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Aislamiento de Filamoeba nolandi (Page, 1967) en una piscina de Sevilla
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Summary

The presence of limax amoebae in a swimming pool of Sevilla {Spain) has been studied; one
specie has been isolated and designed as 2SE87 strain. For the specific identification, morpholo-
gic and genetic studies has been carried out “in vivo" and after staining. Modified Giemsa and
Feulgen staining were used for trophozoites studies and PAS for cysts. 2SE87 strain was identi-
fied as Filamoeba nolandi; we have not found in our literature any report about the presence of
such amoebae in our country.
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Resumen

Se estudia la presencia de amebas limax en una piscina descubierta localizada en la ciudad
de Sevilla (Espaiia), logrdndose el aislamiento de una especie asignada como cepa 2SE87. Para la
identificacién especifica, se realizaron estudios morfoldgicos y genéticos tanto “in vivo"” como
“tras tincién’". Las tinciones usadas fueron: Giemsa modificado y Feulgen para estudios sobre tro-
fozoitos, y para quistes tincidn del PAS. La cepa 2SE87 fue identificada como Filamoeba noland,
no habiéndose encontrado en la bibliografia consultada ninguna cita sobre la presencia de esta
ameba en nuestro pais.
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Introduccién piscina cubierta, lago, pozo, rfos, manan-

tial y agua mineral envasada; las nueve lo-

En la mayoria de los paises que han
tomado conciencia del problema que su-
pone para el hombre la existencia de ame-
bas “limax” en las aguas dulces, se han
iniciado o intensificado los trabajos sobre
aislamiento e identificacién de amebas de
vida libre para tratar de determinar los lu-
gares donde la presencia de especies pa-
tégenas es mds probable.

Es por ello, que hemos querido contri-
buir a aumentar este conocimiento, pero
centrdndaonos, en este caso, en el estudio
de amebas “limax” en distintos biotopos
de agua dulce localizados en la provincia

calizaciones resultaron ser positivas a la
presencia de estas amebas, siendo las es-
pecies encontradas las siguientes: Naegle-
ria gruberi, Echinamoeba exundans, Fila-
moeba nolandi, Acanthamoeba maurita-
niensis, Hartmannella vermiformis, H. can-
tabrigiensis, Platyamoeba placida, Vannella
platypodia, V. simplex, V. mira y V. miroi-
des.

Las piscinas son una de las principa-
les fuentes de contaminacién amebiana
para el hombre, debido a las temperaturas
alcanzadas en las mismas por el efecto de

la radiacién solar, asf como el actimulo de
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y falta de limpieza adecuada (Derr-Harf y
col.2, Madrigal-Sesma y col.4). Ademds, la
cloracién, dificil de controlar en piscinas
abiertas por la continua agitacion, no solo
no disminuye la poblacién amebiana (De-
rreumaux y col.l), sino que su desarrollo
aumenta al eliminarse otros protozoos
sensibles al cloro que podrian competir
nutricionalmente con ellas {Jadin3).

En el presente trabajo se describe la
especie Filamoeba nolandi, aislada de una
piscina descubierta, no habiéndose encon-
trado en la bibliografia consultada ninguna
cita sobre la presencia de esta especie en
nuestro pars.

Material y Métodos

La muestra fue tomada, durante el
mes de Septiembre, de una piscina descu-
bierta, reservada para nifios. El volumen
tomado fue de un litro, sometiéndose di-
cha muestra al proceso habitual de filtra-
cion y aislamiento en placas de agar al 2%
adicionada de cloruro sédico al 0,005% e
incubadas a 28, 37 y 42°C (Page?). En las
placas positivas se procedid al aislamiento
por dilucién en placas de microtitter, bajo
microscopio invertido. Posteriormente, se
inocularon en placas Petri conteniendo
ANN y ANNE. Para la identificacion de las
especies se realizaron estudios morfoldgi-
cos y genéticos, tanto "in vivo” como
“tras tincidn”. Las tinciones usadas fue-
ron: Giemsa modificado y Feulgen para es-
tudios sobre los trofozoitos, y para quis-
tes tincion del PAS.

