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A MODO DE INTRODUCCION

Excmo. Sr. Rector Magnifico
Excmos. ¢ Ilmos. sefiores
Sras., Sefiores, Compaifieros y Alumnos

Es preceptivo que en el solemne acto de Apertura del Curso Académico
pronuncie un discurso o conferencia un catedritico de la Universidad. Existe
ademds la norma de seguir un sistema de turno rotatorio entre las Facultades
que la integran y, dentro de cada Facultad, debe actuar el catedratico mas
antiguo que no haya todavia cumplido con este deber académico.

En el presente curso me ha correspondido el cumplimiento de este deber,
que acepto con gratitud y disciplina, pero al mismo tiempo con justificado
temor.

Por algunos de los muy respetados profesores y maestros que me han
precedido en esta tribuna he sabido el alto compromiso que tan honrosa
designacion constituye, y también la gran responsabilidad que representa.
Porque, efectivamente, quien desde aqui dirige la palabra a tan relevante
auditorio deberia estar dotado de cualidades capaces de hacer que el tema
desarrollado posea amenidad, altura de pensamiento a tenor de quienes
escuchan, interés para no defraudar a los oyentes, y cierta actualidad que
justifique su disertacidn en este momento de la vida universitaria.
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Creo sinceramente, sin la menor sombra de falsa modestia, que carezco de
aquellas cualides, por lo que, contando anticipadamente con la benevolencia
de quienes me escuchan, la Unica cualidad que puedo ofrecer con el tema
elegido serd, tal vez, el interés que en la actualidad estd adquiriendo, en el
campo de la Parasitologia, un grupo de protozoos que, conocidos desde
antiguo pero considerados como seres de vida libre hasta hace relativamente
pocos afios, se va ahora descubriendo en ellos cdracter parasitario y acciones
patdgenas para el hombre y los animales, por lo que cada dia son més tenidos
en cuenta como un peligro latente, y, por ello quizds mds temible, para. la
salud y la vida del hombre.

Otra raz6n que haga quizd perdonable la eleccion del tema reside en que
sobre el mismo se han realizado, y se siguen realizando, investigaciones en el
Departamento de Parasitologia de la Facultad de Farmacia de esta
Universidad de Granada, con la valiosa aportacién del Instituto Lopez-Neyra,
y creemos que son, al menos en la forma de abordar hasta ahora el tema, las
primeras en Espafia.

Nos estamos refiriendo a las llamadas “AMEBAS LIMAX”, protozoos muy
frecuentes y difundidos.

LOS PARASITOS

Concepto y antecedentes.- Debemos admitir que alin no se tienen sobre este
grupo de protozoos conocimientos suficientes para poder dar de ellos una
definicion que los abarque a todos y al mismo tiempo no incluya ninguna
especie extrafia al mismo.

De manera solamente aproximativa y provisional se puede decir que es “Un
grupo abierto (no taxondmico) de protozoos, con movimiento ameboide
(algunas especies pueden emitir flagelos en ciertas fases), de pequerio tamario
(no superior a 50 micras en sus formas trofozoicas), que normalmente hacen
vida libre en numerosos y diversos biotopos, donde se alimentan saprozoica ¢
saprofiticamente, de preferencia en medios acudticos de agua dulce, capaces
de desarrollar formas quisticas de resistencia y que, en circunstancias (1o
todas bien conocidas) pueden parasitar al hombre, teniendo a veces elevada
accibén patdgena’”.
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Con la denominacidn de “grupo abierto’ que hemos aplicado a las “Amebas
Limax” queremos significar que el nimero de familias, géneros y especies
que deben ser incluidas bajo dicho nombre estd sujeto actualmente d
constante revision y estudio por los especialistas de casi todos los paises, por
lo que su contenido y encuadre estd continuamente varidndose a medida que
avanza lo que se conoce sobre estos rizdpodos.

Puede afirmarse que las “Amebas Limax” hubieron de ser conocidas desde
los tiempos en que el microscopio compuesto se aplicd a la observacion de
los seres vivos que, invisibles a simple vista, podian hallarse en medios
naturales tales como sedimentos y aguas de rios, charcas, pantanos, piscinas,
e incluso en sedimentos de fondos marinos, tierras hiimedas, etc. etc., donde
también suelen vivir. Estos primeros estudios estaban, logicamente, limitados
a la descripcion de su forma, tamafio, aspectos en general, y a la manera tan
particular e interesante de moverse mediante la emision de seuddopodos.

Pero hasta tiempos relativamente recientes no se comenzd a sospechar,
equivocadamente primero y con seguro acierto después, el papel patdbgeno
que pueden tener algunas de las especies inluidas bajo la denominacién de
“Amebas Limax”, a las que también se les suele llamar “pequefias amebas de
vida libre” para distinguirlas de otras amebas, también de vida libre, de
mayor tamano y que nunca adoptan la vida parasitaria.

Morfologia.-- Pucsto que bajo ¢l nombre de “Amebas Limax™ se agrupan
diversas especies, que a su vez pertenecen a géneros y alin familias distintas,
es 16gico que su morfologfa y su biologfa también difieran entre si.

No obstante, podemos mencionar algunas caracteristicas morfologicas mas o
menos generales y comunes. Debemos considerar dos estados o fases de su
biologia: las fases moviles o trofozoltos y las formas de resistencia llamadas
quistes. '

Trofozoitos: Son relativamente pequefios, no rebasando, como ya se dijo, las
50 micras de didmetro, a diferencia de otras amebas de vida libre que hasta
ahora no se han demostrado que sean patdgenas aunque pueden encontrarse en
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los mismos biotopos que las “Amebas Limax”, y cuyos trofozoitos alcanzan
dimensiones mucho mayores (géneros Amoeba, Pelomixa, y otros). Suele
distinguirse en ellos una finisima membrana plasmatica elastica e invisible al
microscopio de luz ordinaria. La elasticidad y facilidad de reconstruccion de
esta membrana les permite la emision de seuddpodos para su movilidad y
captacion del alimento. Generalmente se considera que la forma de los
trofozoitos en absoluto reposo es la esférica, pero debido a la continua
formacién de seuddpodos suelen aparecer de muy variadas formas y
aspectos, si bien hay cierta constancia en la forma de los seudbpodos, yen la
manera de producirse éstos, dentro de un determinado género o especie. Sin
embargo, como mdas adelante veremos, tales diferencias morfoldgicas no
suelen ser lo suficientemente constantes como para fundamentar sdlamente
en ellas los encuadramientos taxondmicos, entre otras razones porque tales
aspectos de su morfologia cambian segiin el medio en que las amebas se
encuentran (medios liquidos con diferentes viscosidades y presiones
osmébticas, superficies de cuerpos solidos, temperatura, etc., etc.).

Frecuentemente puede apreciarse en ellas un ectoplasma hialino y un
endoplasma granuloso con vacuolas que pueden incluir particulas
alimenticias, frecuentemente bacterias, u otros restos vegetales o animales.
También pueden alojarse en el endoplasma una o més vacuolas pulsatiles de
funcidon osmorreguladora.

Principalmente a expensas del ectoplasma se originan las prolongaciones
seudopoddicas, que pueden adoptar diversas formas, como ocurre en las
especies del género Acanthamoeba, que son largas, puntiagudas y en
ocasiones ramificadas, dandoseles el nombre de acantépodos.

En ciertas fases de algunas especies suelen también desarrollarse flagelos
como Organos de locomocion. No forman flagelos, por ejemplo, las especies
de la familia Hartmannellidae (Kingston y Wahrust, 1969), si los forman las
del género MNaegleria.

El niicleo de estas amebas suele ser vacuolar, aprecidndose un nucleolo
central o excéntrico. Algunos autores consideran como caricter diferencial
entre géneros y especies la permanencia o la desaparicion del nucleolo y de la
membrana nuclear al iniciarse la mitosis reproductora.

