Estudio de la biologia de Vahikampfia
debilis, Jollos, 1917

Y FENOMENOS DE LISIS BLASTOMICETICA Y BACTERIANA
SEMEJANTES A LA BACTERIOFAGICA

(Con T figuras)

Por PABLO NEGRON! e IDA FISCHER

A mediados del mes de febrero del corriente afio, uno de nosotros,
recogié de la planta una manzana en estado de descomposicién que
llevé al laboratorio y como el examen mieroscépico de ese material
revelara la existencia de numerosas levaduras, se sembré en tubos
de agar-miel, previo tratamiento por una solucién de acido citrico
para eliminar la contaminacién bacteriana.

Estos tubos sembrados permanecieron a la temperatura del labo-
ratorio y al cabo de varios dias desarrollé una capa hiimeda bri-
llante y de consistencia cremosa cuyo examen microseépico nos
permitié apreciar, ademéas de la presencia de los elementos brotan-
tes que constituian la masa del cultivo, células més grandes, sub-
globulosas, de membrana algo méas gruesa y sin brotes, que por su
aspecto nos hizo peunsar en elementos de Prototheca. No observa-
mos sin embargo en ellas la formacién de autosporos.

Los aislamientos en cajas de PETRI con agar-glucosado para ob-
tener este filtimo organismo al estado de pureza fueron infruetuosos;
todas las colonias desarrolladas eran de levaduras. Pocos dias des-
pués notamos que los bordes de muchas colonias se aclaraban y este
fenémeno progresaba hacia el centro, hasta aclararlas completamente
en pocos dias. Hstibamos frente a un fenémeno absolutamente com-
parable al de la bacteriofagia.

Tomamos material de estas colonias lisadas, 1o suspendimos en una
gotita de solucién fisiolégica y lo examinamos con el microscopio
montindolo entre porta y cubre-objeto y, cuil no seria nuestra sor-

presa al comprobar la presencia de células grandes, sin membrana, .
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con diferenciacién nitida de ecto y endoplasma y que emitian pseu-
dopodios, conteniendo algunas de ellas elementos de levaduras en
su interior. ILia lisis de las colonias de levadura era producida por
una Amoebe que las fagocitaba y digeria, reproduciendo el fené-
meno de la lisis bacteriana por ultravirus.

Nos apasioné este fenémeno tan interesante que pudimos seguir
paso a paso bajo el microscoplo y, aungue no somos protozodlogos,
nos decidimos a estudiarlo, solamente por suatingencia con los hon-
gos, que es el tema de nuestra especialidad.

Nos conveneimos pues que lo gque primero habiamos interpretado
como células probables de Protothece eran los quistes de nuestra
Amoeba, cuyo proceso de invasién de las colonias de levaduras va-
mos a detallar ahora.

El 5 de marzo sembramos cajas de PETRI con agar-glucosado que
fueron incubadas a 30° de temperatura. Al cabo de 18 hs. habia
va desarrollo de colonias de levadura que eran atn pequefias y cuyo
examen microsedpico reveld, ademdas de las células brotantes de las
levaduras, la presencia de muy escasos quistes de dmoeba.

A las 40 hs. de incubacién contamos en una de las cajas de PETRI
111 colonias de la levadura, 6 de las cuales comenzaban a lisarse
por sus bordes. La otra eaja de PETRI contenia numerosas colonias
y muchas de ellas estaban ya en un estado avanzado de lisis, la
cual, para comodidad de su estudio, vamos a dividir en tres fases
que representan estadios sucesivos de la invasién amebiana.

Las coloniasintactas de lalevadura miden al cabo de 40 hs. de in-
cubacién a 30° unos 3 mm de didmetro, son eirculares, blancas, ma-
tes, planas y de bordes irregulares.

19 fase, de invasién: el borde de la colonia estd parcial o total-
mente formado por un halo méas claro cuyo examen microscdpico
revela la presencia de numerosas formas vegetativas de la Amoeba
en actividad (con pseudopodios) y llenas de células de la levadura,
formas esféricas en reposo y quistes. Existe ademéis abundante de-
tritus de levaduras formado por membranas vacias y células vivas
de este mieroorganismo.

En la preparacién con material tomado del centro normal de la
colonia sélo observamos, después de recorrer varios campos microscod-
picos, una forma esférica en reposo de la Awmoeba conteniendo nu-
merosas células brotantes, unas vivas al parecer y reducidas otras
a la membrana, ¢omo sombras, por el estado avanzado. de la di-
gestion.

2? fase: Las colonias presentan en este estadio un centro blanco
¥ opaco como de 1 mm de didmetro y un borde claro como de 2 mm
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uniforme o formado por dos bandas de diferente opacidad, siendo
méas clara la interna en contacto con el nticleo central. Lia zona
méas clara interna tieme un didmetro uniforme, no asi la externa
que en algunas colonias se adelgaza, en forma de media luna, en
una parte de su contorno. Entre estas dos zonas existe a veces
un espacio méas claro atmn, lacunar. Méas alld de las colonias, pero
cerca de sus bordes, han crecido pequefias colonias secundarias de
la levadura formando ung areola incompleta, generalmente. Cree-
mos que resultan del desarrollo de las células que acarrean las
Amoebas-en su migracién.

E]l examen microscépico revela en esta fase las siguientes parti-
cularidades: FEmn la zona o nicleo central: células de la levadura,
muchas membranas celulares vacias, numerosas formas vegetativas
grandes y diminutas de la 4Amoeba y algunos quistes. Las Amoebas
vegetativas estan repletas de levaduras, y son muy vacuolisadas y
activas. En la zona clara que le sigue sélo notamos detritus de
levaduras (membranas vacias), numerosos quistes de la Amoeba,
muchos de los cuales estdn arrugados como marchitos y raras for-
mas vegetativas.

En la zona externa observamos levaduras sanas, numerosos quis-
tes normales, otros como marchitos y algunas formas vegetativas
de la Amoeba.

3% fase o final: E1 nteleo central opaco de la colonia termina
por desaparecer y es reemplazado por un espacio hueco, claro. La
zona periférica se ha aclarado nuevamente y es reemplazada por
una orla de granulaciones claras, fermando uno o varios circulos
concéntricos. Mias alla del limite de las colonias se extiende una
ligera opacidad difusa con el aspecto del vaho condensado, que al
examinarla con una lente se presenta formada por lagunas granu-
losas irregulares y anastomosadas.

Los exémenes microscdpicos revelan en la parte central de las
colonias sombras de levaduras y Amoebas vegetativas. En la zona
media se agregan a los elementos precedentes algunos quistes y en
la zona periférica de las colonias, abundantes Amoebas vegetativas
activas, en reposo y quistes (mas o menos en igual proporeién) y
levaduras sanas.

E1 vaho lacunar que rodea a las colonias estd constituido exclu-
sivamente por Amoebas vegetativas granulosas y sin inclusiones.

En resumen, el fenémeno de lisis de las colonias de nuestra leva-
dura empieza en los bordes y progresa hacia el centro, y se debe
a la fagocitosis y digestién de sus elementos por una Amoeba. Al
periodo de actividad y de ingestion de la Amoeba sigue otro de re-
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poso y de enquistamiento en el cual la levadura wvuelve a vegetar
v, tal vez por las radiaciones mitogenéticas que éstas emiten o por
otros estimulos, los quistes germinan originandc nuevas formas ve-
getativas activas. Asi se explica cémo las zonas de las colonias de
la levadura, primitivamente claras y lisadas, se tornan més opacas
v con levaduras vivas y este fendmeno parece repetirse varias veces
antes de que se agoten las substancias nutritivas del medio de cul-
tivo, para las levaduras.

En agar-sangre de conejo al 5 % (en eajas de Prrri): Al cabo
de 20 hs. de incubacién a 30° hay desarrollo de algunas colonias de
levaduras sin infeccién amebiana.

A las 48 hs. se observan ya colonias parasitadas cuyo examen mi-
crosedpico revela formas quisticas de la Amoeba y otras en reposo,
globulosas, grandes y repletas de levaduras, pero sin glébulos rojos.

Al cabo de una semana el cultivo presenta el mismo aspecto que
en el agar-glucosado.

Las siembras en agar-mosto y en agar-miel reprodujeron el mis-
mo aspecto.

En el mosto de cerveza liguido: formacién de una pelicula a los
dos dias de incubacidn a 30°, cuyo examen microsedpico revela cé-
lulas de la levadura y formas vegetativas de la Amoeba.

En el medio liqguido de Besredka sembrado el 25 de marzo con
material de un cultive en agar-mosto, observamos, al cabo de 11
diag, formacién de un depdsito euyo examen microscdpico nos per-
mitié apreciar la existencia de levaduras y quistes de Amoeba. Kl
medio permanecié limpido.

TENTATIVAS PARA OBTENER CULTIVOS PUROS DE LA < AMOEBA »

Habiendo observado que el halo lacunar que se extiende en una
zona de varios milimetros mas alla del limite de las colonias para-
sitadas estd constituido Gnicamente por elementos vegetativos de
la Amoeba, cortamos a ese nivel trocitos de agar sembrandolos en
los medios que a continuacién se detallan, tratando de encontrar
uno, que fuera desfavorable para el crecimiento de la levadura y
permitiera en cambio el de la Amoeba.

Medio n? 1: 4 em® de agna destilada estéril més 0,25 em® de
una solucién de fosfato dipotéasico al 1/20, mas 0,50 em® de una sus-
pensién en solucién fisioldgica de la levadura muerta por calenta-
miento a 60° durante media hora (40.000 células por cm?).

Medio n? 2: Con la misma composicién que el anterior, mis
0,25 em?® de suero normal de caballo
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Medio n? 3: 4 cm?® de agua destilada estéril, mas 0,50 cm?® de
la suspensién de levadura muerta.

Medio n® 4: Mosto de cerveza liguido de pH 7, més 0,50 cm? de
la suspension de levadura muerta por el calor.

Todos estos tubos fueron sembrados con material de un cultivo
en agar-glucosado de 48 hs. de incubacién a 30°.

Medio n° §5: Mosto de cerveza liguido mas 0,50 em?® de la sus-
pensién de levadura muerta, sembrando con material de un eultivo
de 11 dias en caja de PETRI con agar-glucosado.

En todos estos medios observamos, ya a las 24 hs. de incubacién
a 30°, presencia de Amoebas vegetativas y quisticas; mucho més
numerosas en el medio n® 2, pero en todos desarrollé también la
levadura( muy activamente en los medios con mosto de cerveza).

Tampoco obtuvimos resultado sembrando con material rico en
Amoebas el mosto liquido de cerveza, vacunado por cultivos repeti-
dos de la levadura, filtrando cada vez por papel primero y luego
por bujia.

En agua corriente agarizada al 1,5 % : A las 20 hs. de incubacién
a 30° se observan formas vegetativas enormes unas y otras enanas,
muy moviles y poeas levaduras. Ante este resultado promisor, tra-
tamos de purificaria por pasajes sucesivos en el mismo medio. Pero
log cultivos se fueron empobreciendo también en Amoebas sin con-
seguir nuestro objeto.

Aislamiento monocelular de los quistes y siembras en mosto y
medios glueosados: No desarrollaron.

En resumen, el desarrollo de nuestra Amoeba parece condiciona-
do por la existencia de levaduras vivas en activa multiplicacion.

CARACTERES MICRO-MORFOLOGICOS DE LA « AMOEBA »

Estudiaremos primero su morfologia al estado fresco, de las for-
mas vegetativas y de los quistes y luego su citologia.

Forma vegetativa: Tomando material con un asa del halo lacu-
nar que rodea a las colonias parasitadas y suspendiéndolo en solu-
cién fisiolégica, no se observan Amoebas. Es necesario cortar un
trocito de agar de esa zona y montarlo entre porta y cubre-objeto
con una gota de agua, sin ejercer presién, para poder apreciar que
es tan grande la eantidad de amebas que éstas adquieren contor-
nos poliédricos por presion reciproca. Ademds son muy tenues,
apenas refringentes y granulosas, sin inclusiones, de una extrema
fragilidad, por eso al querer retirarlas con un asa se rompen todas,
sin guedar una.

BT
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Las dimensiones de la Amoeba vegetativa son muy variables, des-
de 8 de didmetro (formas enanas) hasta 48,96 w X 30,6 w (formas
gigantes). No sabemos explicar de qué depende esta diversidad de
tamafio puesto que las hemos observado en un mismo eultivo. La
mayoria mide alrededor de 15 u de didmetro.

Existe separacién nitida entre ecto y endoplasma. Este @ltimo
es granuloso con ineclusiones alimenticias (levaduras), una vacuola
grande, generalmente, y en ocasiones con una o varias vacuolas pe-
quenas contractiles (excreticias).

A veces hemos observado que cada célula de levadura estaba in-
cluida en una vacuola alimenticia.

El ectoplasma es homogéneo y hialino formando pseudopodios
poco numerosos, por regla general, anchos como delantales. Cuando
la Amoeba retrae un pseudopodio emite otro. Por eso se ven ge-
neralmente en un polo de la Amoeba 1 a 3 pseudopodios anchos y
poco profundos. Sin embargo en ocasiones hemos observado for-
mas pequefias muy activas emitiendo pseudopodios en todo su con-
torno, en dedo de guante (como digitaciones).

La diferencia entre el endo y el ectoplasma es poco o nada apa-
rente en las amebas vegetativas que forman el halo lacunar alre-
dedor de las colonias de levaduras; pero a los pocos segundos de
observacién (tal vez por la accién del agua que se le agrega para
montar la preparacién) parecen salir de su letargo, empiezan a mo-
verse y se torna entonces evidente la separaciéon protoplasmatica
mencionada.

Con frecuencia se puede asistir a la divisién vegetativa de las
Amoebas. Bstas se inmovilizan, se ensanchan transversalmente, gue-
dando en cada polo un solo pseudopodio en media luna y muy
delgado. El endoplasma eontiene numerosas granulaciones anima-
das de movimientos brownianos y una vacuola grande central en
cada mitad. En la parte media comienza prounto a aparecer una
estrangulacién que avanza hacia el centro. Las granulaciones mé-
viles que estin en la zona media sufren el vaivén del movimiento
citoplasmético, dirigiéndose alternativamente hacia una mitad y otra,
como si no supieran en cual guedarse. Finalmente la estrangula-
cién avanza y, de golpe, la Amoeba queda dividida en dos mitades
iguales que permaneeen sin embargo unidas cierto tiempo por un
hilo protoplasméatico. Las Amoebas hijas entran rapidamente en
actividad dirigiéndose en sentido contrario. El hilo protoplasmaé-
tico que las mantiene unidas se estira cada vez méas y termina por
romperse en cafia verde. Por eso cada ameba hija aparece con fre-
cuencia provista de un apéndice filiforme ancho en su base y afi-
lado y desflecado en su extremidad. En una oportunidad que ob-
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servamos esta divisién vegetativa en el material tomado de una
colonia de levadura parasitada, pudimos apreciar cdmo cada ameba
hija se dirigia, apenas terminada la divisién de la célula madre, a
un grupo de levaduras diametralmente opuesto. Como estaban atn
unidas por un hilo protoplasmético y cada una tiraba por su lado,
para emplear una expresién grafica, avanzaban poco, hasta que la
unién se rompidé y las amebas englobaron ripidamente sus presas.

Formas en reposo: Son esféricas sin pseudopodios ni membrana
diferenciada y sin ectoplasma. EI citoplasma coutiene una o dos
vacuolas grandes, granulaciones eon movimientos browniancs y nu-
merosas células de levaduras fagocitadas.

A veces hemos visto algunas de estas formas con una o varias
prolongaciones finas, radialmente dispuestas, en una parte de sn
contorno (pseudopodios ?).

Quistes: Comienzan a aparecer hacia el tercer dia en las cajas
de PETrI con agar-glucosado incubadas a 30°. Son subglobulosos,
ovoides o elipticos, con membrana que debe ser doble porque en los
quistes viejos se separa a veces la hoja interna dejando un espacio
hueco en un polo y la externa se arruga o emite protuberancias
hialinas y homogéneas cuando se los monta en solucién fisioldgiea
o lugol, como si se tratara de una substancia mucosa muy sensible
a los cambios osméticos.

Sus dimensiones oscilan desde 6,12 u hasta 11.47 X 7,65

En los medios de cultivo sélidos se presentan aisladoes o en grupos
de pocos elementos, pero en los liquidos (medio de BESREDEA por e].)
cuando el material se aspira con pipeta se observan verdaderas
colonias de quistes. Muchos presentan un tabigue en su parte me-
dia indicando una fase de multiplicacién quistica por divisién trans-
versa. Kl tabique se va estrangulando y separa dos quistes hijos
iguales. Estos diversos estadios los hemos podido seguir y dibujar
con la camara clara. Finalmente la formacién de las colonias de
quistes atestiguarian esta curiosa propiedad.

Los quistes tienen un contenido granuloso sin vacuolas ni inelu-
siones alimenticias y hemos podido asistir a su germinacién, la cual
se opera como sigue: por un polo del quiste comienza a salir su
contenido celular como un brote gue va aumentando de volwmen
hasta que, llegado a cierto tamafio, bruscamente abandona su envol-
tura que permanece atn por cierto tiempo adherida a esta nueva
ameba vegetativa. Los corptisculos del protoplasma entran rapida-
mente en movimiento browniano y los pseudopodios anchos no tar-
dan en aparecer.

A
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Parece que la ameba es particularmente frigil en este momento
de su eciclo evolutivo porque estallan con facilidad a la menor
presién del cubre-objeto, dejando en libertad sus granulaciones que
contintian moviéndose y disolviéndose el citoplasma en el liquido de
montar. Tal vez obedezeca esta fragilidad a que la membrana fisica
(en el sentido de OvERTON), condensacién lipoproteica del citoplas-
ma, no ha tenido tiempo de organizarse bien.

Fase flagelada: KEn varias oportunidades hemos cubierto la su-
perficie de cajas de PETRI con cultivos de la Amoeba en agar-gluco-
sado, en agar-miel y en agar-mosto, de diferentes edades (5, 10 ¥y
15 dias de incubacién a 30°) con agua corriente estéril, solucién
fisiolégica o con la siguiente mezcla: agua destilada 5 em?, solucién
de fosfato dipotésico al 1/20, 0,20 em®. Los exdmenes microscopi-
cos practicados cada 15 minutos durante una hora, nunce revelaron
la existencia de formas flageladas. En el examen mierosedépico
efectuado al cabo de una hora de la caja de PETrI cubierta con la
dltima de las soluciones nombradas, observamos numerosas formas
vegetativas muy activas, con pseudopodios en forma de dedo de
guante en casi todo su contorno.

Crroroaia

COLORACIONES VITALES. — Con rojo newiro: las células vegetati-
vas muestran numerosos corpusculos metacrométicos animados de
vivos movimientos brownianos y, en ocasiones, una o dos vacuolas
débilmente tefiidas « d’emblé». Al cabo de algunos minutos los
corpusculos se agrandan, pierden la intensidad de su coloracién y
el movimiento, y otras veces parecen fusionarse.

Al cabo de cineo minutos, mas o menos, se observan formas en
media luna o en calota, lo cual indica que esos corpusculos estaban
dentro de pequefias vacuolas. A los veinte minutos se observan
atn corpfhsculos metacroméaticos moéviles en el interior de las va-
cuolag v las amebas emiten pseudopodios, conservando pues su vita-
lidad. Algunas de éstas contienen levaduras vivas que presentan
también corptisculos coloreados méviles en el interior de sus vacuo-
las y otras que parecen muertas, pues se tifien intensamente y su
protoplasma parece coagulado.

Los quistes no presentan vacuolas visibles sino corpuisculos meta-
cromaticos méviles.

Con verde Janus o violeta Dahlia: Se revela con estos colorantes
la existencia de las Amoebas vegetativas de un condrioma apenas
refringente, constituido por filamentos ondulosos o bastoncitos se-
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mejantes a bacterias. Como en otras células, el condrioma sufre
rapida y fécilmente la alteracién vesiculosa.

CoLORACIONES POST-VITALES. — Con lugol: Nunca pudimos apre-
ciar en las amebas vegetativas o en sus quistes la presencia de re-
servas de glueégeno. Kl nticleo se torna particularmente visible
con este liguido con el aspecto de un elemento globuloso, mate,
centrado por el cariosoma que ocupa casi todo su volumen. El na-
cleo mide 3,06 .

Lias amebas vegetativas se tifien débilmente en amarillo y los quis-
tes permanecen incoloros o adquieren una coloracién amarillenta
difusa. Parece que su membrana deja pasar los colorantes con cier-
ta dificultad.

Con el Suddin III o una solucién de dcido smico al 2% : Se
puede comprobar que tanto las amebas vegetativas como los guistes
son ricos en reservas grasas en forma de eorpuhsculos.

COLORACIONES CON FIJACION PREVIA (ntcleo y condrioma).— He-
mos empleado los siguientes fijadores: ScHAUDINN, FLEMMING fuer-
te y débil, Bouix y Meves y las coloraciones con hematoxilina fé-
rrica de HADENHEIN original y la modificada por DoBrLL (1914)
y la de MannN. Los frotis fueron confeccionados segin la técnica
preconizada por DoBELL y O'CoNNOR sobre cubre-objetos, pero ob-
tuvimos mejores resultados sumergiendo un trozo del cultivo en el
bafio fijador y haciendo los frotis sobre porta-objetos después de su
actuacién o aun después de los bafos para eliminar el fijador.
Naturalmente que es necesario efectuar estas maniobras cuidadosa-
mente, transportando el trozo de cultivo con una espatula para
evitar que el desarrollo se desprenda de la superficie del medio.

La coloracién de MANN nos ha dado muy buenos resultados para
la coloracién de los niicleos y tiene la ventaja de ser més rapida y
de no exigir la decoloracién de las grasas, como cuando se emplea
la coloracién con hematoxilina férrica y un fijador a base de acido
Gsmico.

Las amebas vegetativas tienen un solo nticleo generalmente cen-
tral o rechazado hacia la periferia cuando existen inclusiones ali-
menticias.

El niicleo mide alrededor de 3 u y la membrana nuclear solo apa-
rece claramente en las preparaciones fijadas con el liguido de
SCHAUDINN, sin cromatina periférica. En las preparaciones efec-
tuadas con material fijado con los otros liquidos mencionados, la
membrana nuclear no es claramente visible, se la adivina.

W
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El cariosoma es generalmente esférico, grande y central, sélo en
ocasiones lo hemos visto algo excéntrico. Hs homogéneo, intensa-
mente tefiido y separado de la membrana nuclear por un espacio
claro estrecho. En las preparaciones muy diferenciadas el cario-
soma puede presentar una estructura reticulada con un punto mais
intensamente tefiido (centriolo ?) o formado por un anillo fuerte-
imente coloreado y una zong central més clara. Su forma no es
siempre esférica o globulosa, pues en ocasiones es piriforme, oval,
méas o menos anguloso o atin alargado o rectangular. Pensamos
que estos diversos aspectos de su estructura y forma, sean fases
preparatorias de la division nuclear o corresponden a nfcleos gue
acaban de dividirse y no han adquirido atn su estado de reposo
completo.

Los quistes tienen también un solo nteleo, generalmente excén-
trico y con los mismos caracteres que los de la ameba vegetativa.

Division nuclear: Hemos observado las diversas fases de la di-
visién nueclear durante la multiplicacién de las amebas vegetativas
que podemos resumir como sigue: Durante la profase el cariosoma
se alarga y toma el aspecto de un alterio por una contriccién cen-
tral. Bn la mefafase la masa cromética del cariosoma se separa
en dos porciones en forma de casquete que permanecen unidas por
fibras acrométicas. Durante la anafase estas dos mitades del ca-
riosoma se separan més aun y las fibras acromaéticas se adosan for-
mando un filamento (centrodesmose) que lieva a veces en cada ex-
tremo un corpisculo més intensamente tefiido (cuerpo intermedia-
rio) que resalta del resto de los casquetes polares.

En la telofase se opera la separacién de los nticleos hijos y la
reconstruceién de los mismos. El casquete y el cuerpo intermedia-
rio se funden y forman el cariosoma. ILia membrang nuclear se se-
para por estiramiento en dos mitades iguales que rodean a los cario-
somas correspondientes.

Todos estos fendmenos de divisién ocurren dentro de la membrana
nuclear y nunca pudimos observar la formacién de eromosomas ni
de placa ecuatorial. Participamos de la opinién de los autores que
sostienen que el cuerpo intermediario resulta de una condensacién
de las fibras acrométicas, en contraposicién a los que ereen que son
CromMOosomas.

CARACTERES BIOLOGICOS DE LA « AMOEBA »

Movimiento y migracién: Al ocuparnos de los caracteres morfo-
légicos hemos deserito el aspecto de los pseudopodios, generalmente
anchos y poco profundos, en ocasiones como dedos de guante, de
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bordes lisos. Sin embargo, muy raras veeces, los hemos visto de
bordes dentados, con el aspecto que adgquiere una gota de agua que
se deja caer sobre un vidrio desengrasado.

Las amebas vegetativas en actividad se mueven en todas las di-
recciones, hacia el centro de las colonias parasitadas de levaduras
y hacia el exterior, abandondndolas; pero la distancia que recorren
depende de la quimiotaxis, es decir de la atraccién que sobre ella
ejercen los mierorganismos que son facilmente fagocitables.

Hstas experiencias se han efectuado simultineamente con la in-
vestigacién de la propiedad de atacar y lisar diversas levaduras,
hongos filamentosos y bacterias gram positivas y negativas en la
siguiente forma: :

Preparamos cajas de PETRI con agar-caldo glucosado al 1% ¥y
una vez solidificadas y secadas en la estufa a 37°, sembramos en su
parte media en una extensién de 1 cm? material de un cultivo fresco
de la levadura parasitada con la Amoeba. A una distancia de 1 em
de cada uno de los lados de este cuadrado sembrado, hicimos lo
mismo con cultivos puros de las levaduras o bacterias que queriamos
experimentar, dejando en algunas cajas de PETRI un espacio corres-
pondiente a uno de los lados de la siembra de Amoeba, como testigo,
sin depositar material alguno.

Pudimos asi comprobar que la migracién de nuestra ameba co-
mienza a las pocas horas y a las 18 hs. llega a medir hasta 4 mm
cuando es atraida por ciertas levaduras o bacterias, como detalla:
remos més adelante y 1 em a las 48 hs. En cambio hacia el sector
testigo, sin cultivo alguno, la migracién es de 4 a 6 mm a las 48 hs.

FACULTAD DE INVADIR Y LISAR OTROS HONGOS LEVADURIFORMES

Candida albicans: No se observa lisis al cabo de una semana.

Candida aldot: A las 18 hs. de incubacién a 30° se observa con
el mieroscopio a pequefio aumento a través del fondo de la caja de
PrTRI una migracién de la Amoeda de 3 mm hacia este cultivo. A
los tres dias comienzan a aclararse los bordes y a los 5, la lisis es
completa. Cuando comienza el ataque se observa alrededor del cul-
tivo de C. aldoi la formacién de una zona lacunar, como aliento
condensado.

Candida deformans: A las 17 hs. se observa con el microscopio
una migracién hacia este cultivo de 2 mm. A los tres dias forma-
¢ién de un velo lacular e invasién de los bordes del cultivo de C.
deformans. A los 5 dias de incubacién a 30° la lisis es casi com-
pleta.

-
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Candida krusei: Los mismos resultados que en la precedente.

Candida suavolens: La lisis es completa va a log 3 dias de ineu-
bacién a 30°.

Candida parakruser: La migracién de la 4moeba hacia este cul-
tivo es de 1,5 mm al cabo de 17 hs. A los tres dias la invasién de
los bordes de este cultivo es poco aparente, a los 5 dias es manifiesto
y a los 7 hay lisis sélo de la mitad del cultivo orientado hacia la
siembra de la Amoeba.

Candida tanica v €. zeylanoides: A las 17 hs., la primera ha
provoeado una migracién de la Amoeba de 2,5 mm y la segunda de
3,56 mm. A los 4 dias el cultivo de C. tanica comienza a lisarse por
sus bordes y a los 5, abarca casi todo el cultivo; en cambio en el
de C. zeylanoides la lisis es completa va a los 4 dias.

Cryptococcus agregatus: A las 17 hs. no ha provocado ia mi-
gracion de la Amoeba. A los tres dias se ha formado un velo la-
cunar alrededor de este cultivo, pero macroscépicamente no se ob-
servan fendmenos de lisis ni al 10° dia de incubacién a 30°. Sin
embargo las preparaciones microscopicas permiten apreciar la exis-
tencia de algunas amebas conteniendo elementos de esta levadura
en su interior.

Cryptococcus castellant: A las 17 hs. migracién de 3 mm de la
Amoebg hacia este cultivo. A los tres dias formacién de un velo
lacunar alrededor del cultivo. A los b dias invasién de los bordes
v a los 7 y 10 dias lisis de la mitad proximal solamente, del cultivo
de C. castellans.

Cryptococcus homimes: A las 17 hs. migracién de 3 mm de la
Amoeba. A los 3 dias formacién alrededor de este cultivo de un
velo lacunar formado por las Amoebas, que desaparecen poco a
poeo sin invadir el cultivo y al 10° ya no se las observa cerca de
los bordes del cultivo de C. hominis.

Cryptococcus mena: Kl mismo fendémeno que en ¢l caso prece-
dente, después de haber provocado a las 17 hs. una migracién de
4 mm.

Debaryomyces globosus: Lisis casi completa a los 4 dias.

Debaryomyces guilliermondi: A los 10 dias invade dnicamente
los bordes.

Debaryomyces klokeri: Migracién de las Amoebas de 2 mm a las
17 bs. A los 7 dias los bordes de este cultivo estdn apenas inva-
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didos y a los 10 dias esta lisis ha sido reemplazada por um creci-
miento secundario de la levadura.

Debaryomyces hudeloi: Tia lisis comienza por los bordes al 4°
dia y es casi completa a los 7. A los 10 dias se ha formado alre-
dedor de este cultivo lisado una franja de colonias secundarias de
la levadura.

Debaryomyces tyrokola: La lisis de los bordes de este cultivo
comienza ya a los 3 dias y se extiende a casi toda su superficie a
los 5. A los 10 dias se ha formado alrededor del cultivo lisado una
franja de 3 mm de didmetro constituida por pequefias colonias de
levadura, alli donde en los dias anteriores existia el velo lacunar
formado por el desarrollo de la Amoeba.

Debaryomyces matruchoti: Lisis casi completa a los 5 dias.
Endomyces chodati: Lisis casi completa a log 5 dias.

Endomyces fibultger: Las amebas llegan hasta 1 mm de los bor-
des de este cultivo pero no lo invaden.

Endomyces horder, E. lindnert y E. magnust: No son atacados.

Endomyces malt: Lia Amoeba forma alrededor de este cultivo un
velo lacunar al tercer dia de incubacién a 30°, pero no lo lisa.

Endomyces margaritae y trumpfic: Formaeién de un velo lacu-
nar al tercer dia alrededor de estos cultivos y, al cuarto, lisis pareial
de los bordes que no progresa en los dias subsiguientes. En el E.
margaritae se ha formado al 10° una franja de 3-4 mm de didmetro
alrededor del cultivo original constituida por pequefias colonias se-
cundarias de la levadura.

Geotrichum condidum: No es atacado.

Monascus purpureus y M. ruber: Las amebas llegan hasta los
bordes de estos cultivos al 4° dia, pero no lo penetran ni lo lisan.

Mycocandida mortifera y Mycocandida sp.: Formacién de un velo
lacunar al tercer dia y lisis parcial de los bordes de estos cultivos,
que no progresa en los dias subsiguientes.

Pichia farinosq var. Lodderi: Solamente a los diez dias existe
una ligis moderada de todo el cultivo.

Prototheca ciferri (Alga aclérica): Las amebas llegan a las 39
horas de incubacién a 30° hasta cerca de los bordes de este cultivo,
pero no lo penetran ni lo lisan.

Voi. & N° 2
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Rhodotorula bronchialis, B. glutinis, B. minute y R. rubra: ¥i
mismo resultado que en el cultivo precedente.

Saccharomyces anulatus: Las amebas han formado un velo la-
cunar alrededor del cultivo a las 39 hs. y comienza la lisis de los
bordes que se extiende a todo el desarrollo del 8. anulatus a los 5
dias. A los 10 dias el velo formado por el crecimiento de la ameba
en los bordes del cultivo es de 0,50 ecm de didmetro, continuo en
la zona interna y lacunar en la exferna.

Saccharomyces cerevisiae: Las amebas llegan hasta los bordes
de este cultivo, pero no lo invaden ni lo lisan.

Saccharomyces blanchardr: Igual resultado que la precedente.

Saccharomyces chevalieri: Al cabo de 22 hs. no se observa mi-
gracién de las amebas bacia este eultivo. A las 39 hs. han llegado
a los bordes gque comienzan a lisarse a los 3 dias. Esta lisis no
avanza en los dias subsiguientes.

Saccharomyces chodati: TLas amebas llegan hasta cerca de sus
bordes, pero no penetran ni lisan el cultivo.

Saccharomyces ellipsoidens: A los tres dias, formacién de un
velo lacunar alrededor de este cultivo. A los 8 dias las amebas han
penetrado en su interior, sin provocar sin embargo la lisis. A los
10 dias: ausencia de lisis.

Saccharomyces heterogenicus: Las amebas llegan hasta los bor-
des, pero no penetran ni lisan este cultivo.

Saccharomyces lactis: A los 4 dias formacién de un velo lacunar
con lisis de los bordes. A los 8 dias lisis casi completa de este
cultivo. A los 10 dias el velo lacunar es ancho y eon dos zonas, la
interna continua y la externa lacunar. No se observan colonias sa-
télites.

Saccharomyces lindneri: A las 39 hs. se observa migracién de
las amebas. A los 3 dias velo lacunar alrededor del cultivo y co-
mienzo de lisis en sus bordes. A los 4 dias lisis en el centro del
eultivo. A los 10 dias lisis moderada del culfivo y orla ancha de
amebas constituida por dos zonas, la interna continua y la externa
lacunar sin coloniag satélites.

Saccharomyces ludwigr: A las 22 hs. las amebas han sufrido una
migracién de 2 mm hacia este cultivo. A las 39 hs. comienzo de lisis
en los bordes. 8 y 10 dias: lisis parcial del cultivo. Orla lacunar
estrecha sin colonias satélites.
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Saccharomyces mangini: Las amebas llegan hasta sus bordes sin
provocar la lisis.

Saccharomyces miintzii: A las 39 hs. lisis de los bordes. A los
3 dias formacién de un velo lacunar alrededor del cultive. A los
10 dias lisis moderada de todo el cultivo. La orla de amebas es
continua en la zona interna y lacunar en la externa con algunas
colonias satélites.

Schizosaccharomyces mellacei y S. octosporus: Tias amebas llegan
hasta cerca de log bordes pero no invaden ni lisan estos cultivos.

Schizosaccharomyces pombé: Migracién de 8 mm de las amebas
hacia este cultivo a las 22 hs. A los 4 dias formacién de un velo
lacunar y lisis de los bordes. A los 10 dias lisis marcada de todo el
cultivo, orla de amebas y moderado desarrollo de colonias satélites.

Torulopsis colliculosa: A las 39 hs. lisis de los bordes y de casi
todo el cultivo a los 6 dias, con formacién de un velo lacunar de
amebas alrededor.

Torula cremoris: Casi todo el cultivo estd lisado ya a los tres
dias.

Torula Moyr: Las amebas llegan hasta los bordes, pero no pro-
vocan su lisis.

Torula kefir: A los 4 dias formacién de un velo lacunar y lisis
de los bordes y centro del cultivo. A los 10 dias la lisis es casi
completa.

Torulopsis minor y T. minuta: Las amebas llegan hasta los bor-
des pero sin provocar su lisis.

Willia anomala: Lisis parcial de los bordes a los 10 dias.

Zygosaccharomyces barkeri: A los 10 dias formacién de un velo
lacunar y lisis parcial de los bordes.

Zygosaccharomyces japonicus y Z. pastori: Migracién de las
amebas de 1 em a las 48 hs. A los 3 dias lisis de los bordes y a
los 10, lisis casi completa de los eultivos, con formacién de una orla
de amebas de 2 mm de ancho, sin colonias satélites.

Zygosaccharomyces priortanus: Lisis de los bordes a los 10 dias.

Zygosaccharomyces paradozxus: No lo ataca.
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ACCION SOBRE BACTERIAS GRAM NEGATIVAS

Bacilos de Eberth y paratifico B: A los 5 dias el cultivo ha
sido completamente lisado y reemplazado por un velo semejante al
desarrollo de las amebas al estado puro.

Bacilo paratifico A: Lisis completa a los 7 dias.

Bacilos Shiga y Stanley: Tisis completa a los 7 dias con forma-
¢ién de una ancha zona lacunar y de colonias satélites.

Bacilo Flexmer: Lisis completa a los 5 dias, formacién de orla
de amebas y de colonias satélites.

Bacilo coli: La lisis progresa desde los bordes hacia el centro del
cultivo a los 5 dias de incubacién a 30°.

Bacilo piocidnico, B. prodigiosus y wuna bacteria gram positiva
(Propionibacterium) : No son lisados.

Acci6N SOBRE LEVADURAS Y BACTERIAS MUERTAS POR EL CALOR

En diversas oportunidades, disponiendo las experiencias como en
los casos anteriores, en lugar de sembrar con gérmenes vivos depo-
sitamos abundante material de suspensiones densas de levaduras o
baecterias gram negativas facilmente lisables por la Awmoeba, muer-
tas por calentamiento a 50° durante media hora en bahomaria, sin
observar nunca la fagocitosis de las mismas. Las amebas llegan
hasta la zona donde se ha depositado el material, pero no engloban
los gérmenes muertos y, al cabo de varios dias, s0lo se observa en
las preparaciones microsedpicas de ese material la existencia de
formas quisticas.

NurrIcI6N. — Comprende los siguientes actos: fagocitosis, diges-
tidn y execrecién que analizaremos separacdamente.

Fagocitosis: Nuestra Amoeba es capaz de englobar como hemos
visto levaduras y bacterias vivas. A veces se cuenta hasta mas de
10 células de levaduras en su interior, aisladas o en cadenetas. Pe-
ro no solamente tiene esta propiedad sino que también es capaz de
ingerir los glébulos rojos y sus propios quistes. En efecto hemos
visto en repetidas oportunidades y dibujado eon la cimara clara
(fig. 7) amebas vegetativas con uno o varios quistes en su interior.

En cuanto a la facultad de englobar los hematies, hemos investi-
gado esta propiedad agregando a cultivos de 24 hs. en caldo glu-
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cosado o en mosto liquido, 0,1 c¢m?® de sangre lavada humana o de
conejo. Hn las preparaciones microscépicas efectuadas al dia si-
guiente pudimos apreciar la existencia de numerosas formas vege-
tativas repletas de hematies, tanto en el tubo con sangre humana
como en el que contenia sangre de conejo. Sdlo alugunas amebas
tenian levaduras en su interior, lo cual parece indicar que prefieren
los hematies para su nutrieldn.

Facultad de englobar granos de almidén: En la misma forma
agregamos un poco de almidén soluble en substancia, a cultivos fres-
cos en medios liquidos o sdlidos en caja de PETrI, colocandolo en
este fltimo caso z 0,5 em de distancia del desarrollo de la Amoeba,
gin que hayamos podido comprobar en ninguna circunstancia su
englobamiento.

Digestién: Nuestra Amoeba posee enzimas proteoliticas y segu-
ramente también lipoliticas que permiten la digestién de las células
fagocitadas. No posee en eambio la propiedad de digerir las mem-
branas celulares (hemicelulosas).

fzcrecion: En algunas formas vegetativas hemos observado la
existencia de una o varias (3 a 5) vacuolas contractiles, excreticias,
conteniendo en su interior los productos de desasimilacién, espeeial-
mente membranas celulares, lo finico visible.

Durante la observacién microscopica al estado fresco se puede
apreciar eémo estas vacuolas contractiles se dirigen hacia los bordes
de la Amoeba y bruscamente expulsan su contenido gl exterior y des-
aparecen. Por este mecanismo se explica la existencia en el medio
ambiente de los cultivos lisados, de membranas celulares y de cé-
lulas enteras pero vacias (sombras de levaduras).

Las vacuolas excreticias se fusionan a veces entre si y la expulsién
de su contenido ocurre en pocos segundos.

Nuestra 4moeba es pues incapaz de nutrirse de células muertas o
de substancias disueltas. Su alimentacion es holozoica y se opera por
la emasion de pseudopodios que engloban, por crrcunfluencia, las cé-
lulas.

Accién de la tension de oxigeno: Lia Amoeba vegetativa es prefe-
rentemente aerobia, pues abunda en los velos que forman ciertas le-
vaduras en la superficie de los medios liquidos; en ecambio, son esca-
sas en las preparaciones miscroscépicas efectuadas con material to-
mado del fondo de los tubos. De igual modo desarrollan tinicamente
en la superficie de los tubos con agar blanco glucosado dispuesto en
columna.
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Accién de la temperaiura: Sembramos con el mismo material tu-
bos de agar-glucodo al 1 % inclinado en pico de clarinete, incuban-
dolos a diferentes temperaturas..

Las observaciones macro y microsecopicas efectuadas a los 6 y a los
8 dias arrojan los siguientes resultados:

A 377: Buen desarrollo de 1a levadura, y abundantes formas ve-
getativas y quisticas de la Awmoeba.

A Ja temperatura del laboratorio (18° mas o menos) : Bl desarro-
Ilo de 1a Amoeba es algo menor que a 30°.

A 5°: Desarrollo de algunas colonias de la levadura. Muy raros
quistes de la .Amoeba.

La temperatura también ejerce su influencia en la rapidez de la
aparicion de los quistes. Nuestras experiencias a este respecto las
efectnamos sembrando tubos de papa e incubindolos a las tempera-
turas arriba mencionadas. Sus resultados fueron los siguientes:

A 37°: A las 24 hs. raras formas vegetativas y algunos quistes. A
los 3 y a los 5 dias el mismo resultado.

A 30°: A las 24 hs. gran cantidad de formas vegetativas gran-
des ¥ pequefias. No se observan quistes. A los 3 y a los 5 dias se ob-
serva mayor cantidad de quistes que de formas vegetativas.

A la temperatura del laboratorio (18° mais o menos): A las 24
hs. se observan formas vegetativas y quisticas. A los 8 y a los &
dias gran cantidad de quistes y pocas formas vegetativas.

A 5%: Formas quisticas y muy raras formas vegetativas. A los 3
dias se observa igual proporcién, mas o menos, de amebas vegetati-
vas y de quistes. A los 5 dias predominan los quistes.

TEMPERATURA LETAL. — Lia Amoeba no muere en la heladera a 0°,
porque sus quistes resisten esa temperatura.

Por las experiencias que detallamos a continuacién hemos com-
probado, en cambio, que la Amioeba muere al cabo de 3 minutos de
calentamiento en bafiomaria a 50°,

Experiencia N9 1: Suspensién en solucién fisiolégica de material
de un cultivo de un mes, en papa, muy rico en quistes se distribuye
en ampollas, se las clerra y calienta en baflomaria a 40°, 45° y 50°,
durante 3, 5, 10, 15 y 20 minutos, al eabo de los cuales se siembra
su eontenido. En ninguno de los tubos sembrados con material ca-
lentado a 50° hubo desarrollo (observacién seguida durante una se-
mana), asi como tampoco en el tubo sembrado con el contenido de
la ampolla calentada a 456° durante 20 minutos.




84 La BionLoGia DE VAHLEAMPFIA DEBILIS, JOLLOS, 1917 Vol. X Nx

Experiencia N° 2: Suspensién en solueién fisiolégica de cultivos
de 24 a 48 hs. ricos en formas vegetativas, distribuida en ampollas.

Tiempo ........ 3 5 10 15 20 minutos
Temp. 400 ..... - - + + +

45 ..., 4 A+ -+ 4+ +

500 ..... 0 0 0 0 0

Las cruces indican que el eultivo fué positivo.

Acci6N DE LOS HIDRATO DE CARBONO

Empleamos medios sélidos con 1 % de los siguientes hidratoz de
carbono: glucosa, galactosa, lactosa, maltosa, sacarosa y rafinosa y
comprobamos que al cabo de 48 hs. de incubacién a 30° el desarrollo
en el tubo con glucosa era muy rico en formas vegetativas; casi no
contenia quistes, en cambio observamos gran cantidad de quistes en
los exfimenes miscrosedpicos de los tubos restantes, salvo el de rafi-
nosa que no presenté desarrollo. Al ecabo de 4 dias habia quistes en
todos los tubos.

ACCION DE DIFERENTES FUENTES NITROGENADAS

Empleamos medios sélidos con las siguientes fuentes nitrogena-
das: peptona, asparagina, sulfato de amonio, urea y nitrato de pota-
gio y las lecturas se efectuaron a los 2, 4 y 8 dias de incubacién a
30° con el mismo resultado en todas ellas (la fuente nitrogenada no
influye en el crecimiento y enquistamiento de la Amoeba).

SIEMBRAS SOBRE MEDIOS NATURALES ESTERILIZADOS

En estas experiencias depositamos en cajas de PETRI una porcidn
de los siguientes medios: ajo, aji (verde y vojo), batata, berenjena,
cebolla, chaucha, porro, papa, repollo, remolacha, rabanito, radicha,
tomate y zapallo. El desarrollo de la ameba en papa, rabanito y re-
molacha fué més exuberante que en los demés medios. En ajo, la
Amoeba no desarroll, en cambio la levadura crecié bien en todos
ellos.

PREPARACION DE UN EXTRACTO DE « AMOEBA »

Con material de cultivos en papa, ricos en formas vegetativas,
preparamos una suspensién en agua destilada que sometimos seis ve-
ces a la congelacién y descongelacién a baja temperatura, metiendo
el tubo en un termo con nieve carbdnica y alcohol de 96°. Esta

L
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mezela produce un descenso marcado de la temperatura, de modo
gue a los pocos minutos la suspensién estd congelada. Para descon-
gelarla rapidamente, sumergimos el tubo en un bafiomaria a 40°.

Con este extracto efectuamos las siguientes experiencias:

Aceién sobre la leche: No la modifica (a un tubo conteniende &
em?® de leche le agregamos 0,50 em® de extracto).

Aceidn sobre el mosto gelatinado al 15 % : No lo liefia.

Poder fibrinolitico: Débil (sobre plasma de conejo).

Aeccién sobre las grasas: Negativa (grasa de ternera y aceite de
olivas).

Resistencia a los deidos: Nuestra Amoeba resiste el contacto con
una solucién de acido citrico al 20 %, durante 24 hs.

Resistencia al alcohol etilico: La Asmoeba desarrolla en un medio
sintético eon 3 % de alcohol etilico.

Resistencia o la desecacién: Tias siembras de material rico en
quistes eonservado seco y en el vacio (vacio fosférico), dieron eul-
tivos positivos al cabo de un mes de conservacién en la cAmara fria.

Vitalidad en los medios de eulttvo: Los trasplantes de un cultivo
en papa conservado durante dos meses a la temperatura del labo-
ratorio, fueron positivos, en eambio fueron negativos los de un cul-
tivo de 4 meses en agar miel.

AcCION PATOGENA EXPERIMENTAL

Hstas experienciag fueron efectuadas exclusivamente en gatos
inoculando por via géstrica con una suspensién en solucidn fisiols-
gica de un cultivo rico en quistes y otros por instilacién rectal con
material rico en amebas vegetativas.

Gato gris. Peso—= 1.220 g. (10 de Abril de 1940): Se le intro-
duce una sonda hasta el estémago y se le inyecta 5 cm?® de una sus-
pensién de un cultivo de 6 dias en agar-glucosado, rico en quistes.
Este, como los animales siguientes, fueron colocados en jaulas con
doble fondo, siendo el primero de alambre tejido fino, para poder
apreciar el aspecto de sus deyecciones y recoger material para los
examenes microscdpicos.

La observacién diaria, asi como los exdmenes microscépicos de las
materias fecales durante 15 dias, no acusé nada de anormal. El ani-
mal se alimentd normalmente y aumentd de peso. Al cabo de ese
tiempo fué sacrificado y el examen de su tubo digestivo no reveld
nada de particular.
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Gato blanco. Pero=1.050 ¢. El 10 de Abril de 1940 se le instilé
en el recto 3 em® de un cultivo en caldo glucosado de 48 hs. rico en
formas vegetativas.

La observacidon diaria durante 15 dias de sus materias fecales
{macro y microsebpica), asi como de su estado general mno reveld
nada de anormal. Al cabo de ese tiempo fué sacrificado y el examen
de su tubo gastro-intestinal no acusé nada de particular.

Gato blanco y negro. Peso=550 g. Tl 29 de Abril se le instilé en
el recto 3 cm?3 de un cultivo de 48 hs. en caldo glucosado.

La observacién diaria durante 20 dias, no permitié apreciar nada
de anormal. El animalito aumenté de peso.

Gato gris. Peso=600 g. Inoeculado en la misma forma que el an-
terior, con el mismo resultado.

Gato megro. Peso=>500 g. Kl 29 de Abril se le introdujo una son-
da hasta el estomago y se le instilé una suspensién de un cultivo ri-
¢o en quistes (5 em?),

La observacién diaria durante 20 dias, no revelé nada de anormal.
El animalito aumentd peso.

Gato gris y blanco. Peso—=650 g. Inoculado en la misma forma
que el anterior y con el mismo resultado. -

PREPARACION DE ANTISUEROS

Lios conejos N? 389 de 1.620 ¢. de peso y 360 de 1.730 g., fueron
tnoculados, por via venosa, durante dos meses, tres dias consecuti-
vos de cada semana dejandolos descansar los restantes, con una sus-
pensién de un cultivo fresco de Amoeba, muerto por calentamiento
a 50° durante media hora. Se ecomenzd por inyectarles 0,560 em? de
una dilucién al 1/10.000 de la suspensién, aumentando progresiva-
mente la dosis hasta llegar a la inoculacién de la suspensién madre,
de una opacidad que apenas permitia ver un trazo de lapiz graso
en un tubo de ensayo de 180 X 18 mm,

La sangria experimental fué efectuada doce dias después de la
altima inyeccién.

PRUEBAS DE AGLUTINACION

Suspendiendo material de un cultivo de la Amoeba en una gotita
de los sueros 389 y 360 sobre porta-objetos, cubriendo y observando,
no nos permitié apreciar aglutinaciéon de los quistes o de lag formas
vegetativas.
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Obtuvimos el mismo resultado efectuando la reaceién en tubos de
ensayo eon diluciones de los sueros al 1/25, 1/50, 1/100 y 1/200. ca-
lentandolos durante 1 hora a 50° en baflomaria y dejandolo una
noche en la heladera. Lia lectura de los resultados se hizo con pre-
paraciones microsedpicas, para no interpretar los grumos de la le-
vadura aglutinada como aglutinacién positiva de la Amoeba.

En vista de estos resultados y pensando que la aglutinacién de
las levaduras falseara los resultados, empleamos en las reacciones un
cultivo de Amoeba con flora bacteriana (con bacilo de ErErTH).
Con esta téenica la aglutinacién microscopica de las Amoebas fué
inmediata con ambos sueros, tanto puros como diluidos al 1/50 ¥ al
1/100. EI suerc normal de conejo carece de esta propiedad agluti-
nante.

Reacciones de fijacion del complemento: TUtilizamos en estas ve-
acciones un extracto de cultivo de Amoeba con flora bacteriana 1
(preparado por congelacién y descongelacién como se ha dicho an-
teriormente), convenientemente diluido y previamente titulade, los
sueros de los conejos inmunizados por inyecciones de Amoeba con
flora de levaduras y un suero de conejo normal como testigo. Las
reacciones con los antisueros fueron francamente positivas.

Reaccion alérgica cutdnea en los conejos inmunizados: Lia ino-
culacién intradérmica del antigeno (extracto de un eultivo de 4dmoe- !
ba con flora bacteriana), en la piel del flanco previamente depilada
de los eonejos mmunizados, dié lugar a las 24 hs. a la formaeién |
de una péapula roja rodeada de una zona ulticariana como de dos |
em de didmetro que persistié varios dias.

Accion litica e impidiente de los antisueros sobre la « Amoeba » : |
Mezclando partes iguales en volumen de una suspensién de un cul-
tivo fresco de la 4Amoedba con flora bacteriana (EBERTH) y de suero
de conejo inmune N® 360 y 389 y llevando la mezcla a la estufa a
30° durante 22 horas, comprobamos al cabo de este tiempo la pre-
sencia de amebas vegetativas aglutinadas y de quistes, sin que su
numero hubiera aparentemente disminuido. Las siembras de este
material asi tratado en agar-glucosado dié lugar al desarrollo abum-
dante de la Amoeba.

Lios sueros N? 360 y 389 de los conejos inmunizados adicionados |
en la proporeién de 1/10 a los medios de cultivo sélides o liguidos i
no impiden el erecimiento de la Amoeba, éstas desarrollan con la
misma intensidad que en los medios adicionados de suero normal de
conejo. Queremos hacer resaltar que los sueros fueron obtenidos
por inyecciones de Amoebas con flora de levaduras y las pruebas del
poder impidiente, sembrando amoebas con flora bacteriana.
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Accién litica de la bilis fresca de bovino: Esta fué obtenida asép-
ticamente por puncién de la vesicula biliar y mezclada con wn vo-
lumen igual de cultivo de la Amoeba en medio liquido o una sus-
pensién de un cultivo en medio sélide. Las preparaciones microscd-
picas revelaron la inmediata desaparicion de las formas vegetativas.

Estudio micolégico de lo levadura que acompafiaba a la Amoeba
en el cultivo original.

CARACTERES MACRO-MORFOLOGICOS. — Colonta gigante en mosto ge-
latinado (un mes a temperatura ambiente) : Mide lem de didmetro,
es plana, circular, de bordes lisos de color blanco griseo v de super-
ficie seca y mate. ‘

En mosto liquido: Formacién de un velo blanco griseo, seco, de
aspecto graso que trepa por las paredes del tubo y de un depdsito.
Kl medio estd también turbio.

CARACTERES MICRO-MORFOLOGICOS. — No forma pseudomicelio en el
agua de papas al 25 por mil.

Células alargadas que se multiplican vegetativamente por brota-
¢idn, aisladas, en cadenetas o en rosetas. En el mosto sblido las cé-
lulas miden de 3,7 X 1,0 hasta 9,3 X 4p. En el mosto liguide
al eabo de 48 hs.: de 5,6 X 3,7 hasta 14 X 3,7 v al cabo de 45
dias de 3,7 X 2,8 a 7,4 X 3,7 .

Esporulacién: En el medio de GoroprowWA no formé esporos al
cabo de un mes,

En zanahoria: Se observan muy pocas células que contienen 4 en-
dosporos en forma de sombrero de 1,8 XX 0,9 .

CARACTERES FISIOLOGICOS

Zimograma . Positivo para la glucosa Unicamente (se emplearon
los siguientes hidratos de carbono: glueosa, galactosa, lactosa, mal-
tosa, sacarosa y rafinosa).

Auzanograma de los aziicares no fermentados: Negativo,

Auzanograma del mitrégeno: Positivo para la peptona, negativo
para la asparagina, urea, sulfato de amonio y nitrato de potasio.

Licuacién de la gelatina: Negativa.

Leche: no la modifica.
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Almiddén: no lo hidroliza. Alcohol etilico al 3 % : Regular des-
arrollo consistente en la formacién de un anillo y de un velo apenas
marecado.

Desdoblamiento de la esculina: Negativo.

Celulosa: No ataca. Indol: No produce. Hidrégeno sulfura-
do: No desprende..

Clasificacién: Pichia belgica.

CONSIDERACIONES

Segun la bibliografia que ha llegado a nuestras manos, es ésta la
primera vez que se describe en nuestro pals, un caso de parasitismo
de una levadura por la 4dmoeba. Este fendmeno tuvo lugar espon-
taneamente en la naturaleza (en una manzana en descomposicién
unida todavia al arbol), habiendo sido tal vez ambos gérmenes aca-
rreados por pajaros o insectos.

Nuestra observacién es comparable a la efectuada por CASTELLANI
en 1930 con las siguientes diferencias: Nuestra Amoeba pertenece a
otro género, es pardsita, puesto que no se nutre de levaduras o bac-
terias muertas y la lisis de las colonias parasitadas comienza por los
bordes. 8i van Rooven compard la lisis por Hartmannella Caste-
Hanit a la bacteriofagica, la lisis sacaromicética o bacteriana por
Vahlkampfia debilis tiene, con esa, una similitud atin mayor por los
caracteres apuntados més arriba.

Macroscopicamente en los cultivos tiene lugar una lisis de las co-
lonias de levaduras o bacterias, comparable a la que producen los
ultravirus bacteriéfagos, pero la Ameba no Hega a destruirla com-
pletamente, pues se establece una especie de equilibrio biolégico.
Cuando la Amoeba ha satisfecho sus necesidades alimenticias entra
en reposo y se enquista. Sobre el cultivo casi completamente lisado
tiene lugar entonces un desarrollo secundario de la levadura, cuyas
células, al entrar en activa multiplicacién, originan estimulos (tal
vez radiaciones mitogenéticas, u otras), que hacen germinar los quis-
tes o dividir las formas vegetativas de la 4moeba. Una nueva ca-
mada de amebas entra en actividad y se repite asi el fenémeno hasta
que el medio de cultivo se agota de substancias nutritivas o se carga
de productos metabdlicos nocivos para la levadura y el fenémeno de
lisis queda estacionado. Esta lisis es transmitible y se reproduce
siempre en los trasplantes sucesivos con los mismos caracteres, inde-
finidamente.
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Erxiste toda una gama de lisis seglin la sensibilidad de las especies
de levaduras estudiadas. Lia aislada del material original, fué clasi-
ficada con Pichic belgica y es tan facilmente fagocitable y lisable
como la Candida aldot, C. deformans o C. zeylanoides. En cambio la
Candida albicans, ciertos Endomyces y los hongos filamentosos (Ac-
tinomyces, Mucedinaceae o Dematiaceae), asi como las bacterias
gram positivas no son atacadas. Ciertas especies de Mycocandida
presentan lisis inicamente en los bordes de las colonias y finalmente
en ciertas levaduras (Cryplococcus agregatus por ej.), las amebas
legan a penetrar sus colonias y a englobar algunas células. pero sin
provocar fenémenos macroscopicos de lisis.

En la levadura parasitada, la lisis comienza en los bordes de las
colonias, progresa hacia el centro y al cabo de varios dias, euando la
lisis estd muy avanzada, se forma alrededor de esas colonias un halo
lacunar formado por la enorme multiplicacién de la Awmoeba vege-
tativa. En las infecciones experimentales de otras especies de leva-
duras o de bacterias, la orla lacunar de amebas se forma primero,
luego comienza la lisis de los bordes de las colonias y finalmente és-
tas se aclaran completamente.

El fenémeno de lisis en las bacterias parasitadas por esta Ameba
tiene lugar en forma anéloga a la lisis de las levaduras.

OeHIER R., en 1917, describi6 la facultad que tienen Vahlkