como inducida, para transformarse de -

individuos ameboides en organismos flagelados, proceso denomina-

do tránsformación, y del fenómeno inverso, es decir, del paso de

la forma flagelar al estado ameboide, fenómeno denominado rever-

sión. Los datos obtenidos de las cepas locales en este sentido-

se analizan y comparan con aquéllos de las cepas extranjeras

(Page, 1966), en la Tabla XI.

Se efectuó la prueba de la temperatura constante a —

37°C durante dos semanas (Griffin, 1972; Willaert, 1976), para -

determinar la patogenicidad de las doce cepas locales, obtenién-

dose resultados negativos para todas ellas.

El análisis y la síntesis de los diversos criterios -

taxonómicos realizado con una tendencia integradora nos ha lleva

do a las siguientes conclusiones: /

La recolección de los organismos habrá de hacerse con

equipo estéril.

El trabajo experimental habrá de hacerse con organis-

mos procedentes de una misma clona.

Los cultivos habrán de estandarizarse lo más posible-

para las diferentes cepas.

Deberán observarse muchos organismos (por lo menos 30),



para poder efectuar el análisis estadístico.

Deberán estudiarse todos los estadios morfológicos —

del ciclo vital, preferentemente no sólo con el microscopio de -

luz sino también con el electrónico.

Deberán estudiarse con especial cuidado las figuras -

mitÓticas.

En síntesis/para identificar y clasificar las amlbas-

limax, el conocimiento del mayor numero posible de característi-

cas nunca está de sobra.

Además de los aspectos taxonómicos, morfológicos y de

patogenicidad, se enuncian algunos de tipo ecológico. Desde es

te ultimo punto de vista las dos especies estudiadas se encuen—

tran adaptadas no sólo a sus hábitats naturales, sino además a -

los artificiales como las aguas de grifos ypiscinas cuya cloración

es. bien conocida. En este sentido las dos especies consignadas

en este trabajo bien pueden aceptar el apelativo de "amibas de -

hábitats clorados" pues está de sobre probada su resistencia en-

la fase quística (Jadin, 1974; Willart, 1976) y en la quística y

trofoaoide por nosotros en este trabajo. En efecto, nosotros de-

tectamos una cepa resistente (cepa Pi-4 de N. gruberi), a concen

traciones de cloro activo de 0.70 mg/li, cifra que Derreumaux et -

.a.1. (1974), consideran como amebicida.para la fase trofozoide.

Estos son, en suma, los aspectos más relevantes de es

ta tesis a la que consideramos, en su conjunto, la fase prelimi-



nar y básica de un proyecto más amplio encaminado a la detección

de cepas patógenas y.a la determinación del diagnostico actual -

y retrospectivo de meningoencefalitis amibiana primaria en Méxi-

co.



INTRODUCCIÓN

'•• " La suerte favorece solamente a los espíritus

preparados". .

Pasteur.

Con el fin de precisar la ubicación taxonómica de las

dos especies de amibas Haelcrleria gruberi Schardinger, 1899 y. -

Acanthamoéba astronyxis Ray y Hayes, 1954, objetos de este estu

dio, es conveniente referirse a los criterios taxonómicos utili-

zados por Honigberg et al,(1964), Bovee y Jahn (1966), Jahn, Bo-

vee y Jahn (1979), Page (1966, 1967, 1974), y Singh y Das (1970).

De acuerdo con estos autores (exceptuando a Bovee y -

Jahn, 1966 y a Jahn, Bovee y Jahn, 1979), los protozoarios cons-

tituyen el phylum Protozoa Goldfuss, 1818, emend. von Siebold,-

1845; que a su vez se subdivide en cuatro subphyla: Sarcomastigo

phora Honigberg y Balamutfh, 1963; Sporozoa - Leucicart, 1879; Cni

dospora Doflein, 1901; y Ciliophora Doflein, 1901.

Dentro del subphylum Sarcomastigophora se propone, en

tre otras, la superclase Sarcodina Hertwig y Leaser, 1874, divi-

dida a su vez en tres clases, una de las cuales es la Rhizopodea-

Von Siebold, 1845.

Esta clase se subdivide en subclases: Lobosia Carpen

ter, 1861; Filosia Leidy, 1879; y Granuloreticulosia Saedeleer,-

1934, tomando como criterio taxonómico básico la morfología de -

los pseudópodos.
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Las subclases se subdividen en ordenes an los que se-

toma en cuenta la presencia .o ausencia de testa o concha, con lo

que se constituye, entre otros, el orden ñmoébida Kent, 1880, ca

racterizado por los somas desnudos y por lamononuclearidad preva,

lente de sus organismos.

Por su.parte Jahn, Bovee y Jahn (1979), proponen un-

nuevo esquema taxonómico, en el que los protozoarios aparecen —

constituyendo un subreino, dentro del reino Protisfca Haeckel, —

1862, con cuatro phyla, uno de los cuales es el Sarcodina. Tan-

to estos autores como Bovee y Jahn (1966), utilizan las caracte-

rísticas fisiológicas distintivas de los pseudópodos para los —

taxones de clase y orden, relegando la testa y la concha, cuando

están presentes, para caracterizar los niveles taxonómicos de fa_

milia, género y especie.

Page (1966, 1967 y 1974), Singh y Das (1970) aceptan-

y siguen la clasificación propuesta por Honigberg et, al. (1954),

hasta al nivel taxonómico de orden. En los cuadros 1 y 2 se es-

quematiza la posición de las familias de amibas que interesan pa.

ra este trabajo.

El carácter prevalentemente mononuclear que exhiben -

los organismos de la clase Rhizopodea, ss presenta en el caso de

las dos especies de amibas pequeñas que se estudian. La caracte.

rística más importante para establecer el diagnóstico a nivel de

familia es,en acuerdo común de Page (1966, 1967), Singh (1952, -
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1953) y Singh y Das (1970), la forma de división del núcleo.

En este sentido, las amibas pequeñas de vida libre, -

denominadas comunmente limax por su aspecto de babosa durante -

el desplazamiento, presentan variaciones bien definidas que tie-

nen importancia diagnóstica.

As£, la forma de división más común dentro de la cla-

se Rhizopodea, la fisión binaria,puede asociarse en el caso de --

las amibas limax a una mitosis típica y común, semejante a la de

las células de metazoarios, como sucede, por ejemplo., con A. —

astronyxis; o a una forma atípica de la mitosis denominada promi,

tosis como ocurre en el caso de N. gruberi. Tanto Page (1966),

como Singh y Das (1970), utilizan estas diferencias de la mito-

sis para establecer la separación taxonómica a nivel de familia.

Page (1966, 1967, 1974), propone la familia Vahlkamp-

fiidae Jollos y Lalung-Bonnaire, 1912, para aquellas amibas p e —

quenas que efectúan la promitosis; y la familia Hartmannellidae

Volkonsky, 1931, para las que se dividen por una mitosis común, -

semejante a la que se observa en los animales pluricelulares.

Por su parte, Singh y Das (1970), proponen la familia

Schizopyrenidae Singh, 1952 para los organismos que presenten pro

mitosis , y la familia Hartmannellidae para los que exhiben mito

sis ordinaria.

Dentro de estos sistemas taxonómicos K. gruberi queda.

ría ubicada dentro de la familia Vahlkampfiidae según Page (1966,
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1967, 1974), y dentro de la familia Schizopyrenidae según Singh

y Das (1970).

En cambio, A. astronvxis correspondería, de acuerdo

con arribos autores, a la familia Hartmannellidae.

Durante su locomoción las amibas limax modifican cons

tantemente su contorno celular. Este cambio constante de la for

ma se debe principalmente a la emisión y retracción de los pseu

dopados cuya morfología y funcionamiento varían de un instante-

a.otro.

Sin embargo, algunos patrones morfológicos y funcio-

nales exhibidos por los pseudópodos 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

taxonómico adecuado, Page (1966, 1967, 1974), Bovee y Jahn

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

Además de la figura mitótica ya comentada, también-

la forma del núcleo y la presencia de quistes junto con su mor-

fología y.función, resultan criterios útiles y confiables en el

estudio taxonómico de las amibas. Sin embargo, el conocimiento

de estos criterios es aun incompleto o falta totalmente en m u —

chas de las especies, y, en consecuencia, la sistematización a

nivel de orden, familia, género y especie es, frecuentemente, in

cierta y confusa, sobre todo en las formas libres (Boves y Jahn,

1966; Singh y Das, 1970? Page, 1970; y Jahn, Bovee y Jahn, 1979)
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En el caso particular de las dos especies que nos ocu

pan, la posición taxonómica se halla bien definida, gracias so—

bre todo a los excelentes estudios taxonómicos 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) .

Así, N. gruberi se encuentra ubicada (y aquí seguí—

mos los criterios propuestos por Page desde 1966, dado que son -

hasta hoy los más universalmente aceptados para clasificar ami—

bas pequeñas), dentro de la superclase Sarcodina, en la clase —

Khizopodea, subclase Lobosia, orden Amoebida, familia Vahlkamp—

fiidáe, género Naeqleria Alexeieff, 1912, especie H. qruberi —

Schardinger, 1899.

Mientras que, ñ. astronyxis comparte los mismos taxo-

nes que N. qruberi hasta el nivel de orden, y queda ubicada den-

tro de.la familia Hartmannellidae, género Acanthamoéba Volkonsky.

1931, especie A. astronvxis Ray y Hayes, 1954.

En cuanto objetos de estudio, la morfología, los ci—

dos de vida, la reproducción, la nutrición, la ecología y la pji

togenicidad de las amibas limax , han recibido atención en dis-

tintas etapas históricas y por diversos autores.

En 1841, Dujardin (Page, 1966; Bovee y Jahn, 1966), -

describe por primera vez una amiba pequeña de vida libre y le da

el nombre de Amoeba limax.

En 1879 aparece el primer estudio monográfico sobre -
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las amibas lijhax , realizado por Leidy (Bovee y Jáhn, 1966) . Ya

en 1885 Grttber señalaba (Page, 1966), que dado el continuo cam—

bio en la forma de las amibas, parecía difícil encontrar una ba-

se firme que sirviera como criterio para distinguir las distin—

tas espacies.

Durante mucho tiempo se dieron varios nombres a una -

misnía especie, y las descripciones que se hacían eran incomple—

tas y vagas, ya que se basaban en características unas veces cam

biantes y otras veces, inclusive irreales.

Penard en 1890 (Bovee y Jahn, 1966; Page, 1966), e s —

cribe una segunda monografía sobre estos organismos, y a princi-

pios del siglo XX, se convierte en el primer autor que éfecttía -

estudios experimentales con este grupo.

El pesimismo de Dangeard, que lo llevo a enunciar que

"no existe nada más difícil, en verdad, que definir una amiba" -

y el de ñrndt, en los comienzos de este siglo {Page, 1966), s o —

bre la dificultad para distinguir las amibas y clasificarlas en-

especies distintas, fue superado ampliamente por Schaeffer quien

en 1926 (Jeon,1973), a través de un excelente trabajo monográfi-

co, quizá el más preciso y completo hasta ¡entonces, señalo que -

las características fenotípicas de las amibas en su habitat natu.

ral, hacían posible el reconocimiento de la mayor parte de ellas'

y su distinción en especies. .

Después de las aportaciones extensas y adecuadas de -
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Schaeffer, y quizás por eso mismo, se sucedió un período prolon-

gado sin que los nuevos estudios añadieran gran cosa al acervo -

ya acumulado. Este período se prolongó hasta los finales de la-

década de los cuarentas.

Singh (1952, 1953) realiza trabajos importantes sobre

la taxonomía y la filogenia de las amibas, particularmente de —

las del grupo limax, basados en el criterio morfológico del p a -

trón mitotico. Sin embargo, estos estudios tendrían poco eco en

tre los autores de la época y debieron ser replanteados y com—

pletados por el propio Singh y por Das (1970) , en años, posterip

res.

Eovee (1953), inicia,sus estudios sobre taxonomía-y £¿

logenia de las amibas libres, sin dejar de señalar que la identi

ficación de estos organismos constituye uno de los problemas más

difíciles en Zoología. Este mismo autor, junto con Jahn, propo-
/
i

ne un nuevo esquema taxonómico para las amibas, que basado an —

los criterios morfológicos de Schaeffer, los supera y mejora

(Bovee y Jahn, 1966).

'. El mismo Bovee (1970), incrementa el acervo.de cono-

cimientos taxonómicos sobre las amibas limax, esta vez, de las -

de la familia Mayorellidae Schaeffer, 1926.

Page (1966), comienza sus trabajos sobre la taxonomía

de las amibas pequeñas, y redefine los géneros Hartmannella Ale-

xeie£f, 1912, y Acanthamoeba Volkonsky, 1931. Este mismo autor



16

completa sus estudios sobre el tema en 1967 (Page, 1967) y d e s —

cribe entonces ocho especies nuevas, ñ partir de entonces sus -

trabajos se multiplican y se convierte en uno de los principa-

les estudiosos de las amibas, sobre todo de las limax (Page,

1974) . Junto con Bovee, Page, es sin lugar a dudas el autor más

tomado en cuenta por los actuales especialistas de la Amebología,

sobre todo en el terreno de la taxonomía, como lo certifican Ca-

rosi jat^l- (1977) ,'Capron (1972) , Cerva (1973) , Chang (1971) , Das eb

ai'. (1974), Jadin (1973 y 1974) y Willaert (1971, 1973 , 1976).

Si se consideran las tres fases históricas de la sis-

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

mos concluir, que todos los estudios realizados sobre amibas has_

•ta antes de Schaeffer ( y algunos otros después de él ), caen —

dentro del estadio de la taxonomía alfa, es decir, se limitan a-

la descripción convencional e incompleta de especies y grupos de

especies.

Es justamente Schaeffer quien comienza la fase de sin

tesis, esto es, el estadio beta de la taxonomía, al establecer -

un primer esquema de clasificación én todos los niveles faxono—

micos.

Sin embargo, aun en el caso de Schaeffer se siguen es.

tudiando principalmente aspectos morfológicos como la forma de -

locomoción, la forma de los pseudopodos, el patrón de división -

nuclear, la forma del quiste y la posibilidad de dimorfismo feno
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típico.

A partir de la década de los cincuentas, la sistemá-

tica de las amibas se afianza cada vez más en su fase beta. Es

precisamente Bovee (1953), guien comienza a tomar en cuenta los

aspectos fisiológicos de las estructuras hasta ese entonces des_

critas.

La importancia de los requerimientos nutricionales -

como indicadores de las relaciones taxonómicas entre las amibas

y de las relaciones filogenéticas de éstas, fue señalada por —

ñdam solo hasta 1959 y enfatizada posteriormente por ella misma

(Adam, 1959, 1964 a y b ; 1969 y 1974). .

Band (1961, 1962), quien ha efectuado estudios nutri

clónales muy extensos sobre las amibas limax y enparticular en-

cepas de Acanthamoéba rhysodes Singh y Das, 1970; también ha -

señalado la importancia taxonómica de los mismos.

De los aspectos de la bioquímica celular el que ha -

sido más ampliamente estudiado, es el serologico (Sen, Mukerjee

y Ray, 1961; Siddiqui y Balamuth, 1965; fidam, 1964 y 1969; Cer-

va, 1967 y 19?3) .

Más recientemente Cerva (1967), Willaert et a¿. (

1973) y Willaert (1974, 1976), proponen el estudio inmunológico

de las membranas como criterio confiable para la identificación

a nivel de especie.

La aplicación de la microscopía electrónica al estu-
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dio.de las amibas comenzó, en forma importante, con Vickerman —

(1962) . En este campo vale la pena destacar, por su trascenden-

cia, los trabajos de Schuster (1963, 1969), Cárter (1970), wi= —

llaert y Ray (1973), Martínez et al . (1974), Schuster y Dunnebac

ke (1974 a'y b ), visvesvara y Callaway (1974), Lastovica (1975),

Rondanelli et al. (1976), y los más recientes de Carosi et al. -

(1977), que en conjunto han proporcionado numerosos datos que en

la mayoría de los casos refuerzan los conocimientos procedentes,

pero que en otros los contradicen y superan.

Es, por lo tanto, en términos generales, el período -

comprendido durante los tíltimos treinte años el de un estadio be

ta del conocimiento de las amibas (Corliss, 1962) . Sin embargo,

no todos los grupos se encuentran igualmente estudiados, de modo

que en algunos persiste aun al estadio alfa . En cambio hay algu.

nos grupos, sobré todo de organismos parásitos en los que la sis,

temática se halla ya en la etapa gama; este es el caso, por ejem

pío, de Bntamoeba histolvtica Schaudinn, 1903, especie en la —

que los estudios se encuentran ya a nivel intraespacífico y po—

blacional y son de carácter muy especializado.

Por lo que toca a las dos especies que son el objeto —

de este estudio la historia de una de ellas, N. gruberi, se re—

monta a 1841 cuando Dujardin (Page, 1966), describe una amiba pe.

quena de vida libre y la designa como Amoeba limax. Más tarde-

Schardinger en 1899 [Page, 1966), describió la Amoeba qruberi.



19

VahlTtampff en 1905 (Page, 1966), describió una mitosis

atxpica en un organismo que él identificó como Amoeba limax. Es-

ta mitosis atípica fue bautizada como promitosis por NSgler en —

1909 (Paga, 1966) .

Aun cuando indistinguibles en su forma trofozoide, con

promitosis en ambas. A.1 qruberi difería de A. limax por su capa-

cidad de transformación ameboflagelar, proceso ausente en esta —

ultima.

A» qruberi fue colocada dentro del grupo de los rizo-

mastiginos por Awerinzew en 1910 (Willaert, 1976) y por Rafalko -

en 1947, (Willaert, 1976). El dimorfismo de estos organismos, m§_

nifestado por su capacidad de transformación ameboflagelar, deter,

minó durante mucho tiempo la incertidumbre de su clasificación, -

ya dentro del grupo de los sarcodarios, ya dentro del grupo de —

los flagelados, Singh(1953), Bovee y Jahn (1966), Page (1966).

Fueron precisamente los trabajos de este último los —

que ubicaron definitivamente a. N. qruberi dentro del orden Amoébi

da y perteneciendo a la familia Vahllíampfiidae (Cuadro No. 1)

En la clasificación propuesta por Jahn, Bovee y Jahn-

(1979), N. qruberi queda ubicada en el orden Eruptida y dentro

de la familia Vahlkampfiidae (Cuadro No. 2 ) .

En cuanto a A. astronyxis. su historia se remonta a -

Dangeard en 1900 (Page, 1966), quien publicó la primera descrip-

ción de una nueva especie en la que se tomaba en cuenta el tipo-
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de mitosis, y a la que se denomino como flmoaba hyalina. Esta-

nueva especie se convirtió luego en la especie tipo del género-

Hartmannella, creado por-Alexeieff en 1912 .{page, 1966; Wi r- —

llaert , 1976). Las especies de este genero han agrupado, desde

su erección, a amibas pequeñas de vida libre con una mitosis co

mun en la que la envoltura nuclear y el nucléolo desaparecen tp_

talmente.

Han sido los trabajos de Page (1966, 1967, 1974) pr¿n

cipalmente y los de Singh y Das (1970), los que permitieron pri,

mero redefinir y luego reubicar a A. astronyxis dentro del or-

den Amoebida, familia Hartmannellidae y género Acanthamoeba —

{Cuadro No. 2)

En México, los estudios sobre amibas de vida libre ~

y en particular sobre las del grupo limax, han sido esporádicos,

escasos y de enfogue muy general. Conviene mencionar en este -™

sentido el trabajo elaborado por Lopez-Ochoterena et aj_. (1970),

en el que se mencionan: AcanthamQeba hyalina Volkonsk^, 1931;

fimoeba limax Duiardjn, 1841; VahlkamPfia guttula Sctiardinger,-

1899, como amüas libres del grupo limax, aisladas de aguas dul

ees del Pis t r i to Federal y de suelos del Estado de Morelos, Mé-

xico. El de Coronado (1973),que señala haber detectado numero-

sos organismos amibianos del tipo limax „ en las piscinas del -

Distrito Federal y del Estado de Morelos, México, entre los qjüe

: N. gruberi y Hartmannella sp, ñlexeieff, 1912 y-
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Y Vahlkampfia limax.

Otros trabajos an el ámbito nacional son los de Toma.

sini (1975), guien encontró Vahlkampfia limax y N. qrüberi en -

tinacos de la Ciudad ele México; y los de Rico-Ferrat (1975), *-

quien menciona en su descripción a Amoeba vespertilio Panard, -

1905; Acanthamoeba h va lina. Mayor ella biqemma Schaeffer, 1926;

Mayorella cultura Bovee, 1966; Vahlkampfia limax; y Naegleria -

sp. ñlexeieff, 1912, encontradas en muestras de aguas negras -

de la Ciudad de México.

Así como los estudios realizados por el autor (Rive-

ra et, al.1979) en aguas de grifos de registro del Distrito Pede

ral , en las que se detectó la presencia de Acanthamoeba astrony

xis; Acanthamoeba castelanii Douglas, 1930; Flabellula mira —

Schaeffer, 1926; Hartmannela exundans Page, 1967; N. grüberi y-

Vahllcanipfia vahlkampfi Chatton, 1910 y finalmente los gue co—

rresponden a este trabajo con las ocho cepas regionales de N. -

gruiberi y las cuatro también locales de A. astronyxis. (Tabla-

VIII).

Como lo señalaría Corliss (1962), el estudio sistema

tico de las amibas limase, se encuentra en México, en la etapa -

alfa de su evolución, en parte por la gran atención prestada —

por parte de los investigadores nacionales sólo a especies pato

genas como Entamoeba histolytica,y en parte porque son pocos —

los biólogos o médicos gue se dedican a la Protozoología en
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nuestro Pa£s.

OBJETIVO DEL TRABAJO:

El presante trabajo constituye el primer estudio mo-

nográfico realizado en nuestro país solare el grupo ele las a m i —

bas limax, en particular, sobre las especies N. gxüberi y A. —

astronyxis;' y es asimismo el primer paso para lograr la detec—

ción e identificación de amibas limax patógenas para nuestra es,

pecie, que pudieran existir en nuestro medio.

Las aportaciones que la microscopía electrónica nos-

permite presentar en el capítulo III, sobre una de las cepas re

gionales de N. gruberi / constituyen algunos de los aspectos —

originales de este trabajo, que aunados a los de tipo ecológico

y patogénico que también se plantean, constituyen un primer a —

cervo de datos dentro del estudio de las características parti-

culares de las cepas locales.

Una de las características de las amibas de vida li-

bre, pertenecientes al grupo jJunax, que más ha atraído la aten-

ción mundial tanto de biólogos como de médicos, es su potencia-

lidad para convertirse en organismos activamente invasores de -

la especie humana y por ende, patógenos para ella. De este mo-

do y en forma progresiva las antiguas especies amibianas consi-

deradas como de vida libre han ido pasando a engrosar las lis—

tas de los organismos facultativamente patógenos para el h o m —

bre, ocasionándole meningitis, encefalitis o una combinación de
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ambas entidades patológicas, u otros trastornos que afectan el -

funcionamiento de los órganos sensoriales o del aparato digesti-

vo (Fulton, 1970; Willaerfc, 1976).

La motivación más importante para la realización del-

presente estudio se desprende de la potencialidad patógena que-r

Exhiben algunas especies del grupo limax. En este sentido desea,

mos consignar que la patogenicidad en el hombre ha sido compraba,

da ya, tanto para A. astronyxis (Callicot/1968), como para N. —

qruberi (Jadin et al.. 1972) •

Queremos mencionar asimismo, que N. aruberi es desde

el punto de vista morfológico, y utilizando la microscopía de luz,

indistinguible de su congénere N. fowleri, .. cárter,. 1970, cuya

patogenicidad para el 'hombre fue de las primeras en detectarse -

(Cárter 1968,. 1969, 1972).

Consideramos de interés señalar también el hecho de -

que dos especies tan afines morfológicamente como las últimas ™

que se mencionan, compartan hábitats muy semejantes y tengan —

asimismo requerimentos nutricionales muy parecidos (Willaert, —

1976) .

De esto podría desprenderse que arribas especies coexis.

tieran en un mismo habitat y que si se detecta una de ellas, es-

factible que se encuentre la otra. Esto ultimo ha sido corrobo-

rado ya, entre otros, por Jadin et al. (1971, 1972), por Jadin -

(1973, 1974) y por Willaert (1974 y 1976).
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La microscopía electrónica y la inmunoserología espe-

cífica son los mejores criterios para distinguir N. groberi de -g.

fowleri. (Willaert, 1976; Carosi et al. 1977).

El presente estudio reviste asimismo una importancia-

de índole epidemiológica y de salud publica para nuestro pa£s, -

pues :constituye la fase preliminar de un estudio a largo plazo,-

encaminado no sólo a la detección e identificación de cepas de -

amibas limax facultativamente patógenas para él hombre que pudie.

xan encontrarse en nuestro medio, sino también a la detección -

y correlación etiopatogénica de casos de meningoencefalitis ami-

biana primaria que pudieran existir en México, y en los que el -

diagnóstico no se haya determinado correctamente o en los que, —

simplemente, aun no se haya definido.



C A P I T U L O I

DIFICULTADES EN LA

TAXONOMÍA DE LAS AMIBAS

LIMAX

No existe nada más difícil, en verdad, que definir

una amiba ". •

Dangeard.
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Aunque han transcurrido casi ochenta años desde que-

Dangeard enunciara su célebre frase sobre la dificultad para di.s

tinguir a las amibas (Pagei 1966), y aun cuando el conocimiento

de la biología de estos organismos se ha incrementado enormemen

te desde entonces, tal sentencia sigue teniendo actualidad para

muchos de los especímenes amibianos.

La taxonomía de los protozoarios en general, y la de

las amibas en particular es, sin lugar a duda, uno de los pro—

blemas más espinosos con que tropieza cualquier principiante es,

tudioso de la Zoología.

Pese a las aportaciones valiosas a lo:-" largo de la --* -

evolución histórica de la sistemática amebológica hechas, por —

Schaeffer en 1926 (Page, 1966), Bovee (1953), Bovee y Jahn (1966)

Paga (1966, 1967, 1974), Singh y Das (1970), Wlllaert (1974, --

1976) y por Jahn, Bovee y Jahn (1979), por mencionar sólo algu-

nos de los más importantes se siguen presentando dificultades -

serias para establecer una correcta clasificación de los organis

mos amibianos.

Para caracterizar mejor esta problemática es conve—

niente plantear las dificultades con las que tropieza cualquier

amebólogo que desea hacer una taxonomía adecuada. Estas son —

fundamentalmente de tres tipos; por una parte están las dificul

tacies inherentes a los propios organismos estudiados ? por otro-

lado se encuentran las dificultades para utilizar las descrip—
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clones, de todo tipo, hechas por distintos autores; y en tercer-

lugar, las que dependen del mayor o menor desarrollo de las téc-

nicas aplicables a este estudio en las diferentes épocas.

En cuanto a las dificultades planteadas por las ami—

bas mismas, podemos decir que la variación extraordinaria exhi—•

bida por estos organismos es la causa más obvia de la dificultad

en su identificación.

Una de las formas de variación es la que se presenta-

dentro de una misma especie* De acuerdo con Dobzhanslíy (1977),-

podemos llamar a esta variación, tipológica.

Si analizamos, aun superficialmente, cualquiera de —

los esquemas taxonómicos propuestos hasta la fecha para las ami-

bas (a excepción de los de Page), nos encontramos con que todos-

ellos presentan una base má& bien tipológica individual que po—

blacional lo cual, por otra parte, resulta no sólo comprensible-

sino inevitable, puesto que se están manejando organismos cuya -

reproducción es asexual y de los cuales, en la mayoría de los ca.

sos, no se cuenta con un cultivo de tipo clonal que permitiese-

disponer de un reservorio genético común, susceptible de ser de-

mostrado. Pero aun suponiendo que se tuvieran clonas bien defi-

nidas, sólo podría llegarse en el mejor de los casos, a determi-

nar la variación fenotípica que pudiera ofrecer el genotipo tíni-

co de la clona, exceptuando por supuesto, las mutaciones esponta.

neas que pudieran ocurrir.
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De lo anterior podamos deducir una primera hipótesis,

la que sostiene que la determinación del intervalo de váriación-

dentro de una misma especie es una de las metas más difíciles de

alcanzar cuando se trata de organismos asexuales.

Una revisión somera y retrospectiva sobre el campo de

la flmebología nos corroborará la veracidad de nuestra hipótesis .-

De aquí se desprende, asimismo, la importancia de estudiar el ma

yor número de cepas de una misma especie, recolectadas también -

del mayor número posible de regiones geográficas habitadas por -

ellas. Es en este caso, donde la bioestadística puede respaldar

a la taxonomía.

Concretando un poco más podemos decir que, a mayor nu

mero de cep^s estudiadas dentro de una misma especie, habrá m á —

yor numero de datos disponibles y el análisis además de cualita-

tivo podrá ser cuantitativo y por ello, más confiable. Estamos-

aludiendo con esto a la taxonomía numérica y por tanto al esta—

dio gama de la sistemática amibiana . que hasta hoy, es mas- una-

alternativa llena de potencialidad que una realidad demostrable.

Todos los esquemas taxonómicos propuestos para las —

amibas hasta ahora, sa fundamentan, en el mejor de los casos, so-

bre variaciones cualitativas da carácter tipológico, con la con-

secuente- inconfiabilidad relativa que ello puede legítjjnamente-

generar entre los estudiosos de las amibas, entre otras, la del-

propio autor.
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No tratamos con esto de cuestionar la utilidad de Ios-

esquemas taxonómicos propuestos en el devenir de la sistemática-

amibiana, simplemente queremos señalar que son susceptibles de -

mejorarse a través de un análisis intenso de carácter estadísti-

co que hasta ahora ha sido poco explotado. Lo mismo podría de-?-

cirse para los estudios bioquímicos y ultraestructürales de las-

amibas .

De hecho, nuestro estudio, siendo de carácter tipoló-

gico poblacional. aporta un número nuevo de datos recogidos de -

varias cepas locales que pasan así a incrementar, si bien modes-

tamente, el acervo mundial de datos, del que se dispone ya hace-

tiempo, para poder rebasar el estadio beta de la taxonomía a m i —

bíana, más particularmente de las del grupo limax»

La problemática que venimos discutiendo se acrecienta

aun más cuando ee analiza el hecho de que la variación en las —•

amibas no es privativa del nivel de especie o de una población,-

sino que también se presenta a nivel individual.

Tanto el tamaño como las características morfológicas

y funcionales cambian dentro del ciclo vital.

En el caso de las especies estudiadas, N. qruberi y A.

astronyxis, la descripción precisa de los diversos estadios del-

ciclo vital resultó siempre un proceso difícil de realizar, pese

a que se disponía de cultivos monoclonales, y representó en todo

momento, un escollo importante para una adecuada clasificación -
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de fundamento tipológico y pcfblacional.

Aun en los organismos cuyos estadios juveniles y adul

tos son semejantes, el individuo asta siempre en cambio constan-

te.. Generalmente estos cambios morfológicos ocurran en forma —

gradual, de manera que el individuo no difiere notablemente de -

un minuto a otro. Es justamente en este punto, en el que las —

amibas presentan una dificultad tal, que aun bajo condiciones am

tiéntales constantes, exhiben cambios en la forma que son conti-

nuos y perceptibles, de modo que un organismo puede aparecer, si

lo dejamos de observar momentáneamente, 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 modificación drástica en el fenotipo del

individuo como sucede en el caso de N̂ . gruberi, capaz de trans—

formación ameboflagelar.

Aparte de la variación propia de los organismos, otra

gran dificultad en la identificación de las amibas es la que se-

ñalaron Penard en 1902 (Page, 1966), Jepps (1956) y Bov.ee y ÍTahn

(1966) sobre la naturaleza de la gran mayoría de las descripcio-

nes.

Muchas de las descripciones hechas antes de que apare,

ciera la monografía de Schaeffer en 1926 (Page, 1966; Bovee y —

Jahn, 1966), pecan de gran extensión y prolijidad. Se pueden —

leer páginas y páginas sin encontrar en ningún momento un diag—
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nóstico formal de la especie o especies en estudio.

De hecho, fue Schaeffer el primero que incluyo en sus

trabajos la descripción en forma diagnostica (Page, 1966), inau-

gurando así el estadio de la .taxonomía beta de las amibas. En -

su monografía sobre amibas marinas y de agua dulce, Schaeffer --

presento**' en 1926 (Page, 1966; Bovee y Jahn, 1966), el primer in

tentó real de sistematización de las amibas. La mayor relevan—

cia de su trabajó radica en la importancia que él, dio a la mor-

fología de los pseudópodos y a la actividad de los misinos como -

criterios taxonómicos. Recalco claramente su posición de que —

las amibas deberían ser estudiadas como organismos totales; con-

sus propias palabras, Schaeffer decía: "estamos clasificando ami

bas, no núcleos!1

En contraste con la gran extensión de algunas descrié

ciones encontramos en la literatura el extremo opuesto, es decir,

la reducción de las mismas, lo cual las vuelve incompletas o va-

gas. Es el caso, por ejemplo, de las descripciones hechas por-

Dujardin en 1841 (Page, 1966).

Otra limitación del empleo de las descripciones es la

subjetividad, determinada por la enfatización que el observador-

hace sobre uno o dos aspectos del organismo, o por el prejuicio-

o inclinación que el investigador puede tener hacia determinada-

teoría.

Finalmente y como otro tipo de dificultad, está la-
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de que muchas de las descripciones realizadas, no son confiables

debido a las deficiencias técnicas de la época.

En cuanto a los criterios taxonómicos utilizados por-

diversos autores en distintas épocas, podemos decir que éstos —

han variado ampliamente pero haciéndose cada vez más precisos y

confiables. En este sentido debe mencionarse que fue Penard, -

al comenzar este siglo (Bovée y Jahn, 19S6; Page, 1966), quien,-

al predecir la importancia del estudio del níícleo en la taxono—

mía de las amibas, señalo el inicio de la era en la que el estu-

dio citológico y de los ciclos vitales tendría gran relevancia.

Por la misma época en 1899, Schardinger (Bovee y Jahn,

1966;Page, 1966), describió por primera vez la transformación de

las amibas en formas nadadoras flageladas, al describir la espe-

cie que él llamó flmoeba (ahora Naegleria) qruberi. En 1900, an

tes de la predicción de Penard, Dangeard (Page, 1966)publico la-

primera descripción de una nueva especie en la que se tomaba en-

cuenta el tipo de mitosis; su Amoeba hyalina. se convirtió poste,

riormente en la especie tipo del género Hartmannella Alexeieff,

1912.

En 1910, Chatton (Singh, 1952), clasificó la mitosis-

en tres tipos:

1. Promitosjs.~ como la describió Vahlkampff y la definió N a —

gler .(Page, 1966), en la que el centríolo se hallaba supues_

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

2. Mesomitosis.- que era también infcranuclear, ya que persistía

la membrana nuclear. En este tipo de mitosis el nucléolo se

dispersaba y no formaba masas polares.

3. Metamitosis.- en la que el centríolo podía ser intra o extra,

nuclear/ la membrana nuclear se disolvía y se dispersaba el-

nucléólo.

El hecho de considerar la Promitosis y otros tipos de

división celular como criterios taxonómicos, fue propuesto en —

1912 por Chatton y Lalung-Bonnaire {Singh, 1952), y por ñlexeieff

(Singh, 1952). Los primeros, propusieron por primera vez el gé-

nero VahLTtampffia para las amibas con división promitótica.

Sin conocer esta propuesta, Alexeieff (Singh, 1952), pro

puso un mes después la erección de dos géneros: Naegleria para -

las Amibas cuya división presentaba masas polares, es decir pro-

mitosis, y Hartmannia para aquéllas que carecían de dichas m a —

sas . Chatton (Fage, 1966), señalo por la misma época en una pu-

blicación que Naealeria y Vahlkampffia eran sinónimos, a lo que-

Alexeieff concedió, teniendo además que reemplazar el nombre de-

Hartmannia por.el de Hartmannella , ya que el primero correspon-

día a un gasterópodo.

Por tanto, el uso de las figuras mitóticas como crite_

rio para determinar géneros, data de 1912 cuando se erigieron co

mo tales, los géneros: Vahncampffia. y_ Hartmannella (Singh, 1952) .
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GlÜser en 1912 (Singh, 1953), manifestó su escepticis

mo acerca de la descripción de centriolos propuesta por Nagler,-

y en general, acerca de la presencia de centriolos dentro de los

nucléolos de los protozoarios.

Diez años después, Ivanic en 1925 (Singh, 1953), tam

bien expreso su duda acerca de la realidad de tales centriolos.

En las últimas decadas, el centríolo se convirtió en-

el centro de interminables controversias morfológicas y taxonómjL

cas. En relación a la divison mitótica semejante a la que se -

presenta en células de metazoarios, el punto que se • argüía con-

má*s frecuencia era que las técnicas habían sido tan deficientes-

que no habían permitido la manifestación de los centriolos y sus

ásteres . (Page,' 1966) .

Una ojeada a la bibliografía de este siglo, nos demues

tra que se reportaron centriolos intra y extranucleares por —

Arndt en 1921 y 1924 (Singh, 1952), por Volkonsky, en 1931 (Singh

1953), por Ray y Hayes (1954), y por Pussard (1963, 1964a,y 1964-

b ) .

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

nucleares en Naegleria gruberi, en contraposición a lo que pre—

vios trabajos habían señalado sobre la ubicación intranuclear —

del centríolo.

Otros autores, (Singh, 1952; Pittam, 1963 y Schuster,

1963)j nunca encontraron centriolos en la fase trofozoide de Nae-



35

crleria crruberi, ni siquiera con el microscopio electrónico. Pu-

ssard por su parte, resucito al centríolo como criterio taxonoird

co para el género Acanthamoeba. (Pussard, 1963, 1964a, 1964b), —

sin encontrar eco en otros autores.

Otro aspecto citológico interesante tomado en cuen- •

ta a principios de nuestro siglo, por Neresneimer y Swellsngrabel,

(Page, 1966), fue la supuesta presencia de fenómenos de sexuali-r

dad que involucraban la formación de núcleos hijos mediante el -

paso de cromidias desda el núcleo hasta el citoplasma, convir —

tiéndose estos núcleos hijos posteriormente en los núcleos de —

las nuevas células.

Aparte de los estudios citólogicos y como resultado -

del Ínteres en los ciclos vitales de estos animales, los investí

gadores WalTcer en 1908 y Puschkarew en 1913, (Page, 1966), tam—

bien describieron los quistas de estos organismos.

Como corolario podemos decir que los citólogos de

principios de este siglo, establecieron la semejanza esencial de

la divisón nuclear entre las amibas y las células de los metazoa.

rios, encontrando algunas diferencias dentro de las primeras que

tenían importancia o significación taxonómica o filogenética, y-

que daban una idea de la variabilidad de los organismos dentro -

de este grupo.

los sucesores de la primitiva escuela citológica que-

acabamos de analizar aplicaron todos los criterios taxonómicos -
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ya enunciados y agregaron algunos más.

Así Arndt en 1921 (Page, 1966), reconoció que todas-

las amibas a excepción de las más pequeñas, podían distinguirse

con algo de práctica, tanto en su fase trofozoide como quística.

Este autor relegó el tipo de división nuclear como criterio ta-

xonómico a un segundo plano. Con este enfoque, Arndt distin —

guió varios grupos dentro del genero Hartmannella.

Aparte de flrndt, el primer intenbo para incorporar -

los quistes dentro de un esquema taxonómico supraespecífico, —

fue realizado por Volkonsky en 1931 (Page, 1966) . Este autor -

subdividió al género Hartmannella propuesto por Alexeieff, en -

el de Hartmannella sensu stricto (con husos mitóticos elipsoide!

les y truncados) y ficanthamoeba (husos mitóticos con extremos -

cónicos durante la metafase). Volkonsky, también consideró sig;

nificativo para su clasificación, la forma del quiste.

Uno de los grandes méritos de Volkonsky, fue el de -

haber sido uno de los primeros investigadores que empleó la téc_

nica de Feulgen para el estudio de las amibas.

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

Rafalko (1951),1a había empleado ya en Naegleria gruberi y Te-

tramitus rostratas Perty, 1852. Singh (1953), mostró princi-

pal interés en el estudio de los procesos mitóticos y sobre es-

ta base dividió a las amibas dentro de su primer intento de es-

quema taxonómico, en las familias: Schizopyrenidae ( con promito
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sis) y Hartmannellidae (con mitosis del tipo de la de los metaaoa.

rios). Dentro de la primera familia él distinguió géneros con el

criterio de la presencia o ausencia da cuerpos interzonales y con

la capacidad de efectuar o no la transformación ameboflagelar.

El propio Singh y Das (1970), redefinieron más tarde -

el primer esquema taxonómico de Singh (1953), elaborando uno nue-

vo que, sin embargo, seguía teniendo como principal criterio taxp.

noraico el patrón de división mitótica.

Loa trabajos tanto de Volkonsky como de Singh y Das, -

fueron por lo tanto, principalmente citológicos, aunque admitían-

ya el reconocimiento de otros tipos ds criterios,, especialmente -

la morfología del quiste.

Perteneció a Chatton (1953), el mérito de compaginar -

el esquema citológico con el sistema de Schaeffer, sin lograr una

integación cabal.

Durante los últimos 30 años, la mayoría de los inveBti.

gadores han basado sus descripciones sobre muchos criterios.

Ray y Hayes (1954), presentaron sus resultados sobre -

la investigación de la nueva especie Hartmannella astronvxis. con.

siderados en esa época como los más completos dentro del grupo de

las amibas pequeñas. En su diagnóstico consideraron la forma -r-

quxstica, el ciclo vital, y la mitosis. Concluyeron que la morfo

logia locomotriz no era un criterio taxonómico adecuado.

•ñdam (1959; 1964a), ha enfatizado la importancia de -
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los requerimientos nutricionales y de los tipos serológicos den-

tro de la taxonomía, pero reconoce asimismo (1964b, 1969, 1974),

la utilidad de la forma quística y da la morfología del trofozoii

de como criterios taxonómicos.

Pussard (1963, 1964a, 1964b, 1972, 1973), realizó ex- "

tensos estudios en dos especies de Acanthamoefra, tomando en cuen,

ta la forma locomotriz, la morfología del quiste, y la citoquími

ca del organismo. Concluyendo que basaba sus fronteras interés,

pecíficas sobre la localización del centrosoma y su actividad —

dentro de la división nuclear, para este autor, la división nu-

clear y la actividad del centríolo, son los criterios taxonómi—

eos más importantes, aunque también toma en cuenta, la morfolo—

gia del quiste.

El movimiento conciliador entre los distintos crite—

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

contado recientemente con las aportaciones hechas por page (1966,

1967 y 1974), quien tomó en cuenta los siguientes criterios para

ejiumaiar 'su clasificación: forma de locomoción, forma de los —

pseudópodos, patrón de divisón nuclear, patrones nutricionales -

y serológicos, forma de los quistes, y transformación ameboflage.

lar*

En este mismo sentido son dignos de mención los crite,

rios de willaert (1974, 1976), que además de los considerados —

por Page, propone como criterio taxonómico a nivel genérico, el-
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estudio inmunológico de las membranas de las amibas da vida li—

bre.

A continuación enunciamos, en orden cronológico, una -

lista comentada de las principales clasificaciones propuestas des

de 1949 hasta la.fecha, para las amibas del grupo limax.
t

Por .su-interés histórico y por constituir uno de los -

primeros intentos taxonómicos formales después del elaborado por-

Schaeffer en 1926 (Page, 1966), señalamos en la tabla No. 1 el —

esquema taxonómico de T.L. Jahn (1949) .

Jahn no considera a los géneros Hartmannella ni A can—

thamoeba ni tampoco a la familia Hartmannellidae dentro de su —

clasificación. Pero por las ilustraciones que presenta en su tr§_

bajo puede pensarse que el organismo que él designa como Thrica—

mo.eba limax puede corresponder al género Hartmannella del esquema

de Page (1967) . Asimismo, Vahlkampfia limax resulta ser. un sino

nimo de vahlkampfia vahlkampfi Chatton, 1910, nombre este ultimo

propuesto por Page (1966, .1967), en su redefinición de los gene—

ros y especies de las amibas limax.

Otros esquemas taxonómicos son los propuestos por Singh

(1953) y por Singh y Das (1970), quienes dentro de su clasifica—

ción colocan a las amibas del grupo limax. dentro de la clase r—

Khizopodea, y en el orden Amoebida. (Cuadro No. 1; tablas II y V) .

Dentro del contexto enunciado por .Singh (1952, 1953) pa

ra elaborar su clasificación, existen varios hechos que conviene-
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explicar para tener un mejor entendimiento de la taxonomía pro-

puesta por este autor.

En cuanto al uso del carácter de patogenicidad como -

criterio taxonómico! el descubrimiento de la amiba de vida libre

Entamoeba mosfakovskii, por Tschalaia en Moscú en 1941 (Singh, -

1953), que desde el punto de vista morfológico'es muy semejante

a Entamoeba histolytica, le sugirió a Singh que no se justifica

;ba la formación de una familia para incluir dentro de ella, só-

lo a las formas parásitas. La demostración hecha por Culbert—

son, Smith, Cohén y Minner (1959), de que la amiba de vida l i —

bre Acanthamoetaa castellanii Douglas, 1930, (este género se .de-

nomina Hartmannella dentro de la clasificación de Singh), es pa-

tógena para los ratones y los monos, determinó que Singh encon-

trara aun mayor dificultad para decidir qué amibas deban consi-

derarse realmente parásitas y cuáles de vida libre.

Es bien conocido que Entamoeba histolytica, considera

da siempre como parásito obligado, pueda ser cultivada por tiem

po indefinido siempre y cuando, reciba el aporte bacteriano nece

sario, lo mismo que ocurre para las formas de vida libre. El -

hecho de que esta especie se vuelva invasiva bajo ciertas con-

diciones no muy bien esclarecidas, no justifica, segfin Singh, -

la creación de la familia Entamoebidae Calkins, 1913, (Singh, -

1963).

Singh (1958), aisló dos cepas no patógenas de Entamoe
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ba histolvtica que se tornaban invasoras en el ciego de las ratas

si a éstas se les alimentaba con colesterol antes o después de -

la inoculación de las amibas.

Todo esto determinó que Singh y Das (1970), no conside

rasen la patogenicidad como un criterio confiable para clasifi—

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

1967; Bovee y Jahn, 1966; Willaert, 1976; Jahn, Bovee y Jahn, —

1979).

En cuanto a la posesión de Nehenkprper- por algunas ami

bas, Singh (1953) y Singh. y Das (1970),. concluyen que este carác

ter no tiene mucha importancia cuando se intenta efectuar la sis.

temática del orden Amoebida. Estos Kfebenkorper son simbiontes -

asociados al núcleo de algunas amibas ,• poseen una estructura po-

lar y tienen en el centro un material filamentoso positivo al —

Peulgen y dos casquetes polares con estructuras escasas (Grell, -

1973) .

Igual que Page (1967), Singh (1952, 1953) y Singh y —

Das (1970), señalan al proponer su clasificación, que los gene—

ros y las especies, han sido creados en su mayoría tomando como-

criterios la estructura nuclear y la forma.de división.

En este sentido uno de los grandes aciertos de Singh,-

fue reutilizar la reacción de Feulgen (empleada mucho antes por-

VolTconsky, Page;, 1966), para el estudio del núcleo interfásico -

de las amibas limax (Singh 1952, 1953, 1963). Con este método-
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pueden distinguirse los granulos de cromatina (positiva al Feul-

gen), que preceden a la organización de los cromosomas, y de la-

misma manera una vez finalizada la divisón nuclear pueden obser-

varse los fragmentos cromosómicos, que finalmente aparecen como-

los granulos de cromatina del típico nficleo interfásico. En con

cordancia con Page (1967), Singh (1953), señaló que el nucléolo-

(cariosoma), ni contiene cromatina positiva al Feulgen, ni origi-

na cromatina • en ningún estadio de la división nuclear.

Tomando en cuenta la forma de división nuclear, Singh -

(1953), y Singh y Das (1970), dividieron al orden Amoefoida en —

familias, de las cuales la Schizopyrenidae y la Hartmannellidae -

agrupan a la mayor parte de las limax.

En la primera familia( el nucléolo persiste durante to-

do el proceso de división y se efectúa una mitosis atípica llama-

da promitosis. Los organismos miembros de esta familia pueden -

efectuar la transformación ameboflagelar.

En la segunda, la mitosis es igual a la de las células

eucarióticas conocidas. El nucléolo desaparece durante las prime

ras fases de la división y se reconstituye en los núcleos de las-

células hijas. Los miembros de esta familia no efectúan jamás -

la transformación ameboflagelar (Tablas II y V ) .

De todo lo anterior podemos concluir que Singh toma co

mo criterios taxonómicos solamente tres: la estructura nuclear,-

la forma de división nuclear y la trasformación ameboflagelar; -
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al mismo tiempo que rechasa la característica de patogenicidad-

ccmo criterio taxonómico confiable.

Su clasificación de 1953 (tabla II), aunque lógica, -

resulta incompleta ya que no toma en cuenta la fase quística, -

los nutrimentos necesarios para cada grupo, la forma de locomo-

ción, la forma de los pseudópodos, ni el patrón serologico de -

estos animales.

Posteriormente Singh y Das (1970), redefinen tomando-

en cuenta todos los criterios taxonómicos conocidos, la clasifi.

cación del Orden flmoebida enunciada en 1953, de la manera como ^

se presenta en la tabla V.

En esta segunda propuesta taxonómica, Singh y Das in-

cluyen a la familia Endamoebidae Callcins, 1913, que Page había-

considerado desde 1967, (Page, 1967) .

Por su originalidad en cuanto que son los criterios -

fisiológicos los que se enfatiaan más y por el hecho de propo—

ner nuevos nombres aun para los taxones superiores, señalamos -

parte del esquema taxonómico de Bovee y Jahn (1966), (tabla III)

así como la sección relacionada con las amibas limax del esque

nía más reciente de Jahn, Bovee y Jahn (1979), (tabla VI).

Aun cuando desde 1953, Bovee (1953), enlista una gran

cantidad de criterios taxonómicos a considerarr tamaño, contorno

durante la locomoción, uroide, forma de los pseudópodos, divi—

sión nuclear etc., el énfasis lo pone ya desde esa época en los



44

criterios de tipo fisiológico, solare todo de los pseudópodos,-

estableciendo nuevas clases y ordenes que le llevaran a enun—

ciar junto con Jahn su clasificación de 1966 (Bovee y Jahn, —

1966).

Tanto én esta clasificación como en la de Jahn, B o —

vee y Jahn realizada después (Jahn, Bovee y Jahn, 1979), se ob

serva por un lado, una tendencia a: separarse de los criterios-

tradicionaImsnte aceptados desde 1964 por la mayoría de los aja

tores y que se hallan planteados en la clasificación de Honig-

berg e_fc al, (1964); y por otro, una tendencia novedosa dirigi-

da a la enfatización del uso de las distinciones fisiológicas-

de los organoides locomotores como principal criterio taxonómi

co a nivel, de los taxones superiores.

Lo cuetionable de estos dos planteamientos no es el-

enfoque predominantemente fisiológico de la clasificación, he-

cho que implica un amplio conocimiento de la citofisiología de

las amibas, sino la irrupción, dentro de la .Amebología, de una

nomenclatura abundante, prolija y totalmente nueva que siguien

do los criterios de Corliss (1962), podríamos calificar de ti-

po "splitter", es decir, que presenta una marcada tendencia a-

sobredividir las diferentes categorías taxonómicas con todo el

riesgo que esto implica de generar más confusión de la que ya-

existe en Xa taxonomía de las amibas.

Sin embargo, el hecho de que estos dos esquemas de -
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clasificación caigan en uso o en desuso, dependerá de muchos —

factores, entre otros del tiempo, que permitirá corroborar su —

confiabilidad o rechazarla. Nosotros solo hemos querido consig_

nar su existencia, señalar sus aciertos y cuestionar algunas de

sus posibles desventajas. Como ya lo hemos señalado al princi-

pio de este trabajo, la mayoría de los amebólogos que estudian-

el grupo limax, sigue utilizando la clasificación de Honigberg-

et al. (1964), hasta el nivel de orden y la de Page (1967), pa-

ra las familias, géneros y especies.

Sobre este mismo punto deseamos decir que estamos vi-

viendo tal vez él momento en que se vuelven a conjuntar, sitúa—

ciones propicias que hagan factible, como lo hicieron en 1964,-

la elaboración de un nuevo sistema de clasificación más moderno,

más actualizado con respecto al enorme acervo de información —

que sobre la biología de los protozoarios se ha venido acumulan-

do en los'¿ltimos quince años; y lo que sería más importante —

que esta clasificación fuese aceptada, si no por todos, sí por la

mayoría de los protozoólogos ya que es bien conocida por todos-

nosotros la dificultad enorme para convencer a aquéllos que es-

tán acostumbrados a usar ciertos nombres específicos para las -

amibas, que dejen de hacerlo, dado que tales denominaciones re

sultán ya incorrectas, ante la luz de la nueva evidencia.

Hemos querido dejar deliberadamente para el final, el

esquema taxonómico de Page (1967), pues como ya se dijo, se tra
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ta de la clasificación, hoy por hoy, más usada mundialmente para

el grupo limax.

Page contempla dentro de su esquema los lineamientos -

que sigue la clasificación de Honigfaerg et al. (1964), precisa—

mente hasta el nivel del orden ñmoebida (Cuadro No. 1), de ahí -

hacia abajo propone varias familias (Tabla IV) .

Page (1966, 1967, 1974) ha intentado en varias ocasio-

nes y con éxito, la unificación de los enfogues citologico, pseu

dopódico y locomotor-que defienden las distintas escuelas, sin -

dejar de tomar en cuenta la estructura de los quistes y la trans,

formación ameboflagelar, como criterios útiles. Los criterios -

taxonómicos tomados en cuenta por el son los siguientes; la for-

ma de locomoción, la forma de los pseudópodos, el patrón de divi-

sión nuclear, los patrones nutricionales y serológicos, la forma

de los quistes y la capacidad de transformación ameboflagelar.

Otro de los amebólogos modernos para el grupo li&aa: ss

Willaert (1974, 1976), quien sigue la clasificación propuesta —

por Page, y enfatiza la importancia del criterio inmunoserológi-

co, dándole mayor proyección.

De lo expuesto a lo largo de este capítulo podemos con

cluir que la taxonomía amibiana se encuentra en diferentes esta-

dios de su evolución histórica que van desde la taxonomía alfa -

hasta un inicio de la fase gama; de hecho, ésta resulta ser tam-

bién la situación de la sistemática de toda la protozoología.
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En lo que toca a las amibas, son sin duda los organis-

mos patógenos, los que han acaparado la atención y el interés de

los investigadores,y los que cuentan, en consecuencia, con una -

sistemática más completa (Bovee y Jahn, 1966; Grell, 1973; Jahn,

Bovee y Jahn, 1979) .

En el caso concreto de las amibas limax, la intensifi-

cación de su conocimiento se ha visto favorecida precisamente —

por el hecho de haberse detectado entre ellas algunas especies -

patógenas para el hombre (Callicot et al. 1968). El estudio in

tensivo de este grupo, es pues, muy reciente, pudiéndose marcar

su inicio a partir de los últimos años de la década de los sesen

tas del presente siglo, y siendo sus principales promotores, en-

tre otros, Adam [1969), Adam et al. (1974). Bovee y Jahn (1966),

Cárter (1968, 1969, 1970, 1972), Cerva (1973), Chang (1971,1974),

Jadin (1973, 1974), Jahn, Bovee y Jahn (1979), Page (1966, 1967,

1974), Singh y Das (1970) y Willaert (1971, 1973, 1976).

Pese a todo, los recursos humanos y de otra índole, de

dicados al grupo limax, a escala mundial, resultan verdaderamen-

te modestos, si se les compara, por ejemplo, con aquéllos desti-

nados a los estudios de otros protozoarios patógenos, sobre todo

en ciertos países en los que, como en el nuestro, la E. histolv-

fcica constituye no sólo un problema de salud páblica sino tam —

bien de carácter social y económico.

En cuanto a las dificultades que ofrecen las amibas pa



48

ra ser clasificadas, aquéllas están siendo cada vez mejor supe-

radas por las técnicas microscópicas de luz y electrónicas, por-

tecnicas de tinción más nítida, por la foto y microcinematogra-

fía modernas, que en su conjunto, constituyen una herramienta de

trabajo confiable que ha hecho posible un gran desarrollo del -

conocimiento de los amébidos. En este sentido habría que agre-

gar que los estudios clónales pueden hacerse ahora con más faci-

lidad, aumentándose de este modo la confiabilidad de las obser-

vaciones morfológicas y funcionales.

Lo mismo podría decirse de los estudios bioquímicos e

inmunoserologicos, y del auxilio que sobre esta misma línea pue

de prestar la bioestadística, la cual ha empezado a integrarse

también, aun cuando lentamente, dentro de la sistemática de es-

tos animales. Esto ultimo permite efectuar estudios no solo in

dividuales sino también poblacionales, como es el caso de este

trabaj o.

En lo que respecta a las descripciones hechas por los

autores puede decirse que las modernas superan con mucho1 a las-

antiguas no solo por el hecho de contarse hoy con una tecnolo—

gía más avanzada, sino también porque los amebólogos, sobre to-

do los de los últimos veinte años, se. han preocupado por defi—

nir con precisión, ponderar con justedad y explotar el máximo, -

todos los criterios taxonómicos posibles. Se hace mucha taxonp.

mía beta y se comienza a desarrollar la fase gama en muchos gru

pos de amibas, vivimos pues, una. etapa de transición hacia una
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taxonomía integral cuyas bases fueron cimentadas por ios auto—

res de las clasificaciones que hemos consignado, y que por ello

pueden considerarse como los legítimos hacedores de la sistemá-

tica amibiana de hoy y los precursores de la de mañana.

En el caso particular de este trabajo se tomaron en -

cuenta los siguientes criterios taxonómicos para la diagnosis -

de ambas especies: forma de locomoción, forma de los pseudópo—

dos, el patrón de división nuclear, la forma de los quistes y -

la capacidad de transformación ameboflagelar, que son los consj.

derados por Page(1967), a los que agregamos los estudios con mi

croscopía electrónica de transmisión en la fase trofozoide de -

una de las especies y el análisis bioestadístico poblacionál de

cien especímenes de cada una de las doce cepas clónales, con ob

tención de medias, intervalos de variación y análisis de varían

za.



C A P I T U L O I I

MATERIAL Y MÉTODOS

" Todo investigador, yo pienso,

se acuerda -como de su prüner

amor- de su prdjner contacto -

con una verdad nueva, por mo-

desta que ésta hay sido "

Rostand.
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I.- RECOLECCIÓN.

1.- Muestra del suelo: se muastreó del suelo de los

jardines de la Escuela Nacional de Estudios Profesionales " Za

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

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

tilada.

2.- Muestra del río Churubusco, Coyoacán, Distrito-

Federal: se realizaron cuatro muéstreos en febrero, marso ,a—

bril y mayo de 1976, utilizando una jeringa asepto.

El muestreo se hizo a partir de las partes quietas y

fangosas de las márgenes del río.

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

y el pH oscilo entre 6 y 7.

3.- Muestras de las piscinas: se maestrearon las —

piscinas de seis centros deportivos de la ciudad de México (Ta.

bla VII) . El muestreo se realizo durante los meses de junio a

noviembre de 1976.

4.- Muestras de grifos: se hicieron tres tornas de -

los grifos de la Facultad de Medicina (Universidad Nacional ñu,

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

til de Xochirailco (Secretaría de Salubridad y Asistencia)- du -

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.

II.- FILTRACIÓN.

Las muestras procedentes de piscinas y grifos fueron -

sometidas a un proceso de filtración/ utilizando una malla de a-

rena blanca, tipo Ottawa, No. 40, formando un lecho de 4 cms, de

longitud y con un diámetro de 1.5 cms., que se coloco en el cue-

llo de un embudo de filtración con capacidad de 500 C.C.. La —

filtración se facilito con una bomba de vacío, Welch, cuya pre—

sión varió de 5 a 15 mm. de mercurio. Después de lavado el inte

rior del embudo con agua destilada (10C.C), el contenido reteñí

do en la malla se utilizó para las observaciones y siembra.

III.- CEPAS ESTUDIADAS.

Las doce cepas que son el objeto de estudio de este —

trabajo fueron recolectadas de su habitat natural (suelo y río),

y artificial (grifosy piscinas) por el autor. En la tabla VIII-

aparece un listado de las cepas, su sitio de recolección, el ti-

po de cultivo utilizado y la temperatura de incubación.

IV.- CULTIVO IN VITRO.

El estudio biológico y estadístico de las amibas, re—

quiere su obtención en grandes cantidades, por ello los organis-
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mos se cultivaron en medio de agar a base de Baeto-agar (Difco)

en proporción de 1.5 %. Finalmente las cepas fueron mantenidas-

en agar no nutritivo sobre el cual se esparció Escherichia coli

no patógena.

Todas las transferencias a cultivo nuevo o para obser

vación se hicieron empleando agua destilada.

Las amibas crecieron en cajas de Petri de 19 cms. de-

diámetro. Los cultivos se mantuvieron a incubación a 25 °C y-

37 °C , paxa lograr, en caso de haberla, la selección de las ce-

pas facultativamente patógenas.

La Escherichia coli fue mantenida en un medio da cul

tivo de agar eosina, azul de metileno, y la cepa fue donada por

la sección de Infectología del Hospital General de la Secreta—

ría de Salubridad y Asistencia. Las siembras se realizaron inme

diatamente después de la filtración, en agar no nutritivo este-

rilizado a 240 °C,durante 15 min., en campana estéril de aspira

ción con campo asimismo estéril. El crecimiento amibiano fue -

observado, periódicamente, cada 5 días.

v . - CRISTALERÍA.

La cristalería utilizada en los cultivos debe ser quí-

micamente neutra, debe limpiarse y esterilizarse fácilmente y —

permitir la observación de las amibas in sjtu con la ayuda del -

microscopio invertido.
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Se han utilizado embudos de filtración de vidrio de -

500 C.C. matraces Erlenmeyer de 2000 C.C., vasos de precipita-

do de 25,50, 100 y 250 C.C, así como pipetas Pasteur esterili-

zadas y pipetas de 1 y 5 C C . El material de cristalería se -

esterilizó a 170°C. durante 1 hora.

VI.- AISLAMIENTO.

Después de observar la multiplicación amLbiana en el-

microscopio invertido, se procedió á clonar tanto a partir de -

un quiste como de un trofozoíto, aislados en ambos casos en un-

bloque de agar que se corta y se transfiere a un nuevo cultivo,

también con agar y E. coli (Tabla VIII) .

VII.- MORFOLOGÍA Y BIOLOGÍA.

VII.I Observaciones en microscopio fotónico: se utili.

zó fotemicroscopio Zeiss, de contraste de fases,

microscopio Zeiss invertido y fotomicroscopio

Reichert, modelo Zetopan con objetivos de lOx,-

40x, 60x y lOOx.

La medición de los quistes, de las formas ameboides y

flageladas fueron hechas a lOOx con un micrómetro ocular 6x.

VIII.- INDUCCIÓN DE IA TRANSFORMACIÓN AMEBO-FLAGELAR.

Este fenómeno se indujo en las muestras sometidas a -
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incubación utilizando agua destilada en propoción 1:1 y hacien

do observación continua a veces durante 4O.mins. otras veces 4-

horas.

En los cultivos de agar se lavo la superficie con a —

gua destilada y se procedió a observar. En las muestras proce-

dentes del suelo y del río la transformación y la reversión ame.

boflagelares no tuvieron que inducirse pues se presentaron e s —

pontáneamente y fueron detectadas durante observaciones efectúa,

das con otros fines.

IX.- CITOQUIMlCñ.

a) Preparación en fresco:

Se emplearon los siguientes colocantes vitales: Sudán

negro, verde de Jano y verde metilo.

Los colorantes se emplearon a diluciones elevadas —

(más de 1:25,000) pues las habitualmente sugeridas (1:10,000) -

destruían la arquitectura celular.

h) Preparaciones fijas:

Las preparaciones frescas fueron fijadas mediante la

técnica de Ñissembaum, (Nissembaum ,1953) que contiene solución

saturada de cloruro de mercurio, ácido acético glacial, formali

na comercial y alcohol butírico terciario en proporción 10:2:2:

5.

El fijador se goteó sobre los portaobjetos que conté-
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nían una gota de la muestra. Este método no sólo es rápido (30

seg, aproximadamente) sino que también da una apariencia muy na

tural ,al ntícUeo y al citoplasma.

. . Se siguió el método de tinción del ácido peryódlco de

Schiff para polisacáridos.

X.- MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA.

Los : organismos de la cepa Z-l de H. griiberi se concen

traron a presión reducida de 5 mra. da Hg. con Arena de Ottawa, -

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

destilada) a temperatura ambiente con observaciones periódicas-

hasta comprobar la aparición de las formas trofozoides. Este -

material filtrado se fijó con glutaraldehído al 3 % en amorti-

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

te dos horas al cabo de las cuales se concentró el material por

centrifugación a 5,000 r.p.nt. por 3 minutos; se lavó para elirai

nar el fijador.

Se postfijo en OSO4 al 2 % en amortiguador de fosfa—

tos 0.1 M, pH 7.4r por dos horas, este material se lavó 4 veces

cada media hora con medio de lavado que contiene sacarosa 0.25—

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

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

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

lizar el cambio se concentró el material por centrifugación. Se
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infiltró en Epon 812 diluido 1:1 con oxido de propileno durante

48 horas. La inclusión se efectuó en Epon 812 según Luft,

(1961) en cápsulas BEEM a .60°C por 48 horas. Se obtuvieron sec

ciones finas en el ultramicrotomo Reichert-UmO3 equipado con cu

chilla de diamante {E.I. Du Pont de Nemours willraington Delawa-

re USA); las secciones fueron contrastadas con acetato de ura

nilo y citrato de plomo, y observadas en el microscopio Electro

nico (JEOL 100B) operado a 60 Kv. con apertura de 80 mieras.

XI.- ANÁLISIS BIOESTAPISTICO.

Se obtuvieron, las medias y los intervalos de las es —

tructuras que fueron medidas en las cepas de las dos especies:-

Se obtuvo también la media de medias para cada especie y los in

tervalos de variación correspondientes para esos mismos datos -

en ambas especies, esto último mediante ün análisis de varian—



C A P I T U L O III.

RESULTADOS.

PRIMERA PARTE :

ESTUDIO DESCRIPTIVO Y COMPARATIVO

DE LAS FASES TROFOZOIDE Y QUISTICA

DE N. qr líber i (OCHO CEPAS REGIONALES) ;

Y DE A. astronvxis (CUATRO CEPAS REGIONALES)

" Las amibas, orden dentro del caos "

Sandón.
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Aun cuando el estudio de las fases del ciclo vital de-

H. gruberi y de A. astronyxis, ha sido realizado previamente cotí

diferentes enfoques y por diversos autores, entre los que pode—

mós mencionar como más importantes a Adam (1964b), Adam y Ble- -

wett (1974), Armstrong et al. (1967) , Balamuth _et al. (1967), Bo—

vee (1953), carosi et al. (1977), Cárter (1970, 1972), Fulton, -

(1970), Lastovica (1975), Martínez et al. (1974), Page (1966, —

1967, 1974), Pussard (1973) Ray y Hayes. (1954), Schuster (1963,-

1969), Singh (1952, 1953, 1963), y Willaert (1971, 1974, 1976); -

hemos querido efectuar este mismo estudio en las cepas aisladas-

por nosotros dándole por un lado, el enfoque descriptivo de la -

morfología y de la fisiología, y por otro, el apoyo estadísti-

co elemental que permite el trabajar con cepas monoclonales. —

Nuestra intención ha sido comparar nuestros resultados con los -

que ya ofrece la literatura mundial al respecto, ya sea para co-

rroborarlos, como ocurrió con la mayoría de nuestros hallazgos -

con microscopía de luz, ya para aportar datos novedosos como suce-

dió con nuestros resultados del estudio de la fagocitosis duran-

te la transformación ameboflagelar y con los que nos proporcionó

la microscopía electrónica.

Nuestras observaciones se han realizado en cepas mante

nidas en cultivo monoclonal con temperaturas diversas de incuba-

ción (Tabla VIII). Ello implica que hemos realizado un estudio-

de la variación tipológica poblacional para cada especie. Las -

mediciones que se mencionan a lo largo de este capitulo y en
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las tablas correspondientes, se refieren a la media y al interva.

lo de variación de las estructuras estudiadas en cada especie. -

Las afirmaciones hechas son asimismo, producto de nuestras obser

vaciones directas al microscopio y confirmadas por el estudio dê

tallado del material fotográfico obtenido de los organismos en - -

sus distintas expresiones fenotípicas.

Descripción de la especie Naegleria qruberi:

Clase Rhizopodea von Siebold, 1845.

Subclase Lobosia carpenter, 1861.

Orden Amoebida Kent, 1880.

Familia Vahlkampfiidae jollós y Lalung-Bonnaire, 1912.

Genero Naegleria Alexeieff,. 1912 emend. calkins, 1913.

Especie H. gruberi Schardinger, 1899. (cepas : Z; Co-1;

Pi-1; Pi-2? Pi-3; Pi-4; Fm-1 y Z-l. (Para la descripción

de las cepas, ver tabla VIII) .

Diagnosis.-

La locomoción de estas amibas es monopódica, aunque a ve-

ces pueden presentar emisión múltiple de pseudópodos; su despla-

zamiento se realiza mediante pseudópodos anchos, hemisféricos e

hialinos. Estas erupciones pseudopódicas pueden formarse en —

cualquier zona de la superficie celular, pero son más frecuentes

en las zonas anterior, posterior y central. Lo cual determina -

que el recorrido efectuado por estos animales se realice siguieii

do un curso más o menos sinuoso. Podemos decir por analogía, —
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que las amibas de esta especie serpentean cuando se desplazan.

Su extremo anterior es por lo general más. ancho que su —

extremo posterior. En la mayoría de los casos hemos podido ha—

llar un uroide bien definido. Durante su locomoción activa, su-

longitud equivale a tres veces su anchura. Son comunes las for-

mas irregulares. Los animales observados son mononucleados, con

un núcleo de cara abierta que permite observar granulos de croma

tina próximos a la hoja interna de la membrana nuclear. Así co-

mo un nucléolo prominente denominado también cariosoma. Se han

observado individuos con 1, 2 y a veces 3 vacuolas contráctiles,

siendo mas frecuentes los primeros. Las vacuolas fagocíticas —

son pequeñas y contienen una o varias bacterias. El citoplasma-

es muy refringente por la gran cantidad de granulos que presenta.

El intervalo de variación para la longitud de una amiba extendi-

da, varía de 25.7 a 45.7 mieras. El diámetro del núcleo tiene -

asimismo un intervalo de variación de 3.2 a 5.1 mieras, mientras

que el del nucléolo varía de. 2.8 a 2.9 mieras.

Hemos verificado asimismo que la reproducción se realiza

por fisión binaria, mediante una mitosis atípica denominada pro-

mitosis, hallaago que coincide con lo descrito por Singh (1952,-

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

trofozoide;
i-

La forma trofozoide comlín dé Naegleria gruberi es la ame-

boide, ya que la forma flagelar solo se presenta en respuesta a -
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cambios en el medio ambiente, y es una fase pasajera que genera^,

mente revierte al estado ameboide. Aunque las amibas de esta e£

pecie junto con otras de la familia VaíilJcampfiidae caen dentro -

de la denominación de amibas limas:, Naegleria gruberi sólo se pre

senta en forma de babosa, en contadas ocasiones durante su despla

zamiento. Naegleria gruberi se caracteriza por emisión de pseu

dópodos no sólo anteriores sino también laterales. La forma ex-

tendida de Naegleria gruberi tiene una proporción longitud/anchu

ra de 3:1, pero en los individuos que se están desplazando muy -

activamente puede no encontrarse esta proporción. Por lo general,

la amiba es casi tan larga como ancha.

Cuando la amiba no se desplaza emite constantemente pseu-

dópodos que modifican su forma de modo continuo, lo cual determi

na que puedan observarse contornos muy variados, siendo uno de -

ellos, la forma de babosa.

La parte caudal de la amiba es redondeada y en términos -

generales se puede apreciar el uroide.

Aunque estas amibas se desplazan por una locomoción mono-

pódica, excepto cuando cambian de dirección, su locomoción no es

en linea recta como sucede en algunas especies del género Hartma

nnella. Mas bien ocurre mediante la formación de pseudópodos an

chos e hialinos que se forman en su parte anterior. Los pseudó-

podos anteriores se forman a uno y otro lado de una línea cen-« -

tral, de manera que la amiba sigue un curso sinuoso; aunque cual.
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quier pseudópodo de formación lateral puede fundirse con el ante

rior y determinar un cambio de dirección (Lámina I figs. 1 - 4 ).

1 El endoplasma granuloso sigue el camino que le traza el -

ectoplasma hialino. El proceso de formación de pseudópodos es -

casi siempre euptivo y ocasionalmente tan explosivo que el ecto

plasma hialino se desliza sobre y por debajo del endoplasma gra-

nuloso, entre el tubo en fase de gal y la membrana plasmática. -

La amiba puede cambiar de curso al seguir la dirección de uno se:

lo de los paeudópodos anterolatarales, sin compensar esta desvia_

ción, con la formación de otro pseudópodo en sentido contrario.

Un cambio de dirección de 90° sólo lo logra la amiba al formar -

un pseudópodo inmediatamente por detrás del anterior y perpendi-

cular al eje anteroposterior mayor del animal. El pseudópodo de

Naeqleria gruberi puede describirse como un pseudópodo ancho, —

hemisférico e hialino.

El tamaño del trofoaoíto varía de 25.7 a 45.7 mieras. Da

do que las amibas están constantemente cambiando de forma y dado

que casi siempre tratan de medirse estos animales cuando están -

extendidos, las medidas muestran más bien el posible intervalo -

de longitud, que el tamaño constante de un individuo. Esto difi

culta la obtención de la media en cuanto a la longitud.

Por lo general cada individuo tiene un núcleo que a su T—

vez posee un nucléolo o cariosorna central. El núcleo es de cara

abierta y el material cromosómico mostrado por la técnica histo-
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lógica parece estar localizado entre la membrana nuclear y el nu

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

to el núcleo como el nucléolo pueden deformarse cuando la célula

se desplaza. Durante la locomoción el núcleo se halla generalmeci

te colocado en la región más anterior del endoplasma granular. -

El diámetro del núcleo varía de 3,2 a 5.1 mieras. Los organismos

de la especie N. gruberi pueden mostrar una o dos vacuolas pulsá_

tiles. Una amiba puede tener una sola vacuola pulsátil durante-

algün tiempo y posteriormente presentar dos.

La vacuola se localiza en la mayoría de los casos en la -

parte más posterior del endoplasma, aunque a veces puede hallar-

se en la parte mas anterior, si una célula contiene dos o tres-

vacuolas pulsátiles éstas no se vacían simultáneamente. Cuando-

la amiba posee una sola vacuola, ésta se contrae durante la sís-

tole en un número mayor de veces por minuto que en el caso de que

existan dos. En esta última situación, la contracción de cada -

una de las vacuolas es más espaciada. El diámetro máximo de la-

vacuola pulsátil medido inmediatamente antes de la sístole, v a —

ría de 1.4 a 5.2 mieras.

Las vacuolas digestivas son difíciles de observar una vez

que se ha ingerido la partícula alimenticia, pero puede verse -

su formación en el momento mismo en que la amiba efectúa la fagp_

cítosis. Estas vacuolas digestivas no suelen ser muy grandes y-

albergan unas cuantas bacterias sino es que una sola. Nosotros-

hemos observado, con el microscopio de luz, el proceso de fagoci
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is y, a diferencia de lo que ocurre en otros tipos de amibas,

en las que puede observarse claramente a los pseudópodos englo--

bando a la partícula alimenticia, en el caso de Naegleria grube-

ri la amiba se acerca por uno de los bordes a la bacteria y se -

establece una interfase entre la membrana citoplásmica de la ami

ba y la pared bacteriana. Poco a poco los limites entre la bac-

teria y la amiba se van haciendo menos conspicuos hasta que la -

bacteria queda rodeada de un halo con características semejantes

,a las que posee el ectoplasma. . Finalmente la bacteria queda in-

cluida dentro del endoplasma granular y pierde su definición co-

mo partícula aislada para confundirse con la morfología típica—

mente granulosa del endoplasma amibiano. Este tipo de fagocito-

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

1910 (jeon, 1973).

Sólo con el microscopio electrónico pueden evidenciarse-

con claridad los pseudópodos durante la fagocitosis (lámina x ) .

Además del núcleo, de las vacuolas contráctiles y de las-.

vacuolas digestivas, las únicas inclusiones detectables con el -

microscopio ordinario y de contraste de fases, fueron una gran -

cantidad de granulos que con frecuencia son muy refringentes y -

amarilXoverdosos. Cuando estos granulos aparecen como refringen-

tes, no sólo pueden observarse en el endoplasma sino también cir

cundanclo la membrana nuclear. Los granulos distribuidos en el -

endoplasma se deslizan juntos con éste durante el movimiento — -

pseudop'ódico, pero los que están alrededor de la membrana nuclear
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permanecen fijos. Todos estos granulos se tiñen fuertemente con-

verde jano lo que nos permite pensar que se trata de mitocondrias.

Naeqleria gruberi no posee una forma pelágica definida y -

cuando se le suspende en un medio líquido continúa emitiendo pseu

dópodos en varias direcciones y finalmente sedimenta, adoptando -

la forma esférica (lámina u fig. 1).

Se hicieron pruebas citoquímicas con los trofozoides para-

determinar la naturaleza de los granulos citoplásmicos. Ninguno-

de los granulos se tiñó con la técnica de P.A.S. (ácido periódico

de Schiff), aunque el contenido de algunas vacuolas digestivas re

sultó ser fuertemente positivo con esta técnica. La superficie -

celular resultó P.A.S. positiva en la mayoría de los casos indi—

cando la presencia de polisacáricos en ella, con el Sudán negro-

muchos granulos citoplásmicos, incluidos algunos de los perinu

cleares, son positivos; también lo son los perinucleolares. Con

el azul de metileno y el verde de jano se encontraron granulos ci

toplásmicos positivos a estos colorantes y con el verde de metilo

se tiñó intensamente el nucléolo y el contenido de algunas vacuo-

las digestivas.

Quiste --:

Después de 48 horas de realizada la siembra en agar con —

bacterias se apreciaron no sólo formas trofozoides sino también -

abundantes quistes. A medida que avanzaron los días de incuba

ción, el número de quistes se incremento y simultáneamente dismi-
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nuyo el número de formas trofozoides.

Los quistes observados tienen una pared compuesta por —

dos hojas: una interna gruesa más o menos translúcida y otra ex

terna más gruesa y muy densa. Dentro del quiste el citoplasma-

exhibe esférulas densas. En muchos de los quistes más maduros

pueden observarse los tapones a nivel de los poros. Después de

tres días de incubación la mayoría de los quistes son completa-

mente maduros, (lámina m , figs. 1 - 4 ) .

las amibas de la especie gruberi pueden formar quistes -

aislados, pero es frecuente que muchos de ellos, tanto en la na

turaleza como en medio de cultivo, se agrupen formando conglome^

rados.

El quiste de Haegleria gruberi tiene características que

lo distinguen de otros y constituye un medio de diagnósitico fá

cil cuando se encuentran quistes de otros géneros. La pared —

quística es lisa. El quiste es generalmente esférico u ovoide,

a menos que se trate de conglomerados en los cuales, por razo—

nes de presión, presentan el contorno deformado. La pared está

constituida por una hoja interna gruesa y por una hoja externa,

aproximadamente con el doble de espesor de la interna. La hoja

interna suele ser translúcida aunque a veces aparece muy refrin

gente, mientras que la hoja externa es más densa y sólo visible

a grandes aumentos. Sobre la hoja externa se pueden observar -

engrosamientos distribuidos irregularmente por toda la circunfe
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rencia del quiste. Estos corresponden a los tapones que cierran

los poros por donde exquista la amiba. La célula enquistada es-

casi siempre uninucleada. La división celular no se observa du-

rante la fase quística y en caso de aparecer quistes con dos o -

tres núcleos, se trata de individuos que ya los tenían así desde

la fase trofozoide. El núcleo del quiste se halla casi siempre-

rodeado de una monocapa granulosa. Este tipo de granulos tam

bien puede observarse como en la fase trofozoide, dentro del ci-

toplasma.

La pared gruesa y refringente asi como la capa perinu—

clear de granulos, hacen del quiste de Haegleria gruberi una es-

tructura fácilmente identificable. El diámetro de los quistes -

varía de9.0 a 15.6 mieras. El diámetro de los núcleos del quiste

varía de 2.3 a 3.6 mieras, difieriendo poco del diámetro de Ios-

núcleos de la fase trofozoide. Por otra parte, el diámetro del-

nucléolo es siempre menor en el quiste que en el trofozoide, va-

riando de 0.9 a 2.5 mieras.

El exquiatamiento se realiza fácilmente. Haegleria grube-

ri puede exquistar si se la coloca en un medio líquido, por de-

bajo de un cubreobjetos". La célula que sale de un quiste lo ha-

ce siempre en forma ameboide. La salida se verifica a través de

uno de los poros después de que los tapones se han disuelto. La

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

dos los tapones. Es muy probable que los tapones sean disueltos
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por enzimas digestivas del trofosoide que está exquistando. Loa

poros vacíos pueden presentar contorno redondeado o elíptico y -

su diámetro siempre es menor de 1 miera.

Los estudios citoguímicos proporcionaron alguna informa—

ción sobre la composición de la pared quística. Mediante el mé-

todo de P.A.S., la hoja interna de la pared resultó fuertemente-

positiva (con gran cantidad de polisacáridos), en cambio la pared

externa permaneció incolora. Los tapones se tifieron inclusive -

más intensamente que la pared con esta técnica, esto debido muy-

probablemente a su mayor contenido de polisacáridos. Por esto -

mismo pudieron contarse fácilmente en preparaciones teñidas con-

P.A.S., mostrando cada quiste de 2 a 9 tapones, con el Sudán ne

gro pudo demostrarse la presencia de lípidos en la hoja interna-

de la pared; (lámina n i fig. 3).

Los granulos citoplásmicos de los quistes resultaron nega^

tivos al ser tratados con- verde de jano. con el Sudan negro no-

se detectaron los pequeños granulos acumulados alrededor del nú-

cleo.

Hasta donde sabemos, no existen publicaciones que hayan -

referido si el metabolismo del animal enquistado es aerobio o ana

erobio. Nosotros hemos encontrado que en los cultivos sometidos

a anaerobiosis parcial, la fase trofozoide es escasa, mientras -

que laa formas quísticas son muy abundantes.

Identificación:

La identidad específica de los animales estudiados parece
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cierta si la comparamos con la especie originalmente descrita —

por Schardinger en 1899, como flmoeba qruberi (Page 1966; Bovee-

y Jahn, 1966).

OBSERVACIONES EN EL MICROSCOPIO ELECTRÓNICO SOBRE LA ULTRAESTRUC

TURA DEL TROFOZOITO DE Naeglerxa qruberi (cepa Z - 1).

El trofozoito: El examen general de una serie copiosa de microfo

tpgrafías nos permitió detectar una serie de características ul-

traestructurales comunes a todas las amibas examinadas, que seña

lamos en la lámina V. Es difícil .distinguir entre el ectoplas-

ma y el endoplasma, excepto en aquellas zonas desprovistas de-

organoides (Lámina IX, fig. 2).

Membrana celular.

La membrana celular de esta cepa de N^ qruberi se presen

ta tal y como ha sido descrita por Robertson (1959), es decir, -

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

electrones, que limitan una tercera capa intermedia,transparente

a los electrones, (Lámina vi, fig. 1 : Lámina vil, fig. 1; Lámi-

na IX, fig. 2).

La superficie de la membrana presenta con frecuencia dife_

rentes estadios de las procesos de endocitosis, (Lámina X). Al-

gunas porciones de la membrana se invaginan, y luego las proyec-

ciones de esta invaginación se fusionan para originar, en el ci-

toplasma una o varias vacuolas cuyas paredes no son sino deriva-

dos de la membrana celular (Lámina vi, fig. 1).
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No hemos podido detectar sobre la superficie externa de -

la membrana celular el revestimiento o cubierta celular denomina-

do glucocálix.

Matriz citoplásmica.

En el citoplasma se encuentran loa siguientes organoides:

núcleo, nucléolo, envoltura nuclear, mitocondrias, ribosomas, li

sosomas, vacuolas pulsátiles, retículo endoplásmico y glóbulos -

lipidióos, (lámina V).

Vacuolas digestivas.

Estas vacuolas se hallan limitadas por una membrana simple.

En su interior se encuentran residuos de las bacterias que consti

tuyen el alimento de las amibas en el cultivo. (Lámina vi, fig. -

2; Lámina VIII, fig. 2).

Algunas de estas vacuolas exhiben una estructura laminar -

compleja.

Aparato de Golgi;

La estructura bien definida de este organoide nunca se en-

contró en la cepa estudiada, sin embargo se identificaron estruc-

turas membranosas que recuerdan, por su aspecto, las cisternas —

del aparato de Golgi.

Vacuolas pulsátiles.

puede ser uña sola o varias de estas vacuolas. Asociadas-

a la vacuola principal, nosotros detectamos numerosas vacuolas —
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muy pequeñas entre las que se encontraban mitocondrias. Esta aso

ciación de vacuolas pequeñas y mitocondrias junto a la vacuola —

contráctil, es un hallazgo común dentro del grupo de las amibas -

grandes como A. proteus Leidy, 1879, (ñndresen, 1973), pero no se

había descrito hasta ahora para las amibas limax, en particular,-

M. gruberi. Los araebólogos llaman a esta región especializada —

"del citoplasma espongionta (Andresen, 1973). De modo que la cepa-

estudiada por nosotros difiere de sus congéneres descritos en el

extranjero por la posesión de un espongioma.

El contenido de la vacuola pulsátil es transparente a Ios-

electrones y su límite es la unidad de membrana simple. (Lámina -

IX, fig. 1).

El núcleo.

El núcleo es de cara abierta y muy prominente, posee un nu

cléolo céntralo cariosoma muy conspicuo constituido por granulos -

gruesos densos a loa electrones. Dentro del nucléolo se observa, -

a veces, un espacio menos denso, (Lámina VII, fig. 1? Lamina i x —

fig. 1; Lámina x).

La envoltura nuclear está constituida por dos hojas separa

das entre las que se encuentra la cisterna perinuclear transparen

te a los electrones.

Los poros nucleares se pusieron fácilmente en evidencia. -

•(Lámina VIII, fig. 1; Lámina IX, fig. 1).
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Mitocondrias.

Los organoides citoplasmxcos más prominentes en estas ami,

bas son quizá, las mitocondrias (Lámina VI, fig. 1; Lámina VIII,

fig. 1; Lámina IX, fig. 1) . ,

Su forma-es variable pero se detectan las típicas en for-

ma de clava con áreas densas en la matriz (Lámina IX, fig. 2). -

Se hallan mitocondrias cercanas a glóbulos lipídicos y otras en ín-

tima proximidad con el retículo endoplásmico rugoso y a veces —

con la membrana nuclear (Lámina x).

Retículo endoplásmico rugoso.

Siempre presente y relacionado a veces con las mitocon —

drias (Lámina vil, fig. 1; Lamina VIII, fig. 2).

Retículo endoplásmico liso.

Siempre presente en la cepa estudiada.

Inclusiones de lípidos. (Lámina vi, fig. 1).

Siempre presentes, pueden formar una corona perinuclear, -

que a su vez, se halla, en algunos casos relacionada con el retí

culo endoplásmico rugoso.

peroxisomas.

No.-se detectaron en los especímenes observados.

Partículas semejantes a virus.

No se observaron en las cepas estudiadas.



74

Ribosornas.

El citoplasma se halla repleto de ribosomas tanto libres-

corno también asociados al retículo o a la hoja externa de la mera

brana nuclear. (Lamina vi, fig. 2; Lámina vil, figs. 1 y 2; Lami

na VIII, figs. 1 y 2).

Descripción de la especie Acanthamoeba astronyxis.

Clase Rhiaopodea von Siebold, 1845.

Subclase Lobosia carpenter, 1861.

Orden Amoebida Kent, 1880.

Familia Hartmannellidae volkonsky, 1931.

Género Acánthamoeba volkonsky, 1930.

Especie A. astronyxis Ray y Hayes, 1954. (cepas: Cy-1; Al-

lr Al-2 y M-l. ( Para la descripción de las cepas ver tabla VIII).

Diagnosis.

Durante su locomoción estas amibas son más largas que an-

chas y con frecuencia su longitud es tres veces mayor que su an-

chura» Por regla general la parte más ancha de la forma alarga-

da corresponde al extremo anterior del animal. Su extremo ante-

rior con frecuencia se presenta en forma irregularínente truncada,

mientras que su extremo posterior es generalmente redondeado. —

Presentan dos tipos de pseudópodos: un lobópodo hialino, con un-

espesor ligeramente más delgado que la zona endoplásmica; y un -

grupo de proyecciones digitiformes hialinas más cortas (acantopo

dios) que se forman sobre el borde anterior del pseudópodo prin-
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cipal, en forma individual o agrupados en pares o tríos y que se

reabsorben dentro del pseudopodo principal o pasan hacia atrás a

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

den ser finos y. coniformes o muchas veces, sobre todo adelante,-

presentarse gruesos y redondeados.

La amiba se desplaza hacia adelante por el flujo del ecto

plasma del lobópodo sin que aparezca erupción brusca alguna. El

animal cambia de dirección mediante la extensión de su pseudopo-

do anterior dirigido hacia un nuevo punto. En el extremo ante—

rior la región ectoplásínica forma una banda ancha y su espesor -

es más o menos la mitad de su anchura. El extremo posterior es-

re'Sondct y mucho más estrecho que el' anterior y a veces se hallan

adheridos a él algunas bacterias. En ocasiones pueden observar-

se algunos acántopodioe en el extremo posterior.

Estos animales poseen un núcleo vesiculoso colocado gene-

ralmente en el extremo anterior de la región endoplásmica. Tie-

nen también una vacuola pulsátil prominente que suele formarse -

por coalescencia de dos o más pequeñas vacuolas y que vierte su-

contenido por el extremo posterior. La alimentación se realiza

mediante la formación de vesículas fagocíticas que presentan la-

forma de una copa y que se forman a los lados y atrás del animal.

Las vacuolas digestivas son muy conspicuas. Pueden encontrarse

con frecuencia pequeños granulos refráctiles de color amarillento

en el endoplasma.

La longiutd de la amiba completamente extendida puede va-
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riar de 26 a 38.4 mieras. El diámetro del núcleo va de 5 a 8.2

mieras y el del nucléolo varía entre 2.9 y 5.4 micraa.

La forma pelágica es irregularmente esférica y presenta -

finos acantopodios en su superficie. No detectamos formas flagee

lares.

La pared del quiste está compuesta por un ectoquiste y un

endoquiste. El primero de forma más o menos circular y con plie_

gues mal definidos. El endoquiste es generalmente estrellado con

rayos redondeados y cónicos en uno o más planos. Los quistes -

son biconvexos. El ecto y el endoguiste, se ponen en contacto -

con los extremos de los rayos del endoquiste. Los rayos del en-

. doquiste son por lo general numerosos. Los quistes son general-

mente mononucleados y dentro de ellos no se realiza la división.

El citoplasma del quiste presenta granulos esparcidos en su peri

feria. El exquiatamiento se realiza a través de una abertura —

que se forma en el punto de contacto del endoquiste con el ecto-

quiste. El diámetro de los quistes observados oscila entre 15 y

23 mieras. El diámetro del núcleo del quiste mide de 4.4 a 5.8-

micras y el nucléolo varía de 2.8 a 3.6 mieras.

Verificamos que la reproducción se realiza por fisión bi-

naria mediante una mitosis común, igual a la de las células euca_

rióticas de los metazoarios.

Forma trofozoide;

La forma trofozoide única es el trofozoíto con acantopo—



77

dios, vacuola pulsátil prominente y vacuolas fagociticas conspi-

cuas {Lámina IV, figs. 1-3).

La forma locomotriz es alargada y la relación longitud/aii

chura sobrepasa la proporción 3:1. Esta forma locomotriz puede-

presentarse truncada en su extremo anterior o bien redondeada, -

exhibidendo un lobópodo hialino en la parte anterior del animal.

Con frecuencia la parte mas ancha de las formas alargadas se ha-

lla inmediatamente por detrás de la zona ectopla smica. En oca—

siones, el pseudópodo 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 fox

ma individual o en grupos de 2 ó 3, una vez formados se despla-

zan hacia el extremo posterior, de modo que el contorno lateral

de la amiba suele presentarse adornado con varios acantopodios.

Debe recalcarse que el número de acantopodios formados es bajo,-

si se compara esta especie con Acanthamoeba castellanii o con A-

canthamoeba poliphaga, especies en las cuales el número de acanto

podios es mayor, (Page, 1967).

La forma locomotriz extendida tiene una longitud que va—

ría de 26.0 a 38.4 mieras. Cada amiba posee un solo núcleo vesi.

cuoloso colocado generalmente en el extremo anterior del endoplajs

ma durante la locomoción. El diámetro del núcleo varía de 5.0 -

a 8.2 mieras y el del nucléolo de 2.9 a 5.4 mieras.

En estas amibas la vacuola pulsátil se forma en la mayo—

ría de los casos por coalescencia de dos o más pequeñas vacuolas.
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La vacuola vacía su contenido cerca del extremo posterior. Cuaii

do la vacuola era muy grande disminuía la velocidad de desplaza-

miento. El diámetro de la vacuola vario de 9.2 a 11.0 mieras.

Las vacuolas digestivas o fagosoraas son muy aparentes en esta es

pecie de amiba y la alimentación se verifica mediante la forma—

ción de "copas" digestivas.

Aunque es posible que los acantopodios y el mismo lobógo

do anterior pueden participar en la fagocitosis, como.lo refiere

Volkonsky en 1931 (page, 1966), nosotros hemos observado que el-

fenómeno de la fagocitosis ocurre principalmente al formarse las

'copas" digestivas, generalmente en las partes laterales del ex-

tremo posterior.

Pussard en 1934 (Page, 1966), consideró a esta estructura

' como un verdadero aparato bucal. Aunque estas "copas" pueden —

formarse en el extremo anterior del animal, su posición mas co—

mún se halla en las regiones posterolaterales de la célula. Dos

proyecciones romas que pueden considerarse como pseudápodos cor-

tos son proyectadas simultáneamente y muy cercanas entre sí.

Cuando estas dos proyecciones alcanzan una longitud aproximada—

mente dos veces mayor que su anchura, empiezan a encorvarse y a-

dirigirse una hacia la otra. Al mismo tiempo uno puede apreciar

la aparición de una hoja delgada y clara de citoplasma en un pía

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. La estructura completa puede ser —
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más estrecha que el extremo posterior de la amiba, pero en oca—

siones es más ancha. Los lados de la copa tienden a juntarse y-

al hacerlo algo del líquido capturado escapa. Estas copas diges

tivas no siempre encierran bacterias y pueden formarse aun en au

sencia completa de las misma3, por lo cual no solo participan en

la fagocitosis sino también en la pinocitosis. Este tipo de co-

pas se forman con bastante frecuencia y rapidez, pero su contení

do demora de 2 a 3 minutos antes de entrar a formar parte del en

doplasraa como una vacuola. Dado que las bacterias se adhieren -

con facilidad a las amibas, son fácilmente capturadas mediante -

este procedimiento.

Las amibas de esta especie, presentan con frecuencia un -

gran número de glóbulos pequeños, amarillos y refráctilesu Su ~

aspecto sugiere que se trate de estructuras con contenido en lí~

pidos. En ocasiones estos glóbulos pueden ser relativamente es-

casos.

Cuando se suspenden, en medio liquido, estas amibas adquie

ren una forma esférica bastante regular, con presencia de finos-

aca ntogodios en la superficie. Los diámetros de las formas pela,

gicas que contienen muchas vacuolas digestivas varían de 18.0 a-

27.2 mieras. i?o se observó transformación ameboflagelar.

Al tratarlos con la tinción de P.ñ.S. para polisacáridos» los

organismos de esta especie mostraron positividad localizada en su —

contorno. El tratamiento con Sudan negro, no. reveló inclusiones gra_
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sas. En algunas partes de la superficie celular la reacción al -

Sudán negro, fue positiva. La tinción del verde jano para mito—

condrias, demostró un buen número de estructuras teñidas en las -

formas locomotrices.

Quiste?

El enquistamiento comenzó aproximadamente a las 60 ho;—

ras de haber inoculado al medio de cultivo. La amiba que se está

enquistando adquiere una forma circular irregular al principio,-

pero se vuelve más poliédrica a medida que avanza este proceso. -

En un principio la superficie externa del quiste es lisa y flexi-

ble, puede apreciarse la vacuola pulsátil funcionando y el cito—

plasma contiene en estas primeras fases del enquistamiento, nume-

rosos granulos de aspecto irregular.

En estadios posteriores del enquistamiento, la superfi-

qie del quiste se torna irregular y hasta arrugada, formándose ma

melones. Luego el ectoquiste se separa del endóquiste pero no to

talmente, de manera que quedan puntos de contacto en dónele se or-

ganizan los ostxolos. La vacuola pulsátil y los granulos descri-

tos en fases anteriores siguen presentes, pero aparecen unas nue-

vas esferas que son refráctiles. (Lámina IV, fig. 4).

El quiste maduró exhibe un citoplasma más o menos homo-

géneo en el que han desaparecido las esferas, la mayoría de los -

granulos y la vacuola pulsátil. Persiste un grupo de granulos —

orientados regularmente y que es característica de todas las ami-
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bas del genero Acantharnoeba. s.p..

Tal parece que las esferas grandes observadas en el ei

toplasma durante el énquistamiento participan en la formación de

la pared celular quíatica.

Otro hecho observado es que cuando las amibas se enqu¿s

tan tiendan a agruparse y formar cúmulos, esto es válido también

para algunas amibas de la familia Vahlkampfiidae, como ya lo se-

ñalamos anteriormente. Tal parece que este agrupamiento no es -

estrictamente necesario para enquistarse, pues se. encuentran con

facilidad quistes aislados. Este fenómeno de agrupamiento de —

los animales que se enquistan es especialmente notable eri los qr

ganismos de la especie A. astronyxis. Fue en relación con esta ~

especie que Raper (1960), sugirió que los quistes maduros podrian

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

thamoeba astronyxis "puede presentar un tipo de conducta celu—

lar que puede considerarse transicional entre las formas estric-

tamente libres y las que se conglomeran para después diferencia£

se de acuerdo a patrones específicos". Esta especie frecuente—

mente muestra afinidad física entre los quistes de modo que si -

uno lava la placa de agar o la deja remojar, los quistes conti—

nuan unidos formando un grupo. Este fenómeno no excluye la POSJL

bilidad de enquistamiento individual, que también se presenta.

El quiste de flcanthamoeba astronyxis es uno de los - -

principales criterios para clasificarla. Se trata de una forma-
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biconvexa cuyo espesor depende de si los rayos del endoquiste de

forma estrellada se sitúan en uno o varios planos. El ectoquis-

te es circular cuando todas las puntas del endoquiste están en -

el mismo plano, y a veces cuando 1 ó 2 se encuentran en dos pla-

nos distintos. La superficie es menos regular cuando las puntas

del endoquiste se localizan en diferentes planos. El aspecto qn

dulado del ectoquiste es menos conspicuo que en otras especies -

de Acanthamoeba, de modo que el ectoquiste circular presenta una

superficie casi lisa alrededor de un endoquiste con forma de es_

trella. Los rayos de esta estrella terminan en forma cónica y -

su contorno es más o menos triangular.

vickerman (1962), en sus estudios con el microscopio -

electrónico, encontró verdaderos poros en las áreas en que se ••—

unen el ecto y el endoquiste. Ray y Hayes (1954), reportaron —

que: "los picos de la estrella se ponen en contacto normalmente-

con el ectoquiste en un mismo plano, pero esto puede variar".

Aun cuando la distribución de los rayos del endoquiste ocurra en

varios planos, parece que el ectoquiste se presenta como esencial

mente redondo, aunque pueden estar presentes irregularidades en

forma de ondulaciones.

Los diámetros de los quistes varían de 15.0 a 23.0 mi-

eras.

Los picos de la estrella que forma el endoquiste son -

numerosos y colocados en un mismo plano, pueden ser de 4 hasta 8.
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Los núcleos a veces difíciles de observar tienen diámetros que —

van de 4.4 a 5.8 mieras, mientras que los nucléolos varían de 2.8

a 3.6 mieras. No encontramos evidencia de división nuclear en el

quiste.

Lo que primero se aprecia durante el proceso de exquis_

tamiento es la pérdida de orientación de los granulos citoplásmi-

cos. Aparecen de nuevo los granulos irregulares y comienza a fun

cionar la vacuola pulsátil. Se observaron uno o más opérculos -

dentro del citoplasma del quiste.

La tinción de P.A.S.da una reacción muy intensa en el-

endoquiste. El ectoquiste es positivo con menor intensidad. El-

Sudán negro resultó muy positivo para el ectoquiste y el endoquis-

te fue algo positivo. Con el verde jano se colorearon algunos de

los granulos periféricos del citoplasma.

Identificación y_ sinonimia s

El arreglo de los picos del endoquiste en uno o varios-

planos es uno de los criterios indiscutibles para clasificar a —

los animales de esta especie (Ray y Hayes, 1954). Las ilustracio

nes de los quistes que acompañan a la descripción de Singh de - -

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

de las 4 cepas descritas por este autor es idéntica a Acanthamoe-

ba astronyacis. Sin embargo, las otras cepas incluidas bajo la -

denominación de Hartmannella rhysodes no reunían las caracterís-

ticas de A_. astronyxia. El nombre específico dado por Ray y Ha-
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yes (1954), debe ser considerado como válido.

Las figuras tanto del trofozoide como del quiste hechas

por Hügler sobre Amoeba albida en 1909 (Page, 1966), sugieren —

fuertemente que se trata de Acanthamoeba astronyacia. Nagler re—

porta promitosis en su especie, un enunciado difícil de creer da-

da la semejanza tan grande del quiste por él descrito y el de A -

canthamoeba. N&gler también reporta autogamia dentro del quiste.

Dada la ineertidumbre de estos hallazgos dudosos, el comparar e -

identificar Acantharaoéba •astronyxis con Amoeba albida no es po-

sible.

Hasta aqui la descripción" de nuestros hallazgos con las

microscopías de luz y electrónica. Enseguida comparamos nuestros

resultados con microscopía de luz con aquellos obtenidos por Page-

(1966), en su estudio taxonómico sobre las amibas ̂ imax, dado que

son los más completos en su género, no sólo en nuestra opinión s¿

no en la de muchos otros autores^ (Singh y Das, 1970 ; willaert,-

1974, 1976).

Los cultivos utilizados por Page en su trabajo fueron,-

igual que los nuestros, de tipo monoclonal a partir de un guiste-

o de un trofozofto, aislados en ambos casos, en un bloque peque-

ño de agar que se corta y se transfiere a un cultivo nuevo. Page

utilizo agar no nutritivo sembrado con Klebsiella aerogenes, para

el crecimiento de sus clonas,mientras que nosotros emplemos agar-

no nutritivo sembrado con Bscherichia coli» como lo sugiere w i —

llaert (1976), cuando no se encuentra disponible la K. aerogenes.
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croscopía de luz y aquellos reportados por page (1966), para w. -

gruberi, aparece en la tabla IX.

Del examen de esta tabla se deduce que la cifra obteni-

da por nosotros para la longitud máxima de la amiba lista para la -

locomoción es ligeramente mayor, 45.7 mieras, que la presentada -

por Page para el mismo caso, 40.7 mieras. La media para esta mia,

ma característica es asimismo, ligeramente mayor para las cepas -

locales, 28.1 mieras, contra 23.3 mieras de las cepas extranjeras.

Otra diferencia es la del diámetro máximo de la vacuola

contráctil que en las cepas locales fue de 5.2 mieras, mientras -

que en las extranjeras fue de 4.8 mieras. Sin embargo, todas es-

tas pequeñas diferencias de dimensión*;no son estadísticamente sig,

riificativas a la luz del análisis de varianza efectuado, por lo -

que las cepas regionales pueden considerarse con seguridad dentro

de la misma especie que las extranjeras. Este hecho queda refor-

zado por los resultados obtenidos del estudio de otros caracteres

de los organismos, tales como el diámetro del núcleo, el del nu—

cléolo y aquéllos proporcionados por la medición de los quistes -

(Tabla IX).

También para Ñ. gruberi , pero ahora con el estudio he_

cho con la microscop'ía electrónica de transmisión en la cepa 2-1,

nuestras observaciones difieren parcialmente de las de otros auto

res y nos permiten ofrecer algunas aportaciones novedosas al acer;

vo de datos ultraestructurales de esta especie.



u
En concordancia con otros autores (Carosi et al. 1977;

Willaert y Ray, 1973; Cárter, 1970), para diferentes especies —

del género Naegleria sp., nuestras observaciones coinciden en el

sentido de que la cepa regional (Z-l), exhibe un modelo estructu

ral que es común a otras especies del mismo género como N. jadi-.,

ni Willaert y Ray, 1975; y como N. fowleri cárter, 1970.

Este patrón de organización estructural común a todas-

las especies del género Haegleria sp. se halla constituido bási

camente por: un núcleo delimitado por una envoltura provista de-

poros y de ribosomas en su hoja externa, un retículo endoplásmi-

•o rugoso, un cariosoma en el centro del núcleo, la presencia de

vacuolas digestivas y pulsátiles, mitocondrias, y un retículo en

doplásmico liso.

En cuanto a otras características que pueden variar de

especie a especie y aun de cepa a cepa, coincidimos con las ob—

seryaciones de vickerman (1962), Visvesvara y callaiway (1974), -

Lastovica (1975)y Carosi et al. (1977), dado que no encontramos-

un aparato de Golgi bien definido y en su lugar detectamos sola-

mente algunas vacuolas alargadas que se asemejan burdamente a —

las cisternas típicas del órganoide mencionado.

Las mitocondrias de los especímenes locales, aunque de

estructura variada, presentaron con frecuencia la forma de clavan

ya reportada para N. gruberi por vickerman (1962), y carosi ejt

al. (1977).
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En este sentido pensamos junto con carosi _et a]L. que la

forma de clava no debe considerarse como criterio diagnostico ex-

clusivo para esta especie, -pues Carter(1970), Martínez et. aJL. ( -

1974), visvesvara y eallaway (1974), y Lastovica (1975), la han -

reportado en N. fo-wleri, y también Rondanelli et al. (1976), la - .

han encontrado/ aun cuando en forma excepcional, en Acanthamoeba-

astronyxis.

En el caso de las mitoncondrias de la cepa local, se e_n

contraron frecuentemente, dentro de ellas, áreas, densas ubicadas-

en la matriz, observación que coincide con lo reportado por Caro-

si et. al. (1977), para la misma especie.

Otra de las características que se señala como criterio

diagnóstico para esta especie (carosi e_t a_l. 1977), es la de la -

asociación de glóbulos de lípidos con el retículo rugoso. Noso—

tros la encontramos en los organismos estudiados. Por otra parte,

algunos autores (visvesvara y eallaway, 1974? cárter, 1970; y ca-

rosi _et ¿3.. 1977), señalan también con carácter diagnóstico para

N. gruberi la disposición de los glóbulos de lípidos en forma de

una corona perinuclear. En este sentido nuestras observaciones -

no nos permiten afirmar la existencia de una corona perinuclear -

típica de glóbulos grasos en los especímenes estudiados.

Sólo en algunos casos las inclusiones de grasa se halla

ban en relación con la hoja externa de la envoltura nuclear; en -

la mayoría, los glóbulos grasos, se encontraron dispersos en el -

citoplasma, asociados al retículo rugoso y en forma libre. En ca
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so de repetirse esta observación en otras cepas regionales, tal

hecho nos permitirá cuestionar la validez de la corona de lípi-

dos perinucleares como criterio diagnóstico para 13. grutaeri, ya

que la ausencia de esta característica en los especímenes loca-

les puede ser propia de la cepa Z-l y no de otras. De hecho,-

este constituye el objeto de análisis de un estudio que el a u —

tor desarrollará posteriormente.

Otros componentes ultraestructurales que algunos auto

res describen como típicos de N. gruberi, tales como las partí-

culas semejantes a virus (Schuster, 1969; Schuster y Dunnebacke,

1974 a y b ), no fueron detectadas nunca en el caso de la cepa-

estudiada.

Esta ausencia de partículas semejantes a virus en la-

cepa Z-l está también en desacuerdo con las observaciones de -

Carosi ejfc a_̂ . (1977), quienes las detectaron abundantmente en -

organismos de N . qruberi, N. fowleri y N. jadini. Lo mismo que

dijimos para la corona per-inuclear de lípidos vale para este ha_

llazgo en la cepa local. Se requiere el estudio de mas cepas -

que proporcione mayor información al respecto.

En cuanto a las vacuolas pulsátiles, Visvesvara y Ca-

llaway (1974), Lastovica (1975) y carosi et al. (1977), señalan

que se trata de organoides de estructura simple. Sin embargo,-

nosotros encontramos en la cepa estudiada una zona citoplásmica

perivacuolar, provista con abundantes vesículas pequeñas y con-

algunas mitocondrias que en conjunto constituyen el espongioma.
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complejo estructural que hasta hora solo había sido descrito pa-

ra las amibas grandes como A. proteus Leidy, 1879 (Andresen- —

1973). Este hallazgo no había sido descrito antes para ninguna-

cepa de N. gruberi:

En síntesis, nuestras observaciones sobre la ultraes—

tructura del trofozoíto de la cepa Z-l de K. gruberi, concuerdan,

en lo general, con las descritas en la literatura para otras ce-

pas de lá misma especie, y aún para especies diferentes dentro -

del mismo género; pero, hemos detectado algunas diferencias que-

pueden ser trascendentales si se reconfirman en otras cepas, pues_

to que cuestionan la validez de algunos criterios que tradicional

mente se han venido considerando como diagnósticos, tanto a n i -

vel específico como genérico Tal es el caso de las partículas-

semejantes a virus y de la corona perinuclear de lípidoB, que —

nunca fueron detectadas en los especímenes estudiados por noso—

tros.

Por otra parte &± hallamos una complejidad estructu—

ral en torno de la vacuola pulsátil, en la forma de un espongio-

ma como el descrito para el grupo de las amibas grandes de vida-

libre.

Lo anteriormente expuesto, nos permite constatar gue,-

en el caso de las amibas limax, la microscopía electrónica es un

arma útil, aún no plenamente explotada, que puede proporcionar -

nuevos criterios y ratificar o rectificar los antiguos, todo lo-

cual conduce hacia una taxonomía mas adecuada.
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En lo que respecta a A. aatronyxis, el análisis compara

tivo entre nuestros hallazgos con microscopía de luz y aquéllos -

reportados por Page (1966), para esta misma especie, aparece en -

la tabla X.

Del examen de esta tabla se deduce que los datos de - -

nuestro estudio caen dentro de los intervalos de variación enun—

ciados por Page para la cepa exgranjera excepto en los casos de -

diámetro máximo de la vacuola contráctil que es de 11.0 mieras pa.

ra las cepas regionales y de 10.4 mieras para la extranjera; lo -

mismo puede decirse para el diámtro máximo de núcleo y del núcleo

lo que es de 5.8 mieras y de 3.6 mieras respectivamente dentro de

las cepas regionales y de 5.3 mieras y 3.3 mieras para las ejetran

jeras. Sin embargo, el análisis de varianza nos confirma aquí, -

igual que en el caso de N^ gruberi, que estas variaciones no son-

significativas por lo que las cepas regionales pueden considerar-

se con seguridad dentro de la misma especie que la extranjera. E^

te hecho queda reforzado por los resultados obtenidos del estudio

de otros caracteres de los organismos tales como la longitud de -

la amiba extendida, el diámetro del núcleo y del nucléolo etc. —

(Tabla, x).

Con esto concluímos eate análisis descriptivo y comparâ

tivo de la fase trofozoide y quística de_N. qruberi y de A. a s —

tronyxis para pasar a analizar uno de los procesos típicos que -

se presentan en N. gruberi, el de la capacidad de transformación-

ameboflagelar.
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RESULTADOS.

SEGUNDA PARTE:

TRANSFORMACIÓN AMEBOPLAGEIAR

ESPONTANEA E INDUCIDA EN OCHO

CEPAS REGIONALES DE MAEGLERIA

qruberi

"No te mezcles con aquéllos que

son dados a cambiar11 '.

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. (Lámina II; figs. 2-4). Para ser más precjL

sos la transformación amebof lagelar es un fenómeno demostrado hasta

ahora en los géneros: Naegleria sp. Alexeieff, 1912, emend. cal-

kins, 1913; Tetramitus sp. perty, 1853; y Heteramoeba sp. Droop,

1962; todos ellos pertenecientes a la familia vahlkampfiidae.

El dimorfismo de estos organismos, determinó durante -

mucho tiempo la incertAdumbre de su clasificación dentro del gru

po de los Sarcodarios, y en ocasiones dentro del grupo de los —

flagelados, (Page,1966; Bovee y jahn, 1966).

Hollande en 1942 (Page, 1966), consideraba en su estu-

dio sobre flagelados libres, que los ameboflagelados representa

ban las formas más evolucionadas dentro del grupo, más que un e_s_

tadio pasajero de una amiba.

En contraposición a esto último algunos autores aceptan

(Bovee y Jahn, 1966'; Margulis 1967, 1968, 1971), que los araebo-

flagelados pueden parecerse a los representantes ancestrales de-

las amibas. En este sentido, los ameboflagelados fueron consid,e

rados por Schaeffer en 1926 (Page, 1966), como las formas más —

primitivas del grupo de las amibas que han conservado la capaci-

dad, aun cuando transitoria, de formar flagelos.

Hemos realizado el estudio sobfe la capacidad que Ios-

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

dos, proceso denominado transformación, y del fenómeno inverso,-

esl, decir, del paso de la forma flagelar al estado ameboide, fenó

raeno denominado reversión.

IMPÜOCION DE IA TKaNSFOKMftCION AMEBOFIAGEIAR.

La inducción de la transformación se realizó utilizan-

do agua destilada en proporción 1:1.

Transformación espontánea é inducida: la transforma—

ción ocurrió en forma espontánea en las ocho cepas estudiadas, -

mientras se hacía la observación de las muestras? pero también -

pudo ser inducida al diluir el medio de suspensión con agua des-

tilada. La mayoría de las formas flagelares-.observadas revertie

ron también, en forma espontánea, a la fase ameboide. Aunque -

no hicimos conteos para calcular la proporción de células que —

efectuaban la transformación, sí detectamos diferencias notables

entre los organismos de distintas muestras, en cuanto al período

de latencia necesario para que se iniciase la transformación, una

vez inducida con agua destilada.

Siend© de tres minutos en las muestras que procedían -

de su habitat natural (suelo y río) y de 35 y 65 mins. para las

muestras procedentes de piscinas y grifos.

Observamos muestras en las que la mayoría de las a m i —

bas efectuaron la' transformación, y sólo en una de las muestras-

de las piscinas, las formas ameboides se transformaron en flage-
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lados een un cien por ciento.

La forma flagelar de N. gruberi casi siempre exhibe -

dos flagelos, aunque pudimos encontrar organismos con uno solo -

(Lámina II figs. 2 y 3).

En caso de existir dos flagelos, poseen la misma long_i

tud y son ligeramente más largos que la misma célula.

Los flagelos nacen de una pequeña depresión situada en

la parte más anterior del organismo (en los casos de forma ovoi-

de o elíptica), pero es difícil decir que se trata de un naciraien

to anterior cuando la forma flagelar es esférica o cuando menos-

redondeada, como pudimos confirmar en varias ocasiones. (Lamina-

II, fig. 4).

En la mayoría de los casos el núcleo de los flagelados

se localizo inmediatamente por detrás del punto de nacimiento de

ambos flagelos.

Las formas flagelares no muestran la típica diferencia

ción entre ecto y endoplasma. La célula puede ser piriforme, e-

lipsoidal, alargada o redondeada. En el caso del contorno piri-

forme, la parte posterior resulta redondeada. La vacuola con- -

tráctil es por lo general posterior en los flagelados. Indepen-

dientemente de su forma los flagelados observados en vivo, no :—

mostraron ningún cambio morfológico notable aun en el momento de

desplazarse con rapidez por el batimiento de sus flagelos. Esto

sugiere que el estado flagelar constituye una forma más o menos-
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estable del organismo.

El flagelado rota sobre su eje longitudinal al despla-

zarse y su borde anterior dibuja una hélice. Se observaron ind^

viduos que aun cuando tenían todavía flagelos se fijaron al c u —

breobjetos y empezaron a;-.-emitir preudopodos. Esta fase transito

ria dimórfica puede darse durante la transformación y durante la

reversión. En esta etapa de transición pudimos constatar que —

loa organismos efectúan fagocitosis por circunfluencia. En cam—

bio, parece ser: que el flagelado bien definido, con su contorno-

rigido y sin citostoma, resulta incapaz de fagocitar.

No se observó en ningún momento división celular duran

te la fase flagelar. La longitud de las células flageladas en su

forma nadadora mas activa varió dé 10.S a 26.7 mieras.

En la tabla XI se comparan las dimensiones de las for- .

mas flageladas regionales con las que presenta page (1966), para

ocho cepas extranjeras.

Del examen de esta tabla se deduce la giran semejanza -

entre las dimensiones de los dos grupos de cepas.

Durante nuestro estudio nunca encontramos formas con -

tres o cuatro flagelos, mientras que page sí las observó, aunque

en un porcentaje muy bajo.

En cuanto a las condiciones que propician la transfor-

mación espontánea pueden citarse cambios de p", de temperatura y

de concentración de nutrimentos que ponen en peligro la integri-

dad de la fase amibiana.
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por otra parte, la fase flagelar no implica, desde el —

punto de vista de la diferenciación celular, un estadio de rigidez

o de inalterabilidad.

De hecho, la fase flagelar representa una forma inesta-

ble, que fácilmente puede revertir a la fase amibiana.

Hemos observado en concordancia con Fulton" (1970), que-

cuando el animal alcanza ISiforma flagelada precisa y definida, —

sus paredes setornan rígidas y es incapaz de fagocitar. Asimismo,

en acuerdo con page (1966), y Fulton (1970), no hemos detectado -

hasta ahora en la fase flagelar de los organimos estudiados, ni -

la fisión binaria característica de la fase trozoide, ni ningún -

otro tipo de división celular o fenómeno de seamalidad.

Sin embargo, hemos observado que en estadios intermedios

de la transformación ameboflagelar aun no bien definidos, esto es,

cuando el animal exhibe tanto pseudópodos como flagelos, es toda-

vía capaz de fagocitar bacterias. Esto nos hace considerar que -

los fenómenos de transformación y reversión ameboflagelar no de—

ben considerarse como fenómenos biológicos discretos, sino conti-

nuos, dentro de los cuales no se puede establecer tajantemente, -

ni en forma rígida, determinado fenotipo convencional.

Por otra parte el tiempo de latencia necesario para ini

ciar la transformación fue variable para los organismos recolecta

dos de diferentes hábitats. Así, observamos que las amibas obte-

nidas de su habitat natural (suelo y río), presentaron el tiempo-

de latencia más corto, que fue de 3 mins., mientras que aquellos-
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microorganismos colectados da las piscinas y de los grifos exhi-

bieron un período de latencia más prolongado que varió de 35 —

hasta 65 mins.

Conviene mencionar aquí el hecho de que la fase f lage_

lar tiene implicaciones desde el punto de vista epidemiológico-

y patogénico, cuando se trata de cepas que exhiben el poder pa-

tógeno (Calllcot, 1968 ; Jadin, 1973; Vandepitte, 1974). Como-

ya fue descrito por Das (1974), parece que la fase flagelar re-

sulta mas efectiva para la invasión del huésped afectado. Esto

puede deberse a la facilidad y rapidez de desplazamiento que ex

hiben los flagelados si los comparamos con las formas amibianas.

Dadas las características biológicas mencionadas y áa

do que algunas cepas de este grupo son patógenas para distintos

grupos de animales y para el hombre mismo, (Mackinnon, 1961; Ja

din _et al. 1972; chang, 1974), pensamos que estas variedades p_a

tógenas adaptadas.por una parte a un medio de vida libre, y por

otra a un habitat endozoico, se encuentran en posición "ventajo

sa" si las comparamos con otras variedades ameboides o flagela-

res patógenas estrictamente endózoicas; como es el caso de En—

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

TERCERA PARTE:

SOBRE LA PATOGENICIDAD DE flLGUH&S

ESPECIES DEL GRUPO LIMñX

" . . . . y expandieron su poder más

allá de lo esperado, demolien-

do las barreras y extendiendo-

sus> confines... ."

F. Rivera A. in l i t t .
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Desde comienzos del presente siglo la patogenicidad de

algunas amibas limax fue constatada por diversos • autores. Re-

cordemos que Haeqleria. gruberi fue aislada por Schardinger en —

1899, en heces diarreicas, (Fulton, 1970).

Lesage en 1905, Musgrave y clegg en 1906, Walker en —

1908, y Noc en 1909, (Willaert, 1976), aislaron amibas limax en-

Indochina y Filipinas a partir de las heces diarreicas y de un -

absceso hepático; chatton y ialung-Bonnaire en 1912, (Fulton, —

1970), reportaron haber aislado un organismo del género vahlfcamp

ffia de las heces de un paciente con disentería. Estos autores

observaron directamente las amibas en las heces, las aislaron y-

pudieron cultivarlas in vitrq.

Wells en 1911, (Fulton, 1970; Willaert, 1976), aisló -

amibas de vida libre de las partículas del aire polvoso y decla-

ró haber encontrado cepas con poder patógeno.

Wnitmore en 1911, Hartmann en 1915 y Pinto en 1922, —

(Willaert, 1976), señalaron haber aislado amibas limax en sus es

tudios sobre abscesos hepáticos. Estos autores consideraron a -

los organismos aislados como pertenecientes al género Vahlkamp—

ffia chatton y Bonnaire, 1912.

Finalmente fueron las observaciones sucesivas de jahnea

y Pullnier (1957), junto con las de ¡culbertscm et al. (1958, 1959)

las que no dejaron duda acerca del carácter patógeno 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 riñon de mono, procedieron a aislarlas e inocularlas in—

tracerebral e intranasalmente tanto en monos, como en ratones, -

provocando consecuentemente la muerte de estos animales a causa-

de meningoencefalitis aguda. Las amibas utilizadas en este expe

rimento fueron descritas por Singh y Das (1970), como Hartmanne-

lla ( Acanthamoeba) culfrertsoni Singh y Das, 1970.

Después de esta confirmación de la patogenicidad en hu

manos, muchos autores corroboraron en casos subsecuentes la ob—

servación original al encontrar en los cortes histológicos de pa_

cientes muertos por meningoencefalitis, las formas trofozoides de

estas amibas, (Anderson et al, 1973 ; callicot et al. 1968; cárter

1968, 1969, 1970 y 1972; Chang, 1974; Hermanne, 1974; Jadin et -

al. 1972; Kaspraz, 1974; Martin, 1974).

El interés sobre estas amibas se acentuó ailn más cuan-

do Wang y Feldman (1961) y Wang (1967), las encontraron en los -

cultivos hechos a partir de exudados faríngeos. Esta observa—

ción fue confirmada inmediatamente por chang (1971), Armstrong y-

Pereira (1967) y Little (1968).

La patogenicidad en el hombre, de amibas del género ~

Acanthamoeba, fue revelada originalmente por Fowlér et al. (1965)

y por patras y Andujar (1966), quienes aislaron de un paciente -

con meningoencefalitis crónica, trofozoitos del género Acantha'—

moeba sp. en seguida, callicot et al. (1968), y Callicot (1968),

aislaron Acanthamoeba astronyxis en un paciente con meningoence
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falitis.

Kenney (1971), identificó organismos del género Acantha

moeba, sja., al realizar la autopsia de un paciente y lo mismo hi-

cieron Jager y Stamm (1972), para especímenes de Hartmannella sp.,

Recientemente Sotelo-Avila e_t aj.. (1974, 1975), reportaron nue—

vos casos en Estados Unidos.

Fue Cárter (1968), el que aisló por primera vez estas —

amibas a partir de líquido cefalorraquídeo de un paciente con me-

ningoencefalitis. Este autor verificó posteriormente (1969, 1970,

1972), que se trataba de amibas pertenecientes al grupo limax, —

que se parecían mucho a Naegleria gruberi, y dio a esta nueva es-

pecie el nombre de Naegleria fowleri cárter, 1970.

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

qleria aerobia, por Singh y Das (1970), y de Naegleria invades, -

por chang (1971).

jadin y Willaert (1972), reportaron tres casos de menin

goencefalitis amibiana primaria por H. gruberi.

Hasta la fecha se han descrito en la literatura más de-

100 casos de meningoencefalitis amibiana primaria. (willaert, —

1976). En la mayoría de los nasos el agente causal aislado fue —

fowleri, y en el resto, organismos de las especies Acan

thamoeba castelanii Douglas , 1930; ñ. astronyxis (callicot, —

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

Los casos^reportados vienen de los cinco continentes.



102

EX conocimiento del mecanismo por el cual las amibas de

vida libre adquieren poder patógeno es bastante escaso. Nos po—

dríamos preguntar; ¿son patógenas desde siempre, o adquieren su -

patogenicidad bajo condiciones dadas?. De acuerdo con jirovec —

(1967), la patogenicidad de estas amibas parece estar asociada a-

numerosos factores uno de los cuales puede ser la adaptación per-

fecta de estas amibas a temperaturas elevadas encontradas en maná

"feros homeotermos; otro podría ser la facultad de poder penetrar-

ac'tivamente en el cuerpo del huésped, y uno más, la formación de

quistes que les permiten no sólo su resistencia, sino también, su

diseminación a través del aire y del agua. En este sentido con-

viene mencionar los trabajos de chang (1971, 1974), los de Griffin

(1972) y los de Willaert (1976), en los que se señala que los or-

ganismos de Naegleria sp., y de Acanthamoeba sp. que pueden de-

sarrollarse a las temperaturas normales del cuerpo humano {36.5°c

a 37°C), o incluso más altas han resultado ser patógenos cuando -

se inoculan en roedores; mientras que los que no pueden hacerlo -

resultan innocuos. Según chang (1971/ 1974} y Griffin (1972) es-

ta aseveración sólo es válida para estos dos géneros.

Se sabe que estas amibas, patógenas o no, no son obliga_

toriamente parásitas y podemos encontrarlas prácticamente en cua_l

quier habitat. 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 y de los grifos (Wi—
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llaert, 1976) en Estados unidos a partir de lagos naturales (Chang,

1971) y en nuestro, país, por el autor (Tabla VIII; Rivera et _al. -

1979). .

Tomando en cuenta el punto de vista médico,., y refiriendo

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

te patógenos reviste especial interés para la explicación y deter-

minación del agente causal de.algunos casos de meningoencefalitis-

fulminantes, cuya etiología viral o bacteriana ha sido descartada.

Asimismo, creemos -que el conocimiento de la existencia -

de estos organismos, así como de su ciclo de vida y la determina—

ción de su capacidad patógena, por parte de nuestros médicos, pue-

de facilitar tanto la identificación de estos organismos como ageri

te causal de la enfermedad, así como la dictaminación de medidas -

profilácticas que eviten no sólo la infección, sino también inte—

rruHipan la diseminación en un momento u otro del ciclo vital de eĵ

tos parásitos.

El conocimiento completo de la biología de estos organis

mos,refiriéndose ahora especialmente a los patógenos, podrá permi-

tir que, en lo futuro, se obtengan armas de tipo químico o medica-

mentos que inhiban o cesen la multiplicación de estos organismos.

En relación a esto, conviene mencionar que hasta hoy la-

terapia medicamentosa que mostraba ser úiál para el caso de las —

amibas del grupo de la histolytica, ha resultado ineficaz en el ca_

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

ciente, hoy por hoy, en la lucha contra estos parásitos es la Anfg
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tericina B (Cárter, 1969).

Deseamos asimismo, mencionar que aun cuando el desen-

, lace de los casos humanos referidos en la literatura mundial de

meningoéncefalitis amibiana primaria, casi siempre es fatal, -

la incidencia de los mismos es relativamente baja (más de 100 -

en todo el mundo), si la comparamos con la frecuencia de menin-

goencefalitis de origen viral, bacteriano y amibiano de tipo -

secundario (Entamoeba hlstolytica)•

En cuanto a la .patogeniaidad de las doce cepas estu-

diadas en el presente trabajo, aunque no fue posible determi—

nar esta capacidad mediante inoculación en mamíferos, por care

cer de los medios adecuados, sí se incubaron las doce cepas a-

temperatura constante de 37"C durante catorce días (Tabla — —

VIH)/ observándose la desaparición total de las fases trofo—

zoide, quística y, en su caso, flagelar dentro de los siete prjL

meros días de incubación. Señalamos este hecho como importante

ya que, como lo mencionamos antes, tanto chang {1971, 1974) co

mo Griffin (1972), indican que los organismos de los géneros -

Naegleria sp. y Acanthamoeba sp. que no sobreviven por más de-

dos semanas a temperatura constante de 37°c, en cualquiera de-

sús fases vitales, pueden considerarse confiablemente como no-

patógenos.

En el caso de las doce cepas locales incubadas a 3 7°C

ninguna sobrevivió a la primera semana por lo que según chang y

y Griff-in deben considerarse como no-patógenas-
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La homogeneidad morfológica acentuada entre las amibas

patógenas y las de vida libre, pertenecientes a los géneros Nae-

gleria y Acanthampeba, ha hecho que muchos autores, entre ellos

Willaert (1976), tomen en consideración las características anti

génicas de la membrana celular amibiana, puestas en evidencia —

por el análisis inmunoelectroforético, como criterio taxonómico/

útil a nivel de género y especie.

Pensamos, que este nuevo criterio, unido a los demás, -

podrá ser de gran utilidad en la identificación genérica y espe-

cifica de las amibas de vida libre no patógenas y en las facul—

tativamente patógenas para el hombre.



C A P I T U L O VI

DUSCUSION Y

CONCLUSIONES

"Se puede probar todo lo que uno

quiera, pero, la verdadera difi-

cultad está en saber qué es lo-

que uno desea probar".

Alain.
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Ya hemos analizado en la introducción y en el primer -

capitulo los aspectos más importantes sobre las dificultades que

se han presentado históricamente en el devenir de la sistemática

de las amibas; aquí queremos enfatiaar los aspectos más Íntere—

santes y agregar asimismo algunos nuevos que junto con los ante-

riores nos permitan enunciar algunas conclusiones de utilidad —

dentro de éste campo.

Cada autor, cada escuela, cada época, han aportado su-

punto de vista particular sobre los criterios taxonómicos que d_e

ben de tomarse en cuenta para hacer una taxonomía objetiva y con

sistente.

Uno de los criterios taxonómicos menos laborioso, y —

por ello más utilizado aun cuando menos confiable, es el de dis-

tinguir a las amibas por su morfología general y por la forma de

sus pseudópddos. Este método fue el más usado sino es que el úni

co, por los investigadores del siglo pasado y por los del prinĉ L

pió del siglo XX. A este respecto conviene recordar las descrip-

• ciones admirables de Dujardin en 1841 (page, 1966), las de Leidy

en 1379, sobre las grandes amibas de vida libre (Bovee y Jahn,-

1966), las de Penard en 1890 y 1902 (Page, 1966) y las de Fren-

zel en 1892 (Bovee y Jahn, 1966). Fueron éstas, 6 décadas de in

tenso análisis descriptivo. Se trataba de explorar un nuevo mun

do y habla que realizar el inventario de todo lo que se fuese -

descubriendo. Este período corresponde cabalmente al estadio —
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de la taxonomía alfa dal que nos habla corliss (1962).

El propio Schaeffer, no pudo escapar a utilizar prefe-

rentemente este criterio, y prueba de ello es su excelente mono-

grafía de amibas aparecida en 1926. sin embargo, Schaeffer da un

paso firme hacia delante y su trabajo no es sólo de análisis si-

no también de síntesis. Puede decirse con justicia que con Schaef

fer se inaugura una.nueva fase de la sistemática de las amibas,-

el estadio de la taxonomía beta. Ya en 1931 Schaeffer (Page, —

1966), se adelanta a su época cuando sugiere que las diferencias

morfológicas entre las amibas, no son más que un reflejo de su—

organización molecular proteica.

. Este método dé clasificación basado en un criterio es-

trictamente morfológico sigue siendo utilizado en la actualidad,

pero enriquecido por los aspectos fisiológicos y aunado a una —

lista creciente de nuevos enfoques taxonómicos. En este sentido-

es válido 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 criterios taxonómicos más explotado por —

los investigadores para diferenciar las amibas, es el estudio —

del comportamiento del núcleo durante la mitosis- Es muy cierto-

que aunque exista homogeneidad en las estructuras celulares, tam

bien lo es el hecho de que exista heterogeneidad en la forma de-

división mitótica.
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Sin embargo, el estudio de la mitosis ha probado ser-

útil sólo a nivel de familia, pues resulta un criterio insufi—

ciente a nivel genérico y especifico.

En este sentido destacan los trabajos sobre mitosis—

elaborados por Singh (1952, 1953), por Page (1966,1967), por — *

Pussard (1963, 1973) por Singh y Das (1970), que dan un enfoque

realista de este aspecto en los diferentes grupos de amibas;—

sin embargo, el propio Pussard (1973), señalaba la dificultad -

taxonómica que se presenta cuando se utiliza la mitosis como —

único criterio.

Es quizás Page (1966,1967), el que primero enfa.tiza so-

bre la necesidad de emplear todas las características disponi—

bles, ya sean citpplásmicas, nucleares, quisticas o citoquími—

cas. Es por esto que sus trabajos taxonómicos para las amibas -

limax son hasta ese momento los más completos.

Por su parte Baud y Morard (1953), proponen que se to

me en cuenta como criterio taxonómico útil, la organización pro

teica submicroscópica. Sobre esta misma línea, Crick (1958), —

sugiere una taxonomía basada en las proteínas, que según él, --

son la expresión más fiel del fenotipo.

Adam (1959, 1964 a y b, 1969) y Adam y Blewett (1974),

consideran criterios taxonómicos importantes los requerimientos

nutricionalea y la cantidad de ácido desoxirribonucleico y áci-

do ribonucleico.
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A diferencia de lo que ocurre con sus congéneres para

sitas (Goldman, 1960? Talis et .al. 1968, 1970? Lunde et al.

1969; y Capron et al. 1972), los estudios serológicos en las —

amibas de vida libre han sido lamentablemente escasos (Siddiqui

y Balamuth, 1965; Balamuth y Kawakami, 1967; Cerva 1967, 1973?-

Singh y Das, 1970; Saygi, 1971; y Willaert, 1973, 1974, 1976).

Actualmente la mayoría de los amebólogos dedicados —

al grupo limase (Adam e_t _al. 1974? Cerva, 1973; Cárter, 1972 — —

jadin, 1974 y Willaert* 1976), prefieren la taxonomía propues-

tappor Page (1967), que sigue hasta el nivel de orden, la enun-

ciada por Honigberg et al* (1964), Page. partió de los trabajos-

de Alexeieff (Page, 1966) para elaborar su clasificación de - —

1967O Ambos autores enfatizan los caracteres morfológicos y ci-

toquímicos de las amibas.

La clasificación que se utiliza en segundo lu—

gar preferencial para las amibas limax es la de Singh y Das - -

(1970). Estos autores retoman el enfoque sobre el patrón de di-

visión nuclear ya utilizado desde antes por Vollsonsky (Singh, -

1953), para enunciar su esquema taxonómico.

Como ya lo consignamos al principio de este trabajo—

aunque tanto la clasificación de Page (1967), como la de singh-

y Das (1970), se fundamentan.sobre criterios diferentes, la dis

tinciónentre las familias Vahlkampfiidae (Schyzopirenidae) y —

Hartmannellidae, está esencialmente caracterizada por la forma-

de división nuclear.
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En efecto, la familia Vahlkampfiidae (page) o scnyzop_i

renidae (Singh y Das), muestra el tipo de división nuclear llama

da promitosis por Nágler én 1909 (Page, 1966); mientras que la -

familia Hartmannellidae, exhibe la mitosis típica de los eucariqn

tes, que ha sido diferenciada recientemente por Pussard (1973),-•

en mesomitosis y metamitosis.

por nuestra parte pensamos que actualmente se está

creando una taxonomía confiable y veraz, en la que se consideran

todos los criterios taxonómicos disponibles y a los que se les -

da una jerarquización juiciosa y objetiva. Por lo que toca al —

grupo limax podemos decir que coexisten los tres estadios de la-

sistemática (taxonomía alfa, beta y gama), pero que se tiende c¿

da vez más a una taxonomía más integral. En nuestro estudio toma

mos én cuenta como criterios taxonómicos todos aquéllos que nos-

eran accesibles, tales como: la forma de locomoción, la forma de

los pseudópodos, el patrón de división nuclear, la forma de Ios-

quistes, la transformación ameboflagelar, todos ellos analizados

con el microscopio de luz? y el estudio con microscopía electró-

nica (para la fase trofoaoide de N. gruberi), y el análisis esta

dístico de todos los datos morfométricos a través de la obtención

de medias y media de medias, intervalos de variación y análisis-

de varianza. Con todos estos datos hemos fundamentado nuestro —

diagnóstico sobre las dos especies estudiadas, IĴ  gruberi y A. -

.astronyxis.
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Este análisis global de diversos criterios taxonómicos,

realizado con una tendencia integradora nos ha llevado a las se-

guientes conclusiones que pueden ser útiles para estudiar a las-

amibas limax»

La recolección de los organismos deberá hacerse con --

equipo estéril, no sólo para determinar el origen real de los—

especímenes, sino también para evitar el contar dos o más veces-

Ios mismos organismos.

El trabajo experimental habrá de hacerse de preferen—

cia con individuos de una misma clona, ya que de otra manera —

existiría siempre la incertidumbre de trabajar con una sola espe_

cié. De ahí la importancia de contar con cultivos monoclonales a

partir, o de un quiste o de un trofozoito como se hizo para este ,

trabajo.

Los cultivos, habrán de estandarizarse lo más posible -

para las diferentes cepas (como lo hicimos nosotros con base en

agar no nutritivo inoculado en 33. coli), ya que de no ser así —

uno no puede determinar cuánto de las variaciones detectadas se-

debe a la dieta o a la presencia o ausencia de determinados ali-

mentos. Aquí cabe recordar que el análisis comparativo que efec-

tuamos entre las cepas regionales y las presentadas por Page in~

volucraba un factor de variabilidad que podía haber sido signifi
i

cativo, y que fue que nosotros utilizáramos en nuestros cultivos

E. coli en vez de K^ aerogenes como lo hizo Page. Sin embargo,-
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el análisis de varianza nos confirmó que esta variable no fue-

significafciva para la determinación de los caracteres analiza

dos que fueron similares para los dos grupos de cepas.

Deberá observase una gran cantidad de organismos, —

lo cual permitirá determinar con confianza estadística el inter-

valo de variación dentro de una especie; especialmente cuando-

se trabajan cepas clónales que suelen variar mucho pese a su -

genotipo común. En este sentido la mayoría de los estadísticos

sugieren el examen de un mínimo de treinta especímenes (sokal-

e£ jal. 1969.) Nosotros examinamos cien especímenes de cada cepa—

para que nuestro análisis comparativo con las cepas extranjei -

ras que también tuvieron cien organismos revisados para cada -

cepa» fuera más confiable.

Deberán estudiarse todos los estadios morfológicos—

del ciclo vital, en nuestro caso particular la fase amibiana,-

la flagelada y la quística; de preferencia no sólo con micros-

copio de luz sino también con el electrónico.

Deberán estudiarse las figuras mitóticas, puesto que

este conocimiento nos permite ubicar los especímenes ya desde-

el nivel taxonómico de familia.

La microscopía electrónica podrá ser, como lo fue —

en nuestro caso, un instrumento útilísimo para detectar varia-

ciones morfológicas de cepa.a cepa y de especie a especie, y -

por ello habrá de hacerse de rutina.
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Aunque no estuvo a nuestro alcance realizarlos, tam-

bién son deseables los estudios bioquímicos e inmunoserológi—

eos de las amibas.

Podríamos concluir finalmente que para la identifica-

ción y clasificación de las amibas limax el conocimiento del -

mayor número de características posible nunca está de sobra. -

A mayor conocimiento de la biología de estas amibas, mayor —

exactitud en su identificación y por ende» en su clasificación..

Abundando un poco más en las consideraciones sobre—

el cultivo de las dos especies en estudio/ podemos decir que —

los métodos de aislamiento y cultivo utilizados durante la pre

senté investigación, permitieron desarrollar organismos de vi-

da libre sobre placas de agar inoculadas con E. coli. El desji

rrollo de las amibas bajo estas condiciones demuestra, una vez

más, que éstas pueden vivir en un medio ambiente artificial, -

pero no nos precisa de modo definitivo las condiciones reales-r-

del habitat natural en donde habitualmente se desarrollan.

Las amibas limax que pueden desarrollarse en placas-

de agar han sido denominadas por Page (1966),"amibas de culti—

vo", pero también "amibas del suelo" por otros autores {singh,

1963: Singh y Das, 1970). Esta última designación ha sido apli

cada específicamente a K. gruberi' y A- astronyxis por singh y

Das £1970).

Las doce cepas estudiadas en la presente investigación-

han sido obtenidas de hábitats naturales (suelos y rio) y artificia
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les (grifos y piscinas) del Distrito federal, México.

Por lo que toca a N. gruberi ya ha sido detectada pre

viamente en nuestro pa£s.' coronado (1973), la encontró en pis-

cinas del Distrito Federal y del Estado de Morelos; López-Ocho

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

tozoarios de vida libre de México; Rico-Ferrat (1975), la nom-

bra dentro ele su listado de protozoarios de las aguas negras -

del Distrito Federal; y Tomasini (1975), la encuentra tarabién-

en las aguas potables de la ciudad de México. Esta misma espe-

cie ha sido.reportada en el extranjero por diversos autores, -

tanto para hábitats naturales como artificiales (page 1966,-

1967, 1974 ; Bovee y Jahn,, 1966; Jadih., . 19 74; Willaert 1974,-

1976; Cerva, 1973; Chang, 1971, 1974).

En cuanto a ¿cánthamoeba astronyxis es en este trabajo-

que se cita por primera vez para México, tanto en hábitats

naturales (río de Coyoacán en el D.F.), como en los artificia-1-

les (grifos y piscinas de la misma entidad). Es también ésta -

la primera vez a nivel mundial que se aisla A. astronyxis de -

las aguas de piscinas (cepas locales Al-1 y Al-2). Page (1966),

aisló su cepa de 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-

VII y VIII), lo-que nos hace pensar que el microhábitat de am-

bas especies puede ser muy semejante.
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Dado que estas dos especies se encuentran adaptadas -

no sólo a los tradicionalmente conocidos como sus hábitats na-

turales, sino también a los artificiales como las aguas de gri

fos y piscinas, bien podríamos llamarlas "amibas de hábitats -

clorados" para subrayar su adaptabilidad a estos medios.

De las nueve cepas regionales obtenidas a partir de -

organismos recolectados de aguas cloradas, seis correspondie—

ron a la especie N. gruberi -y tres a A. astronyxis. De estas -

nueve cepas, ocho se obtuvieron de organismos recolectados en-

la fase quística y una sola, la cepa Pi-4 de N. gruberi, de or
i

ganismos recolectados.;.en la fase trofozoide, a partir de las -

aguas con cloro. Si se recurre a la tabla VII se corroborara -

que la concentración de cloro activo para las piscinas varió ~

de 0.63 a 1.0 mg. por L., cifra que según Derreumaux ̂ t al. —

(1974), impediría, cuando menos, la supervivencia y el desarro

lio de las formas trofozoides. Sin embargo, en nuestro estudio

si bien es cierto que de seis cepas aisladas de piscinas, cin-

co de ellas sólo se obtuvieron de organismos recolectados en -

la fase quística, también lo es el hecho de que una de las ce-

pas se haya obtenido de formas trofozoides que "nadaban libre-

mente" en aguas con una concentración de cloro activo de 0-70-

mg/L.

De esto se deprende que las concentraciones de cloro-

activo de 0.5 a 1.0 mg/1. consideradas hasta hoy confiableraen-
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te amebicidas por citólisis (Derreumaux et al. 1974),. no afee

tan ni la integridad ni la viabilidad de la fase quística de -

las cepas regionales y lo que es más trascendente si se trata-

de cepas patógenas, pueden no afectar, como sucedió con los -

trofozoítos de la.cepa Pi-4 de N. gruberi la fase trofozoide -

de algunas amibas limase»

Podemos concluir que todas las cepas locales aisladas

de grifos y piscinas están constituidas por organismos que han

elaborado, a través de la forma quistica la mayoría de ellos,-

y de la fase trofozoide, la minoría, mecanismos de resistencia

a concentraciones de cloro activo que supuestamente deberían -

destruirlos por citólisis.

En cuanto a las cepas de la especie N. gruberi, adap-

tadas al habitat artificial de grifos y piscinas, es interesa^

te señalar que presentaron un período de latericia mayor para -

la iniciación de la transformación ameboflagelar, que el exhi-

bido por sus congéneres del suelo y del río (Tabla XI).

Las dos especies de amibas llrtiaft estudiadas, exhiben

pues, una gran capacidad de adaptación tanto en habitats natu-

rales {suelo, agua, aire) como artificiales (cultivos y aguas-

cloradas de grifos y piscinas).

Desde este punto da vista,tanto N¿ gruberi como A.

astronyxis. ofrecen especial interés, se trata de animales prác

ticamente ubicuos, adaptados1, como ya se dijo; mediante distin
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tas formas de expresión fenotípica (quiste, fcrofozoíto, y en -

su caso, fase flagelar), a hábitats tanto naturales como arti-

ficiales.

En su forma quistica son capaces de resistir la dese-

cación/ la escasez de nutrimentos, las alzas o bajas depH, de

temperatura, y hasta la cloración citolítica.

La fase quística constituye así; una forma de resis—

tencia.

Por otra parte, algunos factores físicos, como las. to^

vaneras y ventarrones pueden propiciar la diseminación de estas

dos especies por la vía aérea. De esta manera la forma quisti-

ca se convierte no sólo en forma de resistencia sino también -

de diseminación.

La adaptación del animal en su fase trofozoide le per_

mite fagocitar y reproducirse asexualmenfce por fisión binaria.

y en algunos casos resistir la cloración .amebicida, (como en -

la cepa local Pi-4). Es esta, por lo tanto, la fase durante la

cual los organismos de estas especies pueden multiplicarse.

En el caso particular de N. gruberi hay que conside—

rar una tercera fase, la flagelar, alcanzada después de elabo-

rados procesos de síntesis proteica y como respuesta a condi-

ciones ambientales adversas para la fase trofozoide.

Desde el punto de vista de biología celular, las ami-

bas pequeñas del grupo limax constituyen una herramienta mejor

que sus compañeras de gran tamaño, para los estudios citológi-
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eos, dada su gran versatilidad y adaptabilidad a diferentes con

diciones ambientales y de cultivo.

Ademas de su gran adaptabilidad, propiciada por la ~r

versatilidad fenotípica que les permite colonizar casi cual —

quier habitat* las amibas limax han trascendido las fronteras-

del modo de vida libre para tornarse facultativamente patóge—

ñas y por lo tanto parásitos. Han invadido algas, invertebra—

dos, peces, reptiles y mamíferos entre ellos al hombre mismo -

(Mackinnon 1961, Culbertson et _al. 1958; Cárter, 1968).

Correspondió precisamente a Cárter (1968) la denuncia

del primer caso humano con enfermedad fulminante causada por -

amibas hasta ese momento consideradas como innocuas para nues-

tra especie-

La transgresión de la barrera huésped-parásito por —

parte de algunas especies del grupo limax; N. grúberi, ñ.. cul-

bertsoni/ A. astrony.xis (Jadin. et .al- 1972? callicot, 1968; -

Cárter, 1972; Cerva, 1973; Sótelo-Avila et. al • 1975), nunca—

fue tímida ni limitada. Las amibas que poseían esta capacidad-

patógena en los humanos, demostraron, desde el principio, una-

capacidad invasiva desusada, y por si esto fuera poco, un neu-

rotropismo alarmante, responsable, en última instancia, del —

efecto fulminante y letal. De este modo, de pobl-aciones de ami

bas aparentemente libres surgen organismos patógenos altamente

virulentos y de poder letal a corto plazo.
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Organismos pertenecientes a las dos especies estudia-

das en este trabajo han sido comprobados como patógenos para -

el hombre. Fue callicot (1958), y Callicot et al. (1958), los-

que demostraron la patogenicidad de organismos de a,astrbnyxis y

Jadin y willaert (1972)/ los que la demostraron para especíme-

nes de }$_. gruberi.

Por carecer del equipo necesario no hemos podido ir -

muy lejos.en.la determinación de la patogenicidad de los orga-

nismos de las cepas locales. Hasta ahora hemos tenido que con-

formarnos con la prueba de cultivo a temperatura constante de-

37°C que según Griffin (1972), Chang (1971, 1974) y Willaert -

(1976) permite diferenciar las cepas patógenas de las que no -

lo son, en forma altamente confiable.

Si se observa la tabla VIII se corroborará que la so-

brevivencia de las cepas cultivadas a 37°c mas de dos semanas-

fue nula, mientras que todas las cepas sobrevivieron el mismo-

lapso pero con temperatura de 25°C. De acuerdo con este resul-

tado ninguna de las cepas locales puede ser considerada como -

patógena.

Cuando contemos en lo futuro con el equipo indispensa

ble para efectuar cultivos axénicos podrá practicarse la prue-

ba de la determinación de patogenicidad por inoculación en ma-

míferos .

Colateral a este trabajo hemos venido realizando una-
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investigación retrospectiva de los casos de meningoencefalitis

cuya etiología fue dudosa o nunca se pudo verificar. Esto con-

el fin de detectar posibles casos de meningoencefalitis amibia

na primaria causada por organismos de los géneros Naegleria r*-

sp-, y Acañthamoeba sp.

Hasta ahora sólo hemos revisado veinte casos, cuyas -

laminillas de cortes histológicos del sistema nervioso central

se iios permitió observar en el Centro de Patología del Centro-

Médico Nacional. Los resultados han sido negativos, pero seguí

mos investigando nuevos casos.

Este trabajo constituye, pues, la fase preliminar de

un estudio más amplio encaminado a la detección de cepas pato

genas y al diagnóstico actual y retrospectivo de meningoence-

falitis amibiana primaria en México.
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TABLA I.- Clasificación para las amibas pequeñas (incluidas -

las del grupo limax), Jahn (1949).

Phylum protozoa Goldfuss, 1818 emend, von Siebold, 1B45.

Subphylum Sarcodina Hertwig y Lesser, 1874.

Clase Rhizopodea von Siebold, 1845.

Orden Amoebida Kent, 1880.

Familia Dimastigamoebidae, wenyon,l926: formas pequeñas, gene-

ralmente menores de 20 mieras; con fase ameboide y fla^

gelar.

Genero Haegleria fllexeieff, 1912 (pima'stiqamoeba - Bloehmann,

1894).

Especie N. gruberi Schardinger, 1899.

Genero Trimastigamoeba Whitomore, 1911.

Especie T. philippinensis Whitmore, 1911.

Familia Mayorellidae Schaeffer, 1926: con pseudópodos cónicos-

o puntiformes; material granuloso en el endoplasma cer

ca de" la base del pseudópodo; tienen uroide; locomo- -

ción por flujo protoplasmico.

Genero Mayorella Schaeffer, 1926

Especies M. bigentuna Schaeffer, 1918.

M* vespertilio Leidy, 1879.

M. spumosa penard, 1902.

Género Astramoeba vejdovsky, 1881.

Amoeba Bory, 1824.
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Especie ñmoeba radiosa Ehrenberg, 1830.

Género Flabellula Schaeffer, 1926.

Especie F. citata Schaeffer, 1926.

Genero Vahlkampfia Chatton y Lalung-Bonnaire, 1912.

Especie V. limax Dujardin, 1841.

Género Thricamoeba Fr órnente 1, 1874.

Especie T. limax Dujardin, 1841.

Familia: Hyalodiscidae poche, 1913.

Género Hyalodiscus Hertwig y Lesser, 1874.

Especie H. rubicundua Hertwig y Lesser, 1874.

Familia: Endamoebidae calkins, 1913:1 dividida en cinco géne-

ros sobre la base de la estructura de su núcleo que-

es vesiculoso; la mayoría de las especies son pará-

sitas intestinales, forman quistes que se expulsan -

con las heces.

Género Endamoeba Leidy, 1879.

Espacie 13. blattae BÜtschli, 1878.

Genero Entamoeba Casagrandi y Barbagallo, 1895.

Especies E_. histolvtica Schaudinn, 1903.

Losch, 1875 emend,Schaudinn, 1903.

E. gingivalis Gros, 1849.

E. invadens Rodhain, 1934.
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Género iodamoeba Dobell, 1919.

Especie j_. butschlii prowasek, 1912.

Género Bndqlimax Kuenen y Swellengrebel, 1913,

Especie E_. nana Wenyon y O'Connor, 1926.

Género Dientamoeba Jepps y Dobell, 1918.

Especie D. fragilis jepps y Dobell, 1918.
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TABLA II.- Clasificación para algunas de las amibas pequeñas-

del grupo limax según Singh (1953).

Hasta el taxón de orden (Amoebida), este autor sigue los linea^

raientos de la clasificación de Honigberg et -al. (1964) .

Familia Schizopyrenidae Singh, 1953.

Definición: El núcleo interfásico contiene un nucléolo

central negativo al Feulgen, que se divide durante la-

mitosis para formar las masas polares; pueden formarse

cuerpos interzonales [parte adelgazada de la clava). -

Las amibas pueden tener más de un núcleo y algunos Gene

ros efectúan la transformación ameboflagelar. Esta fa

milia fue denominada asi por Singh, por el Género pro-

totipo Schizopyrenus y de acuerdo con las reglas inter_

nacionales de la nomenclatura zoológica.

Género: Schizopyrenus Singh, 1952.

Nucléolo negativo al Feulgen, que se divide durante la

mitosis para formar las masas polares,. No efectúan la

transformación ameboflagelar.

Especies: S.. russelli Singh, 1952.

S,. erythaenusa Singhr 1952.

S,. atopus Singh, 1952.
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El género Schizopyreñus se escoge como prototipo, ya que las-

amibas incluidas en él, no forman flagelos y porque las amibas

que los producen son consideradas por algunos autores fuera —

del grupo de los sarcodarios.

Género Haegleria Alexeieff, 1912 Singh, 1953.

Se forman masas polares. Se encuentran presentes cuer_

pos interzonales negativos al Feulgen en las últimas -

fases de la división nuclear. Efectúan la transforma-

ción ameboflagelar.

N. gruberi Schardinger, 1899. Especie tipo de este gé^

ñero.

Pidasealus Singh, 1953.

Se forman masas polares, sin cuerpos iiiterzonales d u —

rante la división. Existe la transformación amebof lage_

lar.

Familia Harfcmannellidae Alexeieff, 1912; Singh; 1953.

El núcleo interfásico tiene uno o varios nucléolos ne-

gativos al Feulgen. Durante la mitosis él o los nucléolos se

dispersan en forma de huso donde los cromosomas se disponen pa_

ra formar la placa ecuatorial, proceso éste igual al encontra-

do en las células de plantas y animales superiores. Las a m i —

bas pueden aer uni o raultinucleadas y no efectúan la transforma^

ción amebof lagelar. Esta familia toma su nombre del conocido-
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Genero Hartmannella.

Género Hartmannella Alexeieff, 1912; Singh, 1953.

El núcleo interfásico contiene un solo nucléolo nagati

vo a l Feulgén, Durante la mitosis se dispersa e l riu—

cléolo, se organiza e l huso y los cromosomas se dispo-

nen para formar la placa ecuatorial. No efectúan la -

transformación ameboflagelar

H. glebae Dobell, 1914.

ü- rhyaodes Singh, 1952 -

H- leptocnemus Singh, 1952.

H- aqricQla Gooday, 1916; comb. Singh. 1952.
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TABLA III.- Clasificación taxonómica para algunas amibas li—

bres {incluidas las del grupo limax), Bbvee y —

Jahn (1966).'

Estos autores siguen en su clasificación los lincamientos esta

blecidoe por Honigberg et al. (1964), hasta el nivel de sub—

clase (Lobosia carpenter, 1861), y luego continúan con super-

órdenes, entre los cuales está 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 Jahn, 1966.

Familia Amoebidae Bronn.

Género Amoeba Ehrenberg, 1838.

Especie A. proteus Leidy, 1879. .(Volvox proteus pallas, —

1766.).

Suborden Limacina Eovee y jahn, 1966.

Familia pelomyxidae Greeff, 18 74.

Género pelomyxa Greeff, 1874.

Especie _p. palustris Greeff, 1874 (P. villosa Leidy, 1878).

Orden Hyalopodida Bovee y Jahn, 1966.

Suborden Eruptina Bovee y Jahn, 1966.
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Familia HartmannelJidae volkonsky, 1931.

Género Hartmannella ñlexeieff, 1912.

Especie Hartmannella gl'ebae Dobell, 1914.

Suborden Conopodina Bovee y Jahn, 1966.

Familia Mayorellidae Schaeffer, 1926.

Género Mayorella Schaeffer, 1926.

Especie M. biqemma Scíiaeffer, 1918.

Familia Entamoebidae calkins, 1913.

Género Entamoeba casagrandi y Barbagallo, 1895.

Especie E. histolytica Schaudinn, 1903.

Orden Onecida Bovee y jahn, 1966.

Familia Thecamoebidae Schaeffer, 1926.

Género Ifaecamoeba Fromentel, 1874.

Especie T. verrucosa Ehrenberg, 183S.

las amibas limax quedan ubicadas dentro de este esquema en los

órdenes Hyalopodida y ifoecida.

Según esta clasificación _N. gruberi y A. astronyxis pertenecen

al orden Hyalopodida, suborden Eruptina y familia Hartmmanne—

llidae.
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TABLA IV.- Clasificación taxonómica para las amibas pequefías-

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

Orden ñmoebida Kent, 1880.

Familia: vahlkampfiidae Jollos y Lalung Bonnaire, 1912.

Género : vahlkampfiá Chatton y Bonnaire, 1912.

Especies: vahlkampfia vahlkampfi Chatton, 1910.

Vahlkampf ia avara Page, 1967.

VaBlkampfiá'ihorata Page, 1967.

Vahlkampfia jugosa Page, 1967.

Género: Naegleria Alexeieff, 1912.

Especies: Naegleria gruberi Schardinger, 1899.

Naegleria fowleri Cárter, 1970.

Género: Tetramitus perty, 18 52.

Especies: •Tetramitus rostratus Perty, 1852.

Familia Hartmannellidae Volkonsky, 1931.

Género: Harfcmannella Alexeieff, 1912.

Especies: Hartmannella hyalina Dangeard, 1900.

Hartmannella vermiformis Page, 1967.

Hartmannella exundans Page, 1967.

Hartmannella limacoides page, 1967.

Género: Acanthamoeba volkonsky, 1931.

Especies: Acanthamoeba castellanii Douglas, 1930.
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Acanthamoeba astronyxis Ray y Hayes, 1954.

Acanthamoeba poliphaga Puschkarew, 1915.

Acanthamoeba palestinensis Reich, 1933.

Familia: Endamoebidae Calkins, 1913.

Género : Entamoeba Casagrandi y Barbagallo, 1895.

Especies: Entamoeba histolytica Schaudinn, 1903.

Entamoeba invadens Rodhain, 1934.
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TABLA V.- Clasificación de algunas amibas pequeñas {incluidas

las del grupo limax), según Singh y Das (1970) .

Estos autores siguen hasta el taxón de orden (Amoebida), la cía

sif icación de Honiberg e_t al.. (1964).

Familia : Schizopyrenidae Singh, 1952.

Género : Schiaopyrenus Singh, 1952.

Especies: J3. russelli Singh, 1952.

§.• ato pus Singh, 1952.

Género •: Haeqleria Alexeieff, 1912.

Especie: KT. aerobia Singh y Das, 1970

Género : Pidasealus Singh, 1952.

Especie ¡ i), thorntoni Singh, 1952.

Género : Tetramitus Perty, 1852.

Especie i T. rostratus Perty, 1852

Familia : Harttnannellidae Volkonsky, 1931.

Género: Hartmannella Alexeieff, 1912.

Especies: H. glebae Dobell, 1914.

H. rhysodea Singh y Das, 1970.

H. culbertsoni Singh y Das, 1970.

H. castellanii Douglas, 1930.

H. astronyxis Ray y Hayes, 1954.

H. palestinensis Reich, 1963.
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Familia : Endamoebidae calkins, 1913.

Género : Endamoeba casagrandi y Barbagallo, 1S95.

. Especies: E. histolytica Schaudinn, 1903.

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

puesta por jahn, Bovee y Jahn (1979).

Estos autores abandonan por completo la clasificación de

berg e_t a_l. (1964), y elaboran la suya como sigue (cuadro 2)

Phylum Sarcodina Hertwig y Lesser, 1874.

Subphylum Hydraula jahn, Bovee y jahn, 1979.

Clase cyclea Jahn, Bovee y Jahn, 1979.

Superorden Lobeda Bovee y Jahn, 1966.

Orden Conopodina Bovee y jahn, 1966.

Familia Acanthamoebidae jahn, Bovee y Jahn, 1979.

Género Acanthamoeba volkonsky, 1931.

Familia Mayorellidae Schaeffer, 1926.

Género Mayorella Schaeffer# 1926.

Orden Eruptida Bovee y jahn, 1966.

Familia vahlkampfiidae Jollos y Laliíng-Bonnaire, 1912.

Genero vahlkampfia chatton y Bonnaire, 1912.

Familia Hartmannellidae volkonsky, 1931.

Género Hartmannella. Alexeieff, 1912.

Orden . pharopodida jahn, Bovee y jahn, 1979.

Familia Hyalodiscidae Poche, 1913.

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

Género Flabellula Schaeffer, 1926.

Orden Ehecida Bovee y jahn, 1966.

Familia Hiecamoebidae Schaeffer, 1926.

Género flhecamoeba Fromentel, 1874.

Dentro de esta clasificación, K. gruberi pertenece a la fami

lia vahlkampfiidae, y A..astronyxis a la familia Acanthamoebi

dae.
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1
suelo

, 2
rio
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piscina
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-

M II

M II

SOBREVIVENCIA DE
LA CEPA MAS DE 2
SEMANAS.

25DC- 37QC

+

+

+ -

+
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TABLA VIII- Listado de las cepas de N. qruberi y A. astrony—

xis recolectadas de hábítats naturales y artifi-

ciales del Distrito Federal, y cultivadas monoclo

nal y monoxénicamente.

ESPECIE CEPA

1. N. qruberi z

2. N. gruberi co-1

3. ñ. astronyxis cy~l

4. N., gruberi Pi-1

5. N. gruberi Pi-2 " M I . +

6. N- gruberi pi-3 " " " + +

7. N. gruberi Pi-4 " " " + -

8. A. astronyxis Al-1 " M U +

9. A. astronyxis Al-2 " " " +

4

10. N. qruberi FM-1 grifos " +

11. A. astronyxiB M-1 grifos " " +

12. N. qruberi z-1 grifos " " +

1.- Las cepas z y Z-1 se recolectaron de los suelos y grifos-

del campus I de la Escuela Nacional de Estudios profesio-

nales "Zaragoza".

2.- Se trata de un pequeño río, el churubusco que corre a un-

lado del parque vivero de coyoacán en el Distrito Federal.
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3.- para las piscinas ver tabla VII, las cepas Pi-1, Pi-2, —

pi-3 y Pi-4 corresponden a las piscinas numeradas del 1 -

, al 4. Las cepas Al-1 y Al-2 corresponden a las piscinas-

5 y 6.

4.- De la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Au-

tónoma de México.

5.- Del Hospital Infantil de Xochimilco, Distrito Federal.

6.- El cultivo monoclonal se realizó tanto a partir de un so-

lo quiste como de un trofozoíto, aislados en un bloque de

agar que se corta y se transfiere a un nuevo cultivo con-

agar y E. coli.
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TABLA IX . - Análisis comparativo entre las dimensiones de ocho

2 8
cepas regionales y ocho extranjeras (Page, 1966) de

W. grtiberi.

PARÁMETROS

1.- Longitud de la amiba

lista para la-

locomoción.

2.- Diámetro del núcleo

.3.- Diámetro del núcleo

lo.

, 4 . - vacuolas contráctil

les.

Intervalo del diáme-

tro máximo:

5.- Quistes.

Intervalo del diámetro

Tota1:

Intervalo del diámetro

del núcleo:

Intervalo del diámetro

nucleolar:

C E P A S

REGIONALES EXTRANJERAS.

Intervalo de

variación: 25.7-45.7 14.5-40.7

media: 28.1 23.3

Intervalo de .

variación: 3.2-5.1 2.8-5.5

Intervalo de

variaci6n: 2.8-2.9 1.8-3.4

numero por or

ganismo: 1-2

2.3-3.6

0.9-2.5

1-2

1.4-5.1 2.8-4.8

9-15.6 8.6-20.7

3.3-5.2

1.0-2.8
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1.- Las dimensiones se dan en mieras y representan el intervja

lo de variación o la media resultantes de la medición de-

100 amibas de cada cepa, tanto en el caso de las regiona-

les como en el de las extranjeras.

2.- Las referidas en la tabla VIII.

3.- Page estudió asimismo/ ocho cepas diferentes, a las que -

clasificó numerándolas como sigue: 13,15,16,24,30,36,48 y

49. Estas cepas fueron aisladas de hábitats naturales de

agua dulce en wisconsin, indiana, Minnesota y ñlabama, Es_

tados Unidos.
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TABLA X.- Análisis comparativo entre las dimensiones de cuatro-

cepas regionales y una extranjera (Page 1966)3, de A.

astrotorxis.

C E P A S

PARÁMETROS . REGIONALES EXTRANJERAS.

1.- Longitud de -la amiba exten

dida.

Intervalo de variación: 26-38.4 25.5-60

Media: 35.1 41.0

2. - Diámetro del núcleo

Intervalos 5-8.2 4.8-9

3. - Diámetro del núcleo. Inter-

valo 2.9-5.4 2.8-6.2

4. - Vacuolas contráctiles.

Húmero por Organismos 1 í

Intervalo del diámetro máximo: 9.2-11.0 9.0-10.4

5.- .QUISTES.

Intervalo del diámetro total: 15.0-23.0 14.0-25.0

Intervalo del diámetro nuclear: 4.4-5.8 4.0-5¿3

Intervalo del diámetro nucleolar: 2.8-3.6 2.6-3.3 í

6.- Forma pelágica

Intervalo del diámetro: 16.0-27.2 l:j..3-25.1 .
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1.- Las dimensiones de dan en mieras y representan el intervalo

de variación o la media resultantes de la medición ¿Le 100 -

amibas de cada cepa, tanto en el caso de las regionales co-

mo en el caso de la extranjera.

2.- Iwis referidas en la tabla VIII „

3.- Page estudió una sola cepa, clasificada como cepa 20, aisla

da de una laguna de agua dulce en Wisconsin, Estados Unidos.
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TABLA X I . - Análisis comparativo entre las dimensiones de la fa

2
se flagelar de ocho cepas regionales de N> gruberi ,

y ocho cepas extranjeras (Page, 1966) , en la misma fa-

se y de la misma especie.

C E P A S

PARÁMETROS REGIONALES EXTRANJERAS

1.- Fase flagelada. Intervalo

de la longitud máxima; ¡2.0.8-26.7 10.4-28.3

Media de la longitud má-

xima: 17.5 17.3

2.- Número de flagelos

2

3 ó 4 - +

3.- Período de latencia para

iniciar la transformación

améboflagelar.

[Cepas de suelo y rio 3 min.

[Cepas de piscinas y grifos: 36 a 65 mins.

I.:- Las dimensiones se dan en mieras y representan el intervalo

de variación y la media de la longitud máxima del flagelado,

resultantes de la medición de 100 organismos de cada cepa, -

tanto en él caso de las regionales como en el de las extran-

jeras.
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2O- Las referidas en la tabla VIII.

3.- Corresponden a las cepas de H. gruberi numeradas como sigue;

13,15,16,24.30=36,48 y 49, en su trabajo taxonómico de 1966.
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L A M I N A I

FIGURA I.- Trofozoíto de N. crruberi que muestra la típica forma

limase o de babosa. La. lobópodo anterior; N, núcleo; U, uroide-

3600 .X .

FIGURA 2.- Trofozoíto de N» qrüberi que exhibe la formación de-

dos lobopodos anteriores y_una vacuola pulsátil en la región

del uroide. La. lobopodos anteriores; Nu, nucléolo; Vp, vacuola

pulsátil. 3100"X.

FIGURA 3.- Trofozoíto de N. gruberi en el que se distingue fácil

mente el ect o plasma de la región anterior en forma de lobópodo.

El núcleo es particularmente visible y se puede observar en su-

interior el gariosorna y una región granulosa por fuera de la en

voltura nuclear. Ec, ectoplasma; Nu , nócleo; Rg, región granu-

losa perinuclear; XS, uroide 3120 X . . (

FIGURA 4.- Forma trofozoide de N B gruberi que muestra la emisión

de un pseudópodo lateral surgido de la región central de la ami-

ba que le permite modificar su dirección. Pl, pseudópodo lateral;

Nu, nucléolo; U, uroide; La, lobópodo anterior. 3000 X.
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L A M I N A II

-FIGURA 1.- Trofozoíto de N. gr líber i en el proceso de asumir la

forma esférica. Coloración supravital con verde de Jano.Vp, va-

cuola pulsátil; Mi, mitocondrias; Nu, nucléolo o cariosoma. 33-

00 X .

FIGURA 2.- Forma uniflagelada de N gruberi después de la induc-

ción con agua destilada. F, flagelo; Da, depresión anterior; S,

soma. 3000 X .

FIGURA 3.- Forma flagelada elipsoidal de N. grüberi en la que -

se observa la vacuola pulsátil (Vp). como es lo habitual el fia

gelo (F), es ligeramente más largo que la célula. 3000 X .

FIGURA 4.- Fase flagelar de N. grufrari con soma esférico. F, fia

gelo; Vp, vacuola pulsátil; S, soma. 2200 X .
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L A M I N A I I I

FIGURA 1. - Pasa quística temprana dó N. gruberi. Se observan -

las dos hojas que constituyen la pared dal quiste y el citoplas-

ma granuloso. He, hoja externa del quista; Hi, hoja interna del-

quiste; Ci, citoplasma.. 2800 X .

FIGURA 2 . - Quiste maduro de 1J. gruberi inmerso en un enjambre -

bacteriano» He, hoja externa del quista; Hi, hoja interna del

quiste; Ci, citoplasma. 2800 X .

FIGURA 3 . - Quiste maduro de N. gruberi teñido con coloración su-

pravital que evidencia los componentes lípidos de la pared quís-

tica y de los tapones de los poros. T, tapón; He, hoja externa -

del quiste; Hi, hoja interna del quiste; Ci, citoplasma,, 3700 X.

Sudán negro.

FIGURA 4.-J3uiste maduro de N. gruberi coloreado supravxtalmente

(Sudán negro), en el que pueden distinguirse las dos hojas de la

pared quxstica. He, hoja externa; Hi, hoja interna;

Nu, nucléolo; Ci, citoplasma . 3700 X .
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L A M I N A IV

FIGURA 1 . - Trofozoxto de Acanthamoeba astrorxvxis en e l que s e -

observa un pseudópodo anter ior ancho y var ias proyecciones f i -

nas del ectoplasma que constituyen los acantopodios. A, acantg

podios; Ps, pseudópodo ancho; Vp, vacuola p u l s á t i l ; N, nucléo-

lo ; TJr uroide. 2B00 X . •,

FIGURA 2 . - Forma trofozoide de Acantfaamoeba asfrronyyis en la que

la formación de acantopodios es predominante; A, acantopodios;-

Vp, vacuola p u l s á t i l ; U, uroide 3500 X .

FIGURA 3 . - Forma trofozoide de A. astronyxis en la que se obser

va la región del uroide. Ps, pseudópodo an te r io r ; U, región del

uroide; Cd, copa d iges t iva ; B, bac te r ias próximas a la copa. 3000

X .

FIGURA 4 O - Quiste de A. as t ronyxis . Ec, ec toquis te ; Enf endoquis-

t e ; Ci, cotoplasma„ 4000 X o
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L A M I N A V

Micrografia electrónica de una amiba de la espe-

cie El. gruberi . N. núcleo; Nu, nucléolo; En, en-

voltura nuclear; Mi, mifcocondrias; Ps, Pseudópo-

do; Rer, r e t í cu lo endoplásmico rugoso 12000 X. :

Barra L u. •
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L A H I H A VI

PIGUBA 1 . - Micrografía electrónica de N. crruberi en la que se

observa la membrana plasmática (Mp), vacuolas de p inoc i to s i s -

(Vp), mitocondrias (M), ovoides o en forma de clava y una i n -

clusión de l íp idos (Li) „ 21750 X. Barra 1 u.

FIGURA 2 . - Micrografía electrónica de &. cyuberi en la que se—

observa la vacuola digest iva (Vd) y su membrana l imi tante (Mvd) ,

a s i como los residuos de la digestión de una bac te r ia (b) . Tara

bien se observan numerosos ribosomas l ib res (Rl) . 43500 X , Ba

rra 0.5 u.
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L A M I N A V I I

FIGURA 1.- Microgxafía electrónica de N.. eprüberi en la que se

observa el núcleo (N) y el nucléolo (Hcl), el retxculo endoplás

mico rugoso (Rer), la membrana plasmática (Mp), los ribosornas

libres (Rl) y las mitocondrxas (M). 29000 X. Barra 1 u.

FIGURA 2.- Micrografía electrónica de N. gruberi en la que se

observa la envoltura nuclear con sus poros (puntas de flecha)

y con rlbosoiaas adheridos a la hoja externa (doble asterisco),

N (núcleo)- 43500 X . Barra 1 u .
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L A M I N A V I I I

FIGURA 1.- Micrografía electrónica que permite evidenciar la

abundancia de retículo andoplásmico rugoso (puntas de flecha),

así como la existencia de lisosoraas primarios (L), ribosomas li

bres (Rl), núcleo (N), y los poros nucleares (Pn) . 14500 X, Ba

rra 1 u .

FIGURA 2.-Micrografxa electrónica dej;. gruberi que permite

evidenciar un cuerpo residual (Cr), la vacuola digestiva (Vd),

los ribosomas libres (Rl) y el retículo endoplásmico rugoso. -

(Rer) 14500 X. Barra 1 u . ,
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L A M I N A IX

FIGURA 1.- Micrografxa electrónica de H. gruberi en la que se -

evidencian además de las mitocondriaáitsD »el núcleo (H) el núcleo

lo! (Ncl) y sobre todo el espongioma (E) adyacente a la vacuola -

contráctil (Ve). 14500 X, Barra 1 u .

.2.- Micrografxa electrónica de N,. gruberi que ilustra la

presencia del ectoplasma (Ep) entre la menífcfrana plasmática y el

endoplasma, así como la presencia de cuerpos intramitocondria—

les (Cim) en raitocondrias de tipo esférico (M) 14500 X. Barra 1

u . En el recuadro se muestra un par de mitocondrias con los -

cuerpos de inclusión. 50000 X . Barra 0.2u.
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L A M I N A X

Micrografxa electrónica de N. crruberi que pone en evi-

dencia la presencia de itiitocondrias perinucleares (Mpn) F

la de los pseudópodos (Ps) así como el proceso de fago-

ci tosis , señalado por la punta de flecha. N, nücleo; Mpf

membrana plasmática. Mu, membrana nuclear 14000 X. Barra

1 u.
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