Resultados

Una de las caracteristicas mds rele-
vantes de esta especie fue la gran diversi-
dad de formas en que se presenta, asf
como su espectacularidad, debido al gran
nimero de pseuddpodos filosos que sur-

Se observé que cuando el trofozoito
no estaba en plena actividad de locomo-
cién, forma inactiva, se presentaban for-
mas aplanadas y ensanchadas, siendo
multipolares; es decir, los pseuddpodos fi-
losos se encontraban localizados a lo lar-
go de todo el contorno del trofozoito, solo
0 en grupos de varios (Esquema 1.1y 1.2)
(Ldmina 1.1).

Las formas bipolares, donde los filo-
podos aparecian en la parte anterolateral
y posterior de la ameba, solo se observa-
ron cuando existia movimiento de trasla-
cién de dicha ameba, apareciendo el resto
del contorno liso (Esquema 1.3 a 1.6).

El movimiento pseudopodial no es
eruptivo, sino suave, lento, acompanado

Esquema N." 1: Trofozoitos y quistes de Filamoeba
nolandi *'in vivo",
1 a 6.~ Distintos aspectos del trofo-
zoito en locomocidn.
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Lamina N.* 1: Trofozoitos y quistes de Filamoeba no-
fand; “'in vivo™.
1.- Forma multipolar; 2.— Forma flotan-
te; 3.~ Citocinesis.

de un ensanchamiento del extremo ante-
rior para su cambio de direccién. Es de
destacar la gran adherencia que presenta-
ban los trofozoitos sobre el agar.

El tamafio determinado en 100 trofo-
zoitos dio unos valores de longitud de
17,2 + 3,2 micras y de anchura de 10,2+
2,1 micras, con unos valores extremos de
11y 25 micras de largo y 7 y 17 micras
de ancho. Hay que hacer notar que los
valores méximos se corresponden siem-
pre con las formas bipolares. La relacién
longitud/anchura fue de 2,3 + 4.,9.

El ndcleo, altamente deformable, se
localiza por lo general en la zona central
del endoplasma, estando sus valores com-

lo presenté unos valores de 2-3 micras.

Es de destacar el elevado nimero de
vacuolas pulsdtiles, que se encuentran re-
partidas por toda la regién endopldsmica,
no teniendo tendencia a emigrar para su
estallido hacia el polo posterior, tal y
como ocurre en la mayoria de las especies
de amebas limax. El nimero medio encon-
trado fue de 7, pero se llegaron a contar
hasta 15 en una misma ameba. El didme-
tro maximo fue de 5 micras, pero el tama-
fio era muy variable (Ldmina 1.1).

Las vacuolas alimenticias estaban
presentes en nimero variable y su tamafio
era casi igual al del ndcleo.

Las formas flotantes fueron observa-
das tras inundacién de la placa y posterior
agitacién. Estas formas son muy fugaces.
Suelen tener aspecto redondeado y con
un nudmero y longitud variable de filépo-
dos (Lémina 1.2). El didmetro de esta for-
ma flotante, no incluyendo los filépodos,
fue de 11,3+ 1,9 micras; siendo los valo-
res extremos 7 y 15 micras,

Test de flagelacién negativo.

Quistes:

El enquistamiento en placa se produjo
tras dos dias de la siembra en agar fresco.
Los quistes presentan un contorno liso,
suelen ser esféricos si se encuentran ais-
lados (Esquema 1.8). Bajo microscopio in-
vertido se observan con un tono amarillo
verdoso. Estdn provistos de dos capas. El
tamano medido sobre 100 formas quisti-
cas fue de 9+ 1,6 micras, con unos valo-
res extremos entre 7 y 14 micras.

El desenquistamiento en placa se pro-
dujo a las 12 horas de la resiembra en
agar fresco.

La pared qufstica dio positiva la prue-
ba del PAS, no existiendo diferencias en-
tre la capa externa y la interna.

Estudios aenéticos:
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19768, |la division nuclear fue del tipo me-
somitosis con desaparicidén temprana de
membrana nuclear. Fue muy caracteristi-
co la observacién “in vivo"” de la citocine-
sis, ésta comienza con formacion de una
constriccién desapareciendo la hebra cito-
plasmdtica que conecta entre las dos cé-
lulas hijas aproximadamente diez minutos
mds tarde (Ldmina 1.3).

Condiciones de cultivo:

Tanto su aislamiento, como su cultivo
se realizéd por siembra sobre placas de
agar no nutritivo al 2%, adicionado de clo-
ruro sodico al 0,005% e incubadas a 28°C.

La cepa ha sido designada como
2SE87 y se encuentra depositada en el
Departamento de Microbiologia y Parasi-
tologia de la Universidad de Sevilla.

Discusién

La cepa 2SE87, aislada de la muestra
procedente de una piscina publica reser-
vada para nifios, se incluyd dentro de la
familia Echinamoebidae Page, 1975 por
coincidir con las caracteristicas de la mis-
ma.

La inclusién de la cepa 2SE87 en el
género Filamoeba Page, 1967 se ha reali-
zado en base a la presencia de finos vy lar-
gos pseuddpodos, a veces ramificados
pero no anastomosados, que emergen de
una zona citoplasmadtica hialina, divisidn
por mesomitosis con desaparicién de nu-
cleolo y membrana nuclear, por la ausen-
cia de pseuddpodos en forma espinosa
(género Echinamoeba), por ausencia de
formas limax tipicas y de nucleolos peri-
féricos (género Stachyamoeba) (Page,
19757),

La diferenciacidn especifica no ofrecid
problema alguno, dado que la tnica espe-
cie incluida dentro de este género y des-

talmente con los datos observados en la
cepa aislada por nosotros (Cuadro N° 1).

Con respecto al tamario de la forma
trofozoica, la longitud de nuestra cepa
queda dentro de los limites dados en la
descripcién original, asi como el didmetro
del ndcleo y del nucleolo. El elevado nu-
mero de vacuolas pulsétiles es también
coincidente (cepa original 17, cepa
2SE87 15). Respecto al didmetro de la
forma flotante, éste es perfectamente
equiparable con el dado para la cepa origi-
nal. Las formas quisticas también fueron
coincidentes tanto en el didmetro quistico
como en el didmetro del ndcleo del quiste.
Finalmente el patrén genético en ambas
especies es de tipo mesomitdtico con de-
saparicién temprana de membrana nu-
clear.

Cuadro 1

Datos dados por los distintos
autores para la especie
Filamoeba nolandi

Especies  F. nolandi 2SE87
L 13-48 11-25
A - 7-17
L/A - 1,0-3,6
2N 3.4-55 3,5-4
@n 1,4-3.4 2-3

Val. 10-21 -

@ max, VP 2,8-48 3-5

N VvP 17 (x=4) 15 (%=7)
Rit. 5 -

@ f.fl, 6,3-15,7 (¥=9,4-12,6) 7-15
Q@ max. 8-15(%=10) 7-14
pNQ 2,6-4,0 (x=3,3) 2-4

Mit. Mesomitosis. Mesomitosis.

L= Longitud; A= Anchura; L/A= Relacién longitud/an-
chura; g N= Didmetro nicleo; @ n= Didmetro nucleolo;
Vel= Velocidad (micras/minuto); @ VP= Didmetro va-
cuola pulsdtil; Rit= Ritmo de pulsacién (segundas).
Todas estas medidas sobre el trofozoito. g f.fl= Did-
metro forma flotante; Q g max.= Quistes didmetro
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Hay que hacer la salvedad de que
aunque Page en 196765, citaba el fendme-
no de canibalismo para este especie, no-
sotros no llegamos a observarlo.

Es por ello que hemos identificado la
cepa 2SE87, aislada por nosotros, con la
descrita por Page en 1967 como Filamoe-
ba nolandi.
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