LAS AMEBAS LIMAX

Quistes: Las formas quisticas o formas de resistencia, que permiten la
dispersion de las “Amebas Limax” en condiciones adversas en las que los
trofozoitos no podrian sobrevivir, poseen, como todas las formas quisticas,
una pared externa gruesa y resistente; a veces esta membrana o pared del
quiste es doble, habiendo una membrana externa y otra interna, siendo esta
altima de aspecto poliédrico, cuyos vértices o salientes contactan con la
pared externa, como acontece en las especies del género Acanthamoeba
(Volkousky, 1931), si bien este género no es aceptado por todo los autores.

Al microscopio electronico se ha sefialado en el citoplasma un reticulo
endoplasmatico poco desarrollado; el aparato de Golgi, particularmente en
las especies del género Hartmannella; ribosomas; y mitocondrias que no se
han podido demostrar en todas las “Amebas limax”. La cubierta externa de
estas amebas estd constituida por una membrana unidad recubierta de una
capa externa posiblemente de mucopolisaciridos. Las vacuolas que se
producen en el citoplasma estdn limitadas por una membrana unidad, como
la externa de la ameba, de la cual derivan.

Proca-Cioban y Gancevici, en agosto de este afio, dan cuenta de los cambios
que sufre una cepa de Acanthamoeba sp. durante su envejecimiento en
cultivo axénico. Entre otras variaciones comprueban el aumento de los
lipidos y disminucion de prétidos y carbohidratos. Descubren, por primera
vez en los protozoos seglin estos autores, los organulos celulares “catalisomas”
que intervienen en la sintesis de los lipidos. Los encuentran en la superficie
interna de las inclusiones lipidicas, las cuales aumentan sensiblemente con
la edad de los cultivos, sufriendo una forma de “degeneracién grasa” se-
mejante a la que ocurre en las células de los mamiferos viejos, lo que da pie
a los autores para sugerir la existencia de “‘un mecanismo bésico” de erive-
jecimiento celular.

Ordenacion taxonbémica de “Amebas Limax’’. Parece que fueron Hertwig y
Lessert quienes en 1874 realizaron los primeros intentos seriados
encaminados a su claficiaciébn taxondomica y diferenciacion especifica
fundada en el aspecto morfologico y en su manera de emitir los seudopodos.
A partir de entonces son muchos los especialistas que han realizado estudios
con el mismo propdsito, aunque fundamentando sus clasificaciones en
aspectos de su biologia y en ciertas fases de su divisibn mitdsica.
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Aceptando como vélida la clasificacién de los protozoos hecha por Honiberg
en 1964, (sdlo en lo referente a las amebas, pues para los restantes taxones
de los protozoos dicha clasificacion ha sido ampliamente superada) las
“Amebas Limax” se hallan inclufdas en el Phylum Protozoa, Subphylum
Sarcomastigophora, Superclase Sarcodina, Clase Rhizopodea, Subclase
Lobosia, OQrden Amoebida.

A partir del Orden Amoebida la clasificacidbn en Familias ha sido, y sigue
siendo, muy discutida. En 1970 los autores Singh y Das incluyen en este
Orden tres familias: Familia Endamoebidade, cuyas especies son todas
parasitas, (unas del hombre y otras de animales vertebrados ¢ invertebrados),
y las familias Hartmannellidae y Schizopyrenidae que comprenden especies
parasitas y especies de vida libre que pueden, en ciertos casos, hacerse
parasitas y alOn patdgenas. En estas dos familias podemos considerar
incluidas las llamadas “Amebas Limax”. Sin embargo, atin admitiendo la
anterior distribucién en Familias, el problema de ordenacién taxondmica de
éstos protozoos a nivel de géneros y especies sigue en pie, a pesar de los
meticulosos y continuados esfuerzos que incansablemente realizan los
especialistas. La mayor dificultad estriba en los diversos criterios que cada
autor adopta y tiene en cuenta para su diferenciacién tax ondémica.

Unos autores toman como caracteres diferenciales de estos Amoebida la
morfologia y el aspecto general de las formas trofozoicas al microscopio de
luz ordinaria, la formacion y aspecto de los seuddpodos, la morfologia de las
fases quisticas, etc., etc.,

Otros autores (por ejemplo Wenyon en 1926), ademis de los datos
morfologicos de trofozoitos y de quistes, tuvo también en cuenta la facultad
que tienen algunas especies de producir 0 no, temporalmente y en
determinadas circunstancias, cierto nmero de flagelos.

Mas recientemente (Singh, 1952) utiliza criterios citogenéticos fijando su
atencidn, por ejemplo, en que el nucleolo se divida o no al iniciarse la
mitosis, 0 en que la membrana nuclear desaparezca o permanezca estable en
igual fase de la reproduccibn mitésica. Con arreglo a estos caracteres
diferenciales es como Singh estableci6 las diferencias en las tres familias que
antes mencionamos, y de cuyas tres familias solamente en dos,
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Schizopyrenidadey Hartmannellidae, comprenden “Amebas Limax”, si bien
por entonces aiin no estaba bien conocida su accion patdgena.

Permitiéndonos una simplificacion para la clasificacion de las “Amebas Li-
max”’, podemos exponer el siguiente cuadro siguiendo las directrices de
Singh en 1952:

Familias Géneros Especies
Schizopyrenidae Schizopyrenus Sch. russelli
Sch. erythaenusa
Sch. atopus
Naegleria N. gruberi
Didascalus D. thortoni
Hartmannellidae Hartmannella H. glebae
H. leptonemus
H. agricola

(En el anterior cuadro no estdn incluidas todas las especies conocidas).

Esta ordenacion taxonomica, fue seguida durante muchos afios por casi
todos los especialistas, a pesar de que el criterio seguido se base en imagenes
de la division mitésica (no siempre faciles de observar y que obligan a mante-
ner cultivos vivientes de tales amebas) y a que, segin ciertos autores, los
fendbmenos de la mitosis no son constantes en todos los casos.

Otras muchas ordenaciones han sido propuestas en afios sucesivos por
distintos especialistas; Page, (en varias publicaciones desde 1965 a 1970),
Kasprzak y Mazur (1972); Pussard (1972, 1973), etc. etc. Conviene sin
embargo destacar que Kingston y Wahrust en 1968, atendiendo solamente a
caracteres morfoldgicos, admiten las mismas dos familias Schizopyrenidae y
Hartmannellidae, pero dentro del género Hartmannella incluye el subgénero
Acanthamoeba, y que Page (1968), eleva a la categoria de género el
subgénero Acanthamoeba; y mas tarde Pussard (1972, 1973) crea para este
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género la familia Acanthamoebidae, si bien algunos especialistas no han
aceptado éstas, entonces nuevas, ordenaciones.

Con los escasos datos anteriores facilmente puede verse que la ordenacion
taxonomica de las “Amebas Limax” no esta resuelta, debido, principalmente
a la falta de uniformidad en los criterios para seleccionar las caracteristicas
empleadas en las diferenciaciones taxondmicas, 1o cual hizo a Pussard decir
que la taxonomia de las ““Amebas Limax™ se encuentra en “un estado tal de
desorden y confusién que es necesario acudir a nuevos caracteres que
permitan distinguir, entre ellos, a.éstos protozoos”,

Facilmente puede comprenderse que en esta situacién los conocimientos
especificos que pueden tenerse de estos protozoos han de ser confusos y
hasta contradictorios en ocasiones, ya que los estudios hechos por distintos
investigadores no podrin ser comparables al no existir seguridad absoluta de
que han trabajado con material bioldgico de igual naturaleza.

Recordemos a este propdsito lo que anteriormente deciamos sobre la
necesidad de mantener cultivos activos para determinar ciertas caracterfsticas
diferenciales de las especies: es sabido que estos seres, de constitucién
bastante elemental, cambian su biologia y su morfologia segiin el medio en
que se encuentren, pues bien, en uno de los trabajos realizados en el
departamento de Parasitologia de la Facultad de Farmacia y el Institu-
to Lopez-Neyra de Parasitologia del C.S.I.C., en 1976, se consignaban més
de veinte medios de cultivos diferentes empleados por los distintos inves-
tigadores que se han ocupado de estos estudios.

lgual puede decirse de las técnicas de tincidn, etc. etc., para las observaciones
microscopicas.

No obstante las grandes dificultades que antes se resefian para la correcta
ordenacion taxondmica, y precisamente por dichas dificultades, nos
limitamos a consignar una relacién de especies agrupadas dentro de los cinco
géneros mas conocidos, bien entendido que tal relaciéon, por las causas
descritas, no es una ordenaciébn taxondmica ni completa ni perfecta, y
solamente tiene un caracter provisional,

12
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Familias Géneros Especies

Schizopyrenidae Schizopyrenus S. russelli
S. erythaenusa
S. atopus

Naegleria N, fowleri
N. gruberi
N, aerobia

Didascalus D. thomtoni

Hartmannellidae Hartmannella H, culbertsoni
H vermiformis
H agricola
H glebae
H limacoides
H exudans
H. leptocnemus

Acanthamoebidae Acanthamoeba A. castellanii
A. polyphaga
A. rhysodes
A. radiosa
A. hatchetti
A. comandoni-astronyxis

Debemos insistir en el caricter solamente aproximativo de la relacidén
anterior, pues se han dejado de consignar varios géneros y especies, y, por
otra parte, sobre algunas especies incluidas en los dos Gltimos géneros, no
hay conformidad general en cual de ellos deben incluirse.

En todo caso, hemos de reconocer que cualquier clasificacion que pudiera ser
adoptada seria transitoria, al menos hasta que los estudios citogenéticos,
inmunolégicos y bioquimicos encaminados a la diferenciacion especifica no
estén més desarrollados en el campo de estos protozoos.

Pese a lo dicho, y mientras esto sucede, no tenemos mds remedio que aceptar
las ordenaciones taxondmicas, y atin las nuevas especies que los especialistas
propongan, siempre que las bases en que se fundamenten sean
razonablemente demostrativas.
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Distribucion: Practicamente pueden encontrarse amebasen todos los “habitat™
naturales en donde los seres vivos puedan existir; por ejemplo, en aguas,
suelo, cadédveres de animales o plantas en descomposicion e incluso pueden
ser halladas en lugares en los que la vida estd representada por sus més
elementalss y sencillas formas, (por ejemplo bacterias, de las cuales se
nutren). Las amebas también, en algunas de sus numerosas especies, pueden
hacer vida parasitaria, ¢ incluso algunas de ellas estdn definitivamente
adaptadas al parasitismo, con especificidad de hospedador mds o menos
estricta (por ejemplo, Entamoeba histolytica en el hombre y Entamoeba
invadens en reptiles).

En el caso que ahora nos ocupa, las “Amebas Limax”’, ya quedd dicho que
aun siendo ‘“‘pequefias amebas de vida libre”, en determinadas circunstancias
pueden convertirse en pardsitas y hasta con elevado poder patbégeno. En
realidad, este hecho no debe ni puede sorprendernos grandemente, pues la
maés extendida opinidén sobre el origen de los seres parasitos es que proceden
de otras especies ancestrales que hacian vida libre. Esto nos sugiere una
atractiva interrogante... ;Estaremos asisticndo ahora, en estos siglos, con el
caso de las “Amebas Limax’ a uno de los infinitos casos de transformacién
de especies libres en especies pardsitas? ... Asimismo se sabe que, en la
mayoria de las infestaciones humanas, y en las experimentales en animales,
presentan estas amebas un elevado indice de mortalidad, lo que viene, en
cierto modo, a sugerir una respuesta afirmativa a la anterior pregunta, puesto
que también es aceptado como cuestiéon general en parasitologia, que en la
adaptacion completa pardsito-hospedador se establece una cierfa clase de
equilibrio bioldgico de tal indole que aquél no tiende a destruir a éste, sino
que ambos susbsisten en convivencia, aunque con beneficio mayor o
exclusivo para el primero, lo que debemos interpretar admitiendo que la
extremada patogenidad de la infestacion por “Amebas Limax’ significa que
todavia es una incompleta adaptacion parasitaria,

Debemos ademds considerar el hecho de que las “Amebas Limax” producen
quistes capaces de soportar condiciones muy desfavorables del medio
ambiente, tales como la casi total desecacion, la fuerte iluminacion, cierto
grado de elevacion térmica, etc., por lo que pueden encontrarse, sin pérdida
de viabilidad, en el polvo atmosférico del exterior y del interior de las
viviendas, en la superficie de objetos de uso habitual, en el pelo, plumas y

14
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piel de animales domésticos y salvajes, etc. etc. todo lo cual les facilita una
enorme capacidad de dispersion; asi pues, la presencia de las formas
trofozoicas, (cuando se producen condiciones favorables en el medio) en Tos
lugares mas diversos, es practicamente ilimitada.

Debemos puntualizar algo mds la posibilidad de dispersion mencionando
algunos de los hallazgos registrados en la bibliografia, limitandonos a las més
interesantes denuncias de los (iltimos veinte afios:

En Inglaterra, Kingston y Vahrsut (1961), encuentran quistes de
Hartmannella castellanii en el aire de varias localidades, lo que permite a
estos autores, empleando medios de cultivo adecuados, el aislamiento de las
formas trofozoicas correspondientes.

Das, en 1970, descubre en tierras de jardin de varias localidades de la India
las especias Hartmannella culbertsoni y Naegleria aerobia.

Un caso curioso fue el hallazgo realizado por Saygi en 1974, quien encontro
en Turquia una especie del género Acanthamoeba en un suelo, bajo la nieve,
a unos 2.000 metros sobre el nivel del mar, Mascard, C.; Fluvia, M.C.;
Guevara, D.C.; Osuna, A. y Guevara, D., han presentado en el IV Congreso
Internacional de Parasitologia (Varsovia, Agosto, 1978) una comunicacién
en la que, entre otras investigaciones, se da cuenta de haber encontrado una
especie del género Acanthamoeba en torrentes de agua de deshielo de Sierra
Nevada (Granada, Espafia), tomadas las muestras a 1.700 y 2.400 metros de
altitud.

Especies de los géneros Hartmennela y Acanthamoeba fueron
encontradas por Menapace y colaboradores en 1975 en muestras de suelo del
estado de Colorado (USA).

Desde un punto de vista sanitario tiene gran importancia la presencia, casi
constante, de diversas especies de “Amebas Limax” en piscinas destinadas
al bafio y al deporte, tanto en las dotadas con filtros y otras instalaciones
depuradoras (sistemas de cloracién) como en las carentes de dichas
instalaciones. Asimismo se encuentran en lagos, rios, pantanos, canales, etc.
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que son utilizados con los mismos fines recretativos y deportivos que las
piscinas. Mencionaremos algunos de las investigaciones a este proposito:

Chang, en 1972, encuentra diversas especies de “Amebas Limax” en piscinas
de Cincinnati, en algunos afluentes del Mississipi, en aguas de suministro de
una pequefia ciudad de California, en ciertos lagos de Florida y en el rio
Ohio.

En 1972, Kasprzak y Mazur hallan también “Amebas Limax” en las aguas de
22 lagos, un canal y un rio de Polonia que fueron objeto de estudio;
comprueban, experimentalmente, que dichas “Amebas’ son patdgenas para
el ratdn blanco cuando se le inoculan por via intracerebral.

Un afio despue$, en 1973, Jamieson y Anderson estudian en Australia las
aguas de piscinas, depositos, suministro doméstico, rios, lagos, canales y
fuentes termales. Logran aislar hasta 130 cepas de “Amebas Limax”.

Cerva y Haldt, en 1974, encuentran este tipo de amebas en cinco piscinas de
Estocolmo, mientras que en el mismo afio Jadin las descubre en los grifos de
agua corrente de las salas de cirugia y en la que se tenia destinada para
didlisis renal, lo que representa un caso de peligrosidad excepcional dentro de
la enorme ubicuidad de estos protozoos.

También en 1974 Desmet-Paix denuncia que el 80 por ciento de las aguas de
las piscinas por él investigadas en Bélgica estan contaminadas por una o varias
especies de “Amebas Limax”.

Algo mds tarde, Motet y colaboradores, en 1976, estudian, desde este punto
de vista, las aguas de Estrasburgo destinadas al suministro de la ciudad, a
piscinas y a otros usos y consiguen aislar hasta 72 cepas de varios géneros y
especies de ““Amebas Limax”. Estos autores hacen observar que. han
encontrado estas amebas en todos los biotopos por ellos muestreados,

Kasprzak y Mazur también en 1976 investigan la presencia de estas amebas

en aguas con temperaturas superiores a las normales, en lagos cuyas aguas se
emplean en el enfriamiento de instalaciones industriales, y que alcanzan
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hasta los 30 grados centigrados. De todos los lagos con estas caracteristicas
han podido aislar especies patdbgenas del género Hartmannella en Australia,
Nueva Zelanda, India y Rusia. De aqui se desprende que aguas con
temperaturas algo templadas son buenos biotopos para las especies patdgenas
de estas amebas. Eso mismo ya ha sido observado también en aquellas
piscinas de bafio o deporte con instalaciones de calefaccion.

En lo que atafie a la presencia de “Amebas Limax” en aguas salinas
seflalaremos que Lasman, en 1977, encontrd en las aguas marinas especies del
género Acanthamoeba, y que Sawyer y colaboradores, en el mismo aiio, las
encuentran en sedimentos ocednicos proximos a Nueva York y a Baltimore,
comprobando experimentalmente que eran patdgenas para el ratdon blanco.

Resulta sorprendente el descubrimiento de Desmet-Paix en 1974 que
encuentra “Amebas Limax™ en aguas comercializadas y envasadas, tanto en
las gaseosas como en las no gaseosas, siendo la presencia de las amebas
independiente de la naturaleza del envase, vidrio, plastico o cartén
parafinado.

Las Gnicas citas que hemos encontrado sobre investigaciones realizadas a
propbsito de la distribucidn de estas amebas en Espafia, en los Gltimos afios,
aparte las investigaciones que se estan llevando a cabo en Granada, que
mencionaremos seguidamente, parecen ser las que realizaron Jadin y Willaert
en 1974. Estos autores estudiaron aguas de distribucién de 30 ciudades de
varios paises, sblamente cuatro de ellas no mostraron presencia de “Amebas
Limax’’; entre estas cuatro ciudades se cita a Barcelona.

En un trabajo realizado en el Departamento de Parasitologia de la Facultad
de Farmacia de Granada y el Instituto Lopez-Neyra de Parasitologia, por los
doctores Mascard Lazcano, Fluvia Bru y Guevara Benitez, fueron
muestreados 22 diferentes biotopos de Granada, Jaén y Valencia y de sus
provincias respectivas (14 piscinas, con sistema depurador o sin él, tres
fuentes naturales, dos charcas, un pantano, un pozo y un torrente). Fueron
halladas varias especies de ‘“Amebas Limax” en 21 de los biotopos
estudiados. Los géneros y especies encontrados fueron los siguientes:
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Hartmannella vermiformis ........ccccccceeeeviiiivineenineinnne. en 4 lugares
Hartmannella glebae — ........... reeerenenrraaesaenaaaanns enens en 1 lugar
Acanthamoeba polyphaga ...................... e r e en | lugar
Acanthamoeba castellanii en 1 lugar
Acanthamoeba (SP.) coveeeeevreeecieniiiiecinicieieee v, en | lugar
ACANLRAINOCDA SP. weveevevinarieeeereiiiaeeiirtiiiieciciiine s en 1 lugar
SCRIZOPYFERUS SP. eevverreiiiiniiriiie it e en 1 lugar
Especies y géneros no identificados —................... en 12 lugares

En un estudio anterior (1975-76) realizado por los doctores Mascard,
Guevara Benitez, y la licenciada de la Rubia Nieto, denuncian el
hallazgo de una especie del género Acanthamoeba, que encontraron
en los cultivos de algas del género Oscillatoria, mantenidos en el
Instituto Lopez-Neyra de Parasitologia para la cria de Limnaea truncatula
utilizadas a su vez en el ciclo biologico experimental de Fasciola hepatica.
Dicha especie fue denominada provisionalmente Acanthamoeba Gr.1 (den-
tro del complejo Acanthamoeba comandoni-astronyxis) la cual se mantiene

en el Departamento de Parasitologia por cultivos sucesivos en Bacto-Agar.

Lo expuesto hasta ahora en este apartado basta para demostrar la enorme
dispersion de las ““Amebas Limax™, pero tenemos la casi absoluta seguridad
de que serdn muchos mds los lugares en que se puedan encontrar, (desde las
aguas marinas hasta los suelos nevados de altas montafias, pasando por las
aguas termales, bien de fuentes naturales o producidaspor la actividad
tecnologica del hombre), va que los estudios seriados de estos interesantes
protozoos han tomado un interés particular, entre los especialistas,
solamente a partir del momento en que pudo demostrarse su accidn patdgena
para el hombre de algunas, o tal vez de todas, las amebas de este grupo.

PATOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA
Como en otros muchos casos de la investigacion cientifica, parece que la
accidn patOgena de las “Amebas Limax” se descubri6 en experiencias que en

un principio no estaban especialmente orientadas a su bsqueda:
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Efectivamente, Jahnes, Fullmer y Li, en 1957, encontraron en sus cultivos de
células de rifién de mono una contaminacion por amebas que perjudicaban al
cultivo ocasionando sintomas de degeneracién celular; en el interior de
algunas de estas células pudieron observar formas quisticas de amebas. Tales
amebas fueron posteriormente identificadas como pertenecientes al género
Acanthamoeba.

Varios investigadores mds comprobaron también este tipo de contaminacion
en los cultivos celulares de distintos tejidos, atribuyéndola (creemos que
acertadamente) a los quistes amebianos presentes en el aire, pero no
consideraron mds que su accibn perjudicial para la marcha de sus cultivos
celulares.

Parece que fueron Culbertson y sus colaboradores en 1958 quienes
sospechando que la accidn de las ““Amebas Limax” en los cultivos celulares
pudiera ser debida a algin virus presente en ellas, inyectaron
intracerebralmente parte de los cultivos contaminados a monos y ratones. En
todos los animales aparecié una meningoencefalitis rapidamente mortal. En
las necropsias fueron halladas numerosas amebas en las lesiones meningeas y
cerebrales.

Inoculaciones a ratones por via nasal produjeron también meningoencefalitis
mortales con presencia de amebas intracraneales. Estas experiencias repetidas
posteriormente por muchos autores con iguales resultados sugieren que la via
intranasal sea una de las posibles formas de la infeccién natural en el hombre.

Trabajando Cerva en 1967 con especies de ‘““Amebas Limax” aisladas e
identificadas en cultivos axénicos, e inoculando ratones con dosis de 105
individuos de Hartmannella castellanii intracranealmente, encuentra que el
40 por ciento de los animales murieron con sintomas de meningoencefalitis y
presencia de amebas en el cerebro. Este autor también realizé inoculaciones
andlogas en ratas y cobayas.

En el mismo afio de 1967, Wang y Feldman aislan Acanthamoeba rhysodes
de gargantas humanas y tratan de averiguar si existe correlacidén entre la
accion de esta especie sobre cultivos de células PMK y en inoculaciones a
ratones. Aunque la accidn sobre los cultivos no fue intensa, si se originaron
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lesiones granulomatosas con presencia de amebas en los cerebros de los
ratones inoculados, si bien éstos no tuvieron sintomas de meningoencefalitis,

Culbertson, (1971) ademds de la instilacién intranasal utiliza también la via
intravenosa para inoculacion de amebas de los géneros Hartmannells y
Acanthamoeba a ratones y monos. Comprobd que, por la primera, se
produce rinitis amebiana con posterior invasion de los bulbos olfatorios y del
sistema nervioso central. También se producian lesiones y localizaciones del
arbol respiratorio, Por la segunda via, la intravenosa, se producia una
invasion generalizada con neumonias amebianas y, ocasionalmente,
encefalitis mortal. La inoculacién intraperitoneal producia abscesos que
curaban espontidneamente, sin diseminacion generalizada ni meningoencefalitis

Atendiendo a los resultados obtenidos por inoculacién a animales de
experimentacion, Cerva (1971) divide en seis grados crecientes la
patogenidad de determinada cepa o especie de “Amebas Limas”:

Grado 1. Por inoculacién intracerebral al raton las amebas no son capaces de
sobrevivir ni enquistarse en el cerebro.

Grado 1I. Por igual via las amebas pueden sobrevivir y enquistarse en el
cerebro, sin mas perjuicio.

Grado III. Por igual via las amebas sobreviven y se enquistan, pero ademds
son capaces de matar al raton.

Grado IV. Por instilacidn intranasal las amebas pueden penetrar en el
cerebro, sobrevivir y enquistarse.

Grado V. Por instilacién intranasal las amebas penetran en el cerebro y son
capaces de matar al raton.

Grado VI. Por instilacién intranasal las amebas invaden el cerebro y pueden
generalizarse a otros 6rganos.

Creemos que, aunque interesante, esta clasificacion atendiendo a la
patogenidad de las ““Amebas Limax” sobre animales de experimentacidn, su
interés es sblo relativo si se tiene en cuenta que en ella no figura la
variabilidad individual del hospedador experimental que se utilice, y ya es
bien sabido que la susceptibilidad puede ser extremadamente distinta, dentro
de una misma especie, segiin la raza y hasta el individuo.
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Wong, Karr y Balamuth, en 1975, utilizan una nueva via de inoculacidén en
animales de experimentacidn, en este caso en primates; esta via es la
intrarectal y la ameba estudiada fue la Acanthamoeba culbertsoni. Deducen
estos autores de sus experiencias que existe una serie de factores que
influyen en la patogenidad de las amebas. Entre estos factores, ademas de la
susceptibilidad individual a que antes nos referiamos, se encuentra la clase y
edad de los cultivos de donde se aislaron las amebas, las condiciones y el
medio en que aquellas se mantienen, etc. etc. por lo cual cabe explicarse que,
pese a la amplisima dispersion de estos protozoos, los casos humanos hasta
ahora denunciados no son muy numerosos.

Kasprzak y Mazur, en comunicacion presentada al IV Congreso internacional
de Parasitologia (Varsovia, Agosto, 1978) hacen referencia a un nuevo
hallazgo, en 1976, de Naegleria fowleri en 6 lugares de aguas térmicamente
polucionadas. Denuncian que en 9 lugares de un complejo lacustre
investigaron barro de las riberas, encontrando ‘“Amebas Limax”, dos de
cuyas cepas las identifican como Naegleria fowleri, pero no eran patbgenas
para el raton por via intranasal.

Guevara, D.C.; Batista, N.; Mascard, M.C.; Osuna, A.; y Guevara, D. (1978).
utilizan la estirpe de Acanthamoeba Gr. I (nombre especifico provisional),
aislada en 1974 de los cultivos del alga Oscilatoria sp. del Instituto
Lopez-Neyra, conservada hasta la fecha en cultivos axénicos. Dicha
Acanthamoeba demuestra su accidbn patbgena sobre raton albino cualquiera
que sea la via de inoculacién, si bien los 6rganos mas afectados estan, hasta
cierto punto, condicionados por aquella. Demuestran también que hay
diferencias de susceptibilidad individual del hospedador.

Asimismo, ponen de relieve que la via hematica de dispersion en el ratoén se
produce en periodos tardios de la infeccibn, que la Acanthamoeba
investigada tiene preferencia por el pulmén mas que por el cerebro! . Dicha
estirpe tiene cierta resistencia a la acidez del medio y a la accion litica de la
bilis “in vitro”. Los autores deducen, por la patogenidad de la estirpe

1. Iste resultado viene a confirmar lo denunciado en 1974 por Kasprza y colaboradores que en-
cuentran cepas de Acanthamoeba patdgenas para el ratdn blanco por via intranasal, siendo neumotropas
que solamente causaban lesiones en pulmén,
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estudiada, que puede incluirse en el grado 1V de la clasificacion de Cerva. Las
inoculaciones intrarrectales y las intraperitoneales ocasionan una dispersion
de las amebas muy amplia, fijAndose en muy variados érganos de log
animales. (IV Congr. Intern. Parasitol Agosto 1978).

También en 1978, en el IV Congreso Internacional de Parasitologfa, dan
cuenta Stevens, Gallup, Jonckheere y Villaert de haber examinado al
microscopio electronico siete variedades de Naegleria fowleri, seropositivas,
peéro no patdgenas, aisladas del medio ambiente, con objeto de observar si
existian diferencias estructurales entre las cepas patdgenas y no patobgenas de
ésta especie. Encuentran ciertas diferencias en la forma del ntcleo, aspectos
de la membrana nuclear, compacidad del reticulo endoplasmético proximo al
nicleo, entre otras. Los autores concluyen diciendo “‘posteriores resultados
pueden revelar diferencias adicionales que puedan establecer que las
variedades no patbgenas sean una nueva especie de Naegleria”.

Jonckheere, (1978), aislo del medio ambiente cepas de Naegleria fowleri no
patogenas, que contrariamente a las patégenas no pudieron ser cultivadas en
medio axénico. Estas “variedades™ tuvieron siempre efecto citopatbgeno
sobre células Vero en cultivo. Se sabe que las cepas altamente patdgenas
pierden cierto grado de virulencia por subcultivos en medios axénicos, y por
el contrario la virulencia puede ser aumentada mediante pases por cerebros
de ratdén o por siembras en cultivos de células Vero. Estos métodos, sin
embargo, no inducen virulencia en las “variedades apatogenas”.

Parece que existe en el hombre cierta inmunidad natural contra Naegleria
fowleri, la cual puede también ser obtenida en el raton por inmunizacién con
Naegleria gruberi. Esto hace pensar que las “Amebas Limax” no patbgenas
pudieran tener importancia para la proteccidén contra la Meningoencefalitis
Amebiana Primaria, pero hay que determinar primeramente si las
“variedades” no patdgenas no pueden hacerse virulentas bajo ciertas
condiciones.

Con la casuistica anteriormente expuesta, sin haber hecho con ella un
estudio exhaustivo, queda claramente demostrada la accién patdgena de
ciertas “Amebas Limax” en animales de experimentacion, principalmente en
el ratdn blanco, asimismo se deduce que la gravedad de la amebiasis depende
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de la via de inoculacion, de la especie, estirpe, raza, o individuos del parasito
y también de la receptividad del animal empleado como hospedador.
También diremos ahora que la presencia de bacterias en los cultivos mono o
polixénicos de las amebas también tiene su influencia en la patogenidad de
estos protozoos, pero no siempre estd bien estudiada y conocida esta
cuestion.

Verdaderamente, el motivo principal del interés de estas amebas en la
actualidad reside en su capacidad de infestar al hombre originindole
parasitosis de elevada mortalidad.

La enfermedad mds grave que ocasionan al hombre es, sin duda alguna, la
MENINGOENCEFALITIS AMEBIANA PRIMARIA (MEAT).

La infestacion humana por “Amebas Limax” fue primeramente denunciada
por Butt, C.G. quien di6 cuenta en la reunidén de la Sociedad Americana de
Parasitdlogos Clinicos, celebrada en 1964, de dos casos fatales de
Meningoencefalitis Amebiana Primaria, diagnosticados en Florida.

El periodo de incubacion de la Meningoencefalitis Amebiana Primaria es
relativamente corto: entre 3 y 5 dias segn observaciones de Cerva y
colaboradores en 1968, Mandal y colaboradores en 1970, Duma vy
colaboradores en 1971, etc., etc.

-
Pasado el periodo de incubacién la enfermedad se manifiesta con toda su
espectacular sintomatologia: cefaleas intensas, niuseas, vomitos; fiebre alta
durante algin tiempo; rigidez de nuca; etc., etc. Seguidamente aparecen
otros sintomas de encefalitis con delirio, convulsiones a veces, y paralisis
general. Al estado febril sucede una hipotermia, sobreviniendo la muerte en
pocos dias por paro cardiaco. En algunos casos se ha observado también
miocarditis.

Aunque la iniciacion de los sintomas es generalmente sabita, algunos
pacientes han mostrado sintomas precoces de infeccion del tracto
respiratorio superir, con dolor de garganta y bloqueo nasal asociados
comunmente a dolores de cabeza y fiebre.
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Los parasitos se localizan en zonas relativamente estrechas de la sustancia gris
del cerebro, en donde frecuentemente forman pequenas cavidades por lisis
del tejido, que conticnen millares de amebas que estin habitualmente
acumuladas alrededor de los capilares. Butt y colaboradores encontraron en
1968 el mayor nimero de amebas localizado en la porcidn anterior de los
l6bulos temporales y en los lbbulos olfatorios. Las formas trofozoicas de las
amebas que alli se encuentran son redondeadas o aplanadas y miden de 12 a
15 micras de didmetro.

El nGmero de leucocitos en sangre puede elevarse hasta 24.000 por
milimetro ciibico, con el 92 por ciento de neutrdfilos y el siete por ciento de
linfocitos. Pueden encontrarse también amebas moviles,

Las historias clinicas de los pacientes diagnosticados de Meningoencefalitis
Amebiana Primaria casi siempre demuestran que el enfermo tuvo relacion
con piscinas, lagos y otros lugares dulceacuicolas, bien en forma de barios,
abluciones o simples contactos parciales con las aguas en las que luego pudo
demostrarse la existencia de alguna de las especies de “Amebas Limax”.
Estos datos, junto a los que nos suministra la infestacion experimental de
animales, dan valor a dos condiciones epidemiologicas de interés en sanidad
humana: que las “Amebas Limax” abordan al hombre vehiculizadas por
aguas de piscinas, rios, etc.; que el lugar preferente de penetracidon es la
mucosa nasal, sin descartar otras vias de posible entrada menos frecuentes o
menos estudiadas.

Es indudable que la temperatura templada favorece la multiplicacion y
vitalidad (y consecuentemente la capacidad de penetracion en su
hospedador) de las formas trofozias de ‘““Amebas Limax”, por lo que en las
piscinas climatizadas su pululacion es mayor y mds peligrosa que en las de
aguas frias. Cercova y colaboradores en 1972 llegaron a contar hasta un
millon de amebas por litro de agua de una piscina de este tipo, y
precisamente a la salidad del filtro de depuracion.

Hasta la hora presente son mds de un centenar los casos seguros de

Meningoencefalitis Amebiana Primaria que se han denunciado en todo el
mundo. Consignaremos algunos ejemplos de casos interesantes de diferentes

24

LAS AMEBAS LIMAX

lugares, en los que se encuentran datos que confirman lo anteriormente
dicho:

Cerva y Novak en 1968 encontraron “Amebas Limax’ en las aguas de un rio
de las que se abastecia una piscina en la que se presentaron 16 casos mortales
de Meningoencefalitis Amebiana Primaria.

Jamieson en 1973 encontrd especies de “amebas Limax” en una fuente de
agua termal dc Nueva Zelanda en la que estaba implicado un caso de
Meningoencefalitis por el uso personal de aquellas aguas.

Vandepitte y colaboradores estudian en 1974 las aguas de un riachuelo belga
y aislan de ellas una cepa de Naegleria fowleri; esta misma ameba la
encuentran los autores en el liquido cefalorraquideo de un nifio fallecido a
los pocos dias de haberse bafiado en dicho rio.

. En 1974 hace Willaert una recopilacién de los casos de Meningoencefalitis

Amebiana Primaria denunciados hasta aquella fecha. Recoge 84 casos con 74
defunciones (debemos sefialar que los diagnodsticos etiologicos méas exactos y
seguros han sido los verificados en autopsias, con aislamiento y cultivo para
identificacion de las amebas). Los casos registrados procedian de
Norteamérica, Sudamérica, La India, Bélgica, Checoslovaquia, Inglaterra,
Irlanda del Norte, Australia, Nueva Guinea y Nueva Zelanda.

Ademds de los casos de Meningoencefalitis Amebiana Primaria, se conocen
afecciones por ‘“Amebas Limax” deotraslocalizaciones; por ejemplo la
queratitis ocular cronica de un granjero adquirida, sin duda alguna, por
lavarse los ojos con agua de un grifo donde se encontrd la misma especie de
ameba del género Acanthamoeba que ocasionaba la enfermedad, segin
Visvevara (1975).

En 3.082 examenes de frotis de mucosas nasales de soldados (sin ninguna
afeccion manifiesta) encontraron Cerva y colaboradores en 1973, que el 7
por ciento eran portadores de quistes de ‘““Amebas Limax’. Estos mismos
quistes fueron también hallados en el polvo de las habitaciones del cuartel, y
plantea la cuestidon de portadores sanos. Otros hallazgos en liquidos organicos
y en excreciones que podemos citar son: En una otitis cronica de un nifio
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Jakvijevich y Talis en 1969, encontraron quistes y trofozoitos de una ameba

del género Hartmannella, en las mucosas nasales de individuos afectados de

rinitis y cefaleas (Skocil y colaboradores 1970); en esputos humanos, (Wang
y Feldman, 1961 y 1967); en heces humanas y de animales domésticos; etc.,
etc. También se han encontrado en drganos y tejidos de diversos animales,
bien de manera espontanea o en infestaciones experimentales.

Por otra parte, y ante la dificultad del diagnodstico etiolbgico de esta
parasitosis, podemos atrevernos a afirmar, con pocas probabilidades de error,
que muchas de las meningoencefalitis mortales denominadas “‘estériles”
debido a la ausencia de gérmenes bacterianos en el liquido cefalorraquideo,
asi como las consideradas de ‘‘etiologia desconocida” seran muy
probablemente ocasionadas por alguna de las especies de ‘““Amebas Limax”.

Debemos tambi¢n consignar que éstas pueden servir de vehiculo para otros
agentes infecciosos, tales como bacterias y virus. Asi parece deducirse de los
estudios al microscopio electronico realizados por Schuter en 1969, y por
este mismo autor en colaboracién con Dunnebacke en 1974. Incluso hay
autores que sostienen el criterio de que la penetracidn de las amebas por la
mucosa nasal estd favorecida, y hasta condicionada, por la presencia de
agentes microbianos.

Hemos podido ver, a lo largo de lo expuesto, la gran difusion que las
“Amebas Limax” tienen sobre la superficie de la Tierra, en tantos lugares en
los que el hombre vive, y sin embargo los casos de Meningoencefalitis hasta
ahora registrados son relativamente escasos.

;Qué respuesta cabe dar a esta aparente contradiccion? Resulta dificil dar
una explicacion simplista; probablemente porque las razones son muy
diversas y su interaccibn muy compleja. Podemos sugerir algunas de ellas, sin
agotar, desde luego, todas las posibilidades: porque, siendo el diagnostico de
las amebiasis dificil y hasta cierto punto complicado, no todas las afecciones
humanas producidas por ellas se llegan a diagnosticar; porque tratandose de
una infeccidbn no muy frecuente, raramente piensa el clinico en ella, no
solicitando del laboratorio su investigacién; porque no todas las estirpes,
cepas y aln especies de las “amebas Limax™ son patogenas; porque la forma
mis espectacular y tragica de esta parasitosis es la Meningoencefalitis
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Amcbiana Primaria, y ésta parece que solamente se produce cuando la
infeccion se adquiere por via de la mucosa nasal, nervio olfatorio y por fin
cerebro; porque la virulencia de determinada cepa de ameba debe ser lo
suficientemente elevada como para producir sintomatologia espectacular.

A este Ultimo proposito debemos sefialar que Jadin en 1973 ya plantea el
problema de la variabilidad de virulencia de las “Amebas Limax”.
Comprueba que cepas aisladas de casos de Meningoencefalitis conservan e
incluso aumentan su virulencia por pases sucesivos en animales de
experimentacion. Igualmente comprueba que una cepa de Naegleria patogena
para el hombre conserva su virulencia para los animales por pases sucesivos
intracraneales en ratas, pero que dicha cepa no se comporta en cultivos como
las que se aislan directamente de un caso de MEAP. Recuerda la repeticién
de hasta 16 casos mortales procedentes de una misma piscina, todo lo cual
hace pensar a dicho autor que la conservacién y tal vez el aumento de la
virulencia para el hombre esté condicionado por contactos sucesivos de las
amebas con sustancias antigénicas humanas; tales sustancias se puede suponer
hipotéticamente que sean los desechos humanos de descamacion de piel y
-bordes de orificios naturales cuyos exudados y desechos sirven de alimento a
las amebas en las piscinas.

Los investigadores neozelandeses Cursons, Brown y Keys dieron cuenta en el
IV Congreso Internacional de Parasitologia (Agosto 1978) de haber
estudiado la correlacion que existe entre la patogenidad de cepas de Naegleria
fowleri y de Acanthamoeba culbertsoni y la produccion de fosfolipasa A.
Los resultados demuestran, a juicio de estos autores, que las cepas patdgenas
producen mds cantidad de fosfolipasa A que las no patdgenas. Asimismo han
realizado tests inmunologicos entre la poblacidbn humana de Neo Zelandia
(recordemos que alli se dieron en 1975 siete casos de Meningoencefalitis
Amebiana Primaria, y que se han encontrado ““Amebas Limax’ en numerosas
piscinas termorreguladas). Los resultados demostraron que sueros humanos
recientes no calentados contenfan alglin anticuerpo natural especifico capaz
de neutralizar a la Acanthamoeba culbertsoni pero no a la Naegleria fowleri,
ello tiende a explicar la baja incidencia de la enfermedad, pese a la frecuencia
de las amebas.

Janitsche, K. (IV. Congr. Int. Parasitol., Vars. Agosto 1978), comunica haber
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hecho siembras de Naegleﬁa (TY/Richmond) en aguas de piscinas a 25 y a
359 . con 0’8 mg/l de cloro. Solamente consigue resiembras de las
amebas en el 25 por ciento de las muestras. De aqui deduce que tales aguas
parecen ser desfavorables para el crecimiento de Naegleria

Realizé también investigaciones en piscinas termorreguladas, interiores, de
Berlin, “ninguna de las cuales tenia acceso directo al medio ambiente
exterior”. Pudo cultivar diferentes cepas de “Amebas Limax”, “pero hasta
ahora ninguna se ha convertido en patbgena”, (no se menciona e.n los
“proceeding” las especies de amebas, ni los medios de cultivo, ni los animales
y métodos seguidos en la determinacion de la patogenidad).

Gordeyeva, L.M. en el mismo Congreso de 1978, da cuenta de sus trabajos
investigando la accién citopatdgena de ‘“‘Amebas Limax”, observada en
cultivos de tejidos. Trabaja con dos cepas de Acanthamoeba extraidas en
broncoscopias de un paciente de neumonia cronica y otro de atelectasia de
etiologia no clara; ambas fueron cultivadas axénicamente en medio liquido
con trypton y suero bovino, Cultivos de células Hel.a y de fibroblastos de
embridon de pollo fueron inoculados con las amebas; las células HeLa son més
sensibles a la citopatogenidad de las Acanthamoeba spp. Comprueba que la
accién citopatdgena se produce como resultado de la presencia‘conjunta de
células HeLa o friboblastos y las amebas mismas, ya que filtrados de cultivos
de amoebas no tenian accion citopatdgena alguna.

Ockert, G. y Leue, G. en el mismo congreso de 1958, dan cuenta de haber
encontrado tres casos de amebas en vias respiratorias humanas entre 170
pacientes, a los que se practicod lavado tridqueo-bronquial con agua. En dos
casos las amebas fueron identificadas como del género Hartmannella y el
tercero pertenecian al género Naegleria. No encontraron una relacion directa
entre la presencia de las amebas y las lesiones o sintomas pulmonares. No
obstante, la cita tiene interés epidemiologico, ya que demuestra la presencia
de “Amebas Limax” en vias respiratorias que en otros posibles casos si que
pudieran demostrar su patogenidad.

LAS AMEBAS LIMAX

DIAGNOSTICO.

Segiin Craig y Faust, la sintomatologia de la Meningoencefalitis Amebiana
Primaria se ascmeja a la de meningitis bacteriana fulminante, pero el liquido
cefalorrquideo es menos purulento, presenta mayor namero de
mononucleares y los niveles de proteinas y de glucosa son mds elevados.

Las amebas estan presentes en el liquido cefalorraquideo, pero son dificiles
de identificar, ya que no pueden reconocerse en los frotis de sedimento
teflidos por el Gram, que es la tincién habitual. En el examen en freso del
sedimento pueden verse las formas moviles amebianas, pero es facil
interpretarlas como macrofagos en movimiento: a menos que de antemano se
sospeche la infeccibn amebiana, lo mis probable es que pasen desapercibidas.

La mayor parte de los diagnosticos que hasta ahora se han realizado con
absoluta seguridad fueron hechos en autopsias, investigando las amebas en
los exudados purulentos, zonas necrdticas y espacios perivasculares en
cerebro y otras localizaciones como pulmén, higado, corazén y bazo.

En el amplisimo trabajo de Eddy Willaert en 1976, que constituyd su Tesis
Doctoral, se hace un detallado estudio inmunologico de los géneros Naegleria
y Acanthamoeba y, aunque orientado de una manera especial a la ordenacion
taxondmica de las especies de ambos géneros, es indudable que los resultados
por €l obtenidos representan una importante base orientativa para su
aplicacion al diagndstico inmunolégico de las enfermedades producidas por
estas amebas.

Numerosos trabajos se llevan a cabo desde hace afios, y més ain si cabe en el
presente, para la identificacion inmunologica especifica de las “Amebas
Limax™ pero su aplicacién a los analisis de rutina para el diagnostico estd
todavia poco extendida.

En 1977 Cerva publica una detallada descripciébn del test de
hemoaglutinacién indirecta para detectar anticuerpos especificos contra

1.Cerva, L. 1977. Detection of Antibody Against Limax Amoebas by Means of the Indirect Haemagglu
tination Test. Folia Parasitologica (Praga), 24: 293-299.
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amebas patogenas de los géneros Naegleria y Acanthamoeba. Afirma que los
reactivos se conservan bien por liofilizacién lo que facilita la estandarizacion
del método, y manifiesta gran uniformidad antigénica para Naegleria fowleri
y acusadas diferencias con las especics de Acanthamoeba.

Julio Martinez, en 1978, en su comunicacién al [V Congreso Internacional

de Parasitologfa, sc ocupa de este tema y opina que “el diagnéstico histologico

de las infecciones por especies de los géneros Naegleria y Acanthamoeba no
¢s dificil, siempre que el patodlogo tenga la sospecha de la etiologia amebiana™,

Efectivamente, algunos casos diagnosticados sintomatologicamente, lo
fueron porque el patdlogo fue informado de que el paciente se habia bafiado
en piscinas en las que ya se habian dado casos anteriores de
Meningoencefalitis Amebiana Primaria.

También puede servir de orientacidon, aunque es muy dudoso que se presente
la oportunidad de ponerlo en practica, el hallazgo de quistes o trofozoitos
en el exudado traqueal o bronquial de personas con molestias mds o menos
acusadas en las vias respiratorias; pero si esto sucede, la iniciacion de los
sintomas meningoencefaliticos que puedan presentarse posteriormente dan
una orientacidon bastante segura.

En cuanto a la determinacion especifica de cada uno de los posibles agentes
amebianos, tanto para diagnoéstico clinico como para investigaciones
epidemioldgicas en piscinas y otros lugares de posible contagio, la cuestion es
mucho més complicada y dificil. No podemos entrar en detalles de las
técnicas empleadas, entre otras razones porque dentro de su complicacion
cada autor prefiere particularmente una diferente; pero basta que hagamos
una breve enumeracion de las operaciones generalmente necesarias: (seglin se
realiza en nuestros laboratorios).

—Toma de muestra y transporte asépticamente practicados.

—Tratindose de aguas, agitacion prolongada.

—Filtracion por filtro calibrado de 1°2 micras.

—Lavado del residuo retenido sobre el filtro, y su siembra.

—Siembra por impresion del filtro invertido, (ambas siembras por separado y
en agar no nutritivo, durante 48 horas).
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—Comprobacién del crecimiento del cultivo.

—Tratamiento por antibidticos, para eliminar bacterias asociadas. .
—Siembras en medios nutritivos especificos, a 37° C.

—Aislamiento definitivo de distintas especies en medios liquidos y axénicos.
—Identificacion de la especie por su caracteres peculiares.

Para el cultivo de “Amebas Limax™ a partir del sedimento del liquido
cefalorraquideo de los pacientes, Cerva ha elaborado un medio de cultivo
que estd constituido por una fase solida de agar nutritivo inclinado cuya
superficie cstd recubierta de suspension espesa de Aerobacter aerogenes
calentados a 65° C. durante 30 minutos.

La siembra se realiza dejando resbalar unas gotas del liquido cefalorraquideo
sobre la capa de Aerobacter aerogenes, y luego se incuba a 37° C. durante
una semana.

Facilmente se comprende que siendo la evoluciéon de la Meningoencefalitis
Amebiana Primaria tan rdpida (de tres a siete dfas después de la infeccién
sobreviene la muerte en los casos agudos), esta técnica solamente serd
aplicable para el diagnostico en los casos humanos en que la multiplicacién
amebiana no sea excesiva o en los que la virulencia de la cepa esta
disminuida, o en aquellos otros en que los anticuerpos naturales ejerzan su
influencia un tanto protectora, por lo que la enfermedad no fuera
ripidamente mortal, prolongindose lo suficiente para dar tiempo al resultado
del cultivo.

En algunos centros hospitalarios se sigue ya la costumbre de investigar
sistematicamente en toda puncibn lumbar, no solamente los analisis
especificos para los que fue prescrita, sino también la busqueda de “Amebas
Limax™, bien por examen directo o mediante cultivo.

La correlacion advertida entre la implantacion de esta norma y el hallazgo de
casos humanos de M AP ha movido a grupos internacionales de expertos a
recomendar dicha practica para todos los laboratorios de analisis
microbiolbgicos y parasitoldégicos de las instituciones hospitalarias. Es
deseable que tales recomendaciones sean también seguidas en los centros de
nuestro pafs.
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TERAPEUTICA.

En cuatro principales lineas de investigacion pueden agruparse las técnicas
scguidas por los diferentes autores para estudiar la accidon amebicida y
curativa de los posibles agentes terapéuticos:

a). En cultivos axénicos ““in vitro” de cepas de las diferentes especies de
“Amebas Limax”.

b). En cultivos “in vitro” de células, en los que se inocula la cepa o especie
de “Ameba Limax”™ a estudiar, y posteriormente el agente terapéutico.

c). En ratones blancos inoculados con la ameba en cuestidn, a los que se
administraba la droga.

d). En personas afectadas de Meningoencefalitis Amebiana Primaria, en
tratamientos con propositos curativos.

Las lineas a) y b), son indudablemente las que permiten repeticién y control
de resultados més ficilmente asequibles, y en donde se pueden variar con
mayor independencia los parimetros elegidos para su estudio; pero tienen la
desventaja grande de no ser equiparables los resultados a la “accién curativa”
de la droga ensayada, aunque pueda establecerse cuales son los agentes
terapéuticos de mayor efecto lesivo para las amebas. Por lo que las
experiencias ““in vitro” no suelen ser las mejores para este tipo de estudios.

La linea c), tiene la ventaja de hacerse las valoraciones ““in vivo”, en el raton
experimentalmente infestado, pero tiene dos inconvenientes menores: que
los resultados en ratén no son enteramente superponibles a los que puedan
producirse en el hombre; y que para la infestacidon de ratones se tiene que
disponer de cultivos, que ya se dijo anteriormente hacfan cambiar de gran
manera la patogenidad y la virulencia de las especies cultivadas.

Queda solamente como linea de mayor rigor cientifico la d), pero ésta no es
posible mas que en contados casos, y de ninguna forma en infestaciones
experimentales; por lo que el investigador tiene que recurrir a cualquiera de
las tres primeras, con todos sus inconvenientes.

32

LAS AMEBAS LIMAX

Entre estos inconvenientes cuentan, segin nos ensefia la bibliografia
consultada, las grandes diferencias de resultados obtenidos por los distintos
autores que se ocuparon de este estudio.

Se han ensayado por uno u otro método varias decenas de agentes
terapéuticos, entre antibidticos, antipalidicos, antiamebianos, etc. etc. con
resultados tan variados y dispares que resulta imposible obtener
consecuencias aprovechables para el tratamiento.

No obstante lo dicho, parece ser que, hasta el momento, el Ginico producto
que aunque sin absoluta seguridad, es el que mejores resultados dio ha sido la
ANFOTERICINA - B.

Este fungicida tiene indeseables efectos secundarios en el hombre, a veces
graves, por lo que su administracién ofrece dificultades, seglin demostraron
Goodman y Gilman, en 1970.

Después de lo dicho es indudable que se necesitan mds extensos y mas
profundos estudios sobre las “Amebas Limax”, desde el punto de vista de su
epidemiologia y de su patologia en el hombre, y muy especialmente sobre su
terapéutica.

Habi¢ndose demostrado en el ratén blanco que su infeccién subletal con
determinada especie de “Ameba Limax” engendra anticuerpos defensivos
contra la misma especie y contra especies vecinas, cabe pensar que ésta
pudiera ser la base inmunolbgica de una eficaz terapéutica contra la
Meningoencefalitis Amebiana Primaria en el hombre. En cualquier caso, se
considera indispensable una més amplia y profunda labor investigadora en
este campo de la Parasitologfa.
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