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RESUMEN

A partir de 4 localidades donde se aislaron amebas del género Naegleria fowleri en
Santiago de Cuba, se realizaron las técnicas necesarias para su adecuado estudio a
través del microscopio electrénico de barrido. Con anterioridad, esas amebas fueron
inoculadas en biomodelos experimentales (ratones), lo cual permitié determinar un
nivel de patogenicidad diferente; y esto ultimo, como es un aspecto controvertido en
diversas teorias sobre sus causas (algunas analizadas aqui), entre las que se incluye la
sustentada en la invaginacion de su superficie (amebostomas o suctores), la autora de
este trabajo se dio a la tarea de valorar la presencia (nimero y caracteristicas) de los
amebostomas o su ausencia a través del mencionado aparato, de donde se derivo que
los ameboflagelados no patdgenos apenas se diferenciaban de los que si lo eran. Tal
hallazgo pudo ser reafirmado cuando estos se compararon con 2 cepas reconocidas en
el Instituto de Medicina Tropical de Checoslovaquia; por consiguiente, ese resultado
descarta la citada causa en la patogenicidad de las amebas.
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ABSTRACT

Taking into account 4 localities where amebas of the genus Naegleria fowleri were
isolated in Santiago de Cuba, necessary techniques for their adequate study using the
scanning electron microscope were performed. Previously, those amebas were
inoculated in experimental biomodels (mice), which allowed to determine a different
level of pathogenicity, a controversial issue in several theories about their causes
(some discussed here), including that maintained in their surface invagination
(amebostomas or suckers). Thus, the author of this work evaluated the presence
(number and characteristics) or absence of amebostomas through such device, and it
is concluded that pathogenic ameboflagellates were similar to those that were not.
This finding could be confirmed when they were compared with 2 strains recognized in
the Institute of Tropical Medicine of Czechoslovakia. Consequently, that result rules
out the above cause in the pathogenesis of amebas.
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INTRODUCCION

Desde la segunda década de 1980 hasta hoy, en diferentes paises ' se continda
aislando la ameba Naegleria fowleri en lagos, piscinas y aguas de consumo; protozoo
causante de la meningoencefalitis amébica primaria (MEAP), letal en un altisimo
porcentaje de los casos conocidos y, por tanto, con elevada patogenicidad, esto ultimo
atribuido a uno de los elementos presentes en su ultraestructura: los suctores o
amebostomas.

En diversas teorias sobre las causas de su patogenicidad, lo cual deviene un aspecto
muy controvertido, se incluye la sustentada en la invaginacién de su membrana
citoplasmatica hacia el interior, de manera que para confirmar o refutar ese
planteamiento se realizé este estudio sobre la especie.

METODOS

En este estudio se utilizaron aislamientos de Naegleria fowleri purificados mediante
resiembras en 4 localidades: 2 piscinas, una torre de enfriamiento y agua de consumo.
Las amebas localizadas en la superficie de las placas de ANN con Escherichia coli
fueron fijadas in situ con glutaraldehido al 2,5 % en 0,5 M de fosfato como sustancia
amortiguadora. *

Después de enjuagadas en la superficie del agar con dicha sustancia, se realizé la
posfijacion en tetradxido de osmio al 1 %. Luego del centrifugado y la deshidratacién
de las amebas, estas fueron embebidas en araldite para seccionarlas, hallar el punto
critico de humedad y sombreado en oro, con un voltaje de aceleracién de 20 kV, a fin
de estudiarlas mediante el microscopio electrénico JEM 100T XII con aditamento para
barrido ASID4D, de fabricacion japonesa, * ubicado en el Departamento de
Microscopia Electrdnica del Centro Nacional de Investigaciones Cientificas (CENIC).

Las amebas mantenidas in vitro de las cepas HB-1 de N. fowleri y M3-1 de N.
lovaniensis, que permanecian en el Instituto de Medicina Tropical de Checoslovaquia,
fueron procesadas a partir del medio axénico, para lo cual se introdujo un
cubreobjeto estéril en el cultivo de este (durante 24 horas a 37 °C), posteriormente se
fijaron por colocacién del vidrio en glutaraldehido y cacodilato y se mantuvieron 24
horas en refrigeracion. Se efectuaron lavados en alcohol y se adiciond bromhidrato de
polilisina a 37 °C, con lavados subsiguientes en cacodilato con sacarosa.

Para la posfijacién descrita se utilizd el microscopio electrénico de barrido Tesla 300
BS, de disefio checoslovaco, disponible en el Departamento de Microscopia Electrénica
del Instituto de Parasitologia de la Academia de Ciencias de Praga.
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RESULTADOS

Se aislaron amebas del género Naegleria fowleri en 4 localidades, analizadas
fundamentalmente en su estadio de trofozoito. Las imagenes vistas a través del
microscopio electrdonico de barrido de la superficie de los trofozoitos, mostradas en las
figuras, permitieron observar los preamebostomas y amebostomas.

En algunas imagenes pueden visualizarse las bacterias en cuyo cultivo se encontraban
las amebas, lo cual posibilitd realizar la actividad quimioatrayente necesaria para
producir las copas de alimentacion, llamadas también amebostomas y suctores.

La figura 1 corresponde a las amebas de una de las piscinas que dieron muestra
patogenicidad en biomodelos experimentales (ratones), donde se aprecia la presencia
de un amebostoma de mediano tamafio y un preamebostoma en las zonas sefialadas.

Figura 1. Aumento (4 000x)

En la figura 2 se observan las cepas de la torre de enfriamiento, con
preamebostomas, amebostoma evidente y gran amebostoma de contornos lisos, con
gran cantidad de bacterias adheridas. Dichas cepas se comportaron como una ameba
de relativa baja virulencia, en tanto el nimero de amebostomas se asemejé a lo
anterior.

Figura 2. Aumento (5 000x)
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La figura 3 corresponde a una localidad estudiada, donde se muestra un pequefio
amebostoma en aparente accién de canibalismo del fragmento de una ameba muerta.
Estos protozoos no presentaron patogenicidad en los experimentos efectuados en
ratones.

Figura 3. Aumento (5 000x)

En la figura 4 se distinguen las amebas del agua de consumo T, con bacterias de
clara apariencia de entrada a un amebostoma, que en el analisis experimental no
demostraron patogenicidad.

Figura 4 Aumento (5 000x)

DISCUSION

John et al 3 definen las estructuras suctoras como un espacio centralmente deprimido
gue se desplaza por debajo y proximo a la superficie general de su contorno. Otros
autores * estiman que cada ameba posee entre 1-12 suctores o amebostomas, con
margenes lisos e irregulares, y que las del género N. fowleri patdbgenas no presentan
suctores, por lo cual puede existir una correlacion inversa entre el nUmero de estos
ultimos vy la virulencia de la cepa para ratones.

Al respecto, han sido analizadas estructuras similares para Entamoeba histolytica y N.
australiensi; la segunda de las cuales presenta amebostomas, pero no resulta
patégena para el ser humano. *
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En este estudio se evidencia que tanto los trofozoitos patégenos, como los que no lo
eran presentaron amebostomas.

Algunos investigadores >® emplean elementos que niegan absolutamente la relacién
del amebostoma con la patogenicidad, pues consideran que los principales eventos de
Naegleria, causantes de la MEAP, se realizan con proteinas hemoliticas de
calentamiento estable, la citolisina de labil calentamiento, la fosfolipasa A y una
cisteina proteasa que destruye células en contacto con el trofozoito o sin él. La
afectacién que produce la reaccion hospedero-parasito en el sistema nervioso central,
coincide con lo encontrado en este estudio.

Kim et al °y Song '° se refieren de modo muy general a este fenémeno y plantean
que se ha demostrado la presencia de anticuerpos en suero humano normal contra
Naegleria.

Los elementos analizados en los ultimos afios, ! ! concuerdan con lo hallado en el
estudio, donde se demuestra que trofozoitos con diferentes grados de patogenicidad,
observados a través del microscopio electréonico de barrido presentaron
aproximadamente el mismo numero de preamebostomas y amebostomas en las
amebas de las distintas localidades muestreadas.

Al respecto, en las figuras 5a y 5b se observan cepas HB-1 de la especie N. fowleriy
M3-1 de N. lovaniensis, ambas con amebostomas evidentes, clasificadas como
patégena y apatdgena, respectivamente.

Figura 5a. (8 000x) Cepa HB-1 de la especie N. fowleri al
microscopio de barrido en medio de cultivo axénico BCS
Figura 5b. (5 000x) Cepa M3-1 N. lovaniensis al microscopio
electrénico en medio axénico BCS (Cerva L. Instituto de
Medicina. Tropical, Praga)

En esta investigacion, el microscopio electrénico de barrido permitié observar las
caracteristicas morfoldgicas de los amebostomas con su estructura en forma de
orificio, provocada por una invaginacion de la membrana citoplasmatica hacia el
interior, cuyos bordes son lisos o rugosos y su niumero puede variar indistintamente
en amebas que se comportan con evidente patogenicidad (ligera o no definida) en el
tiempo estudiado.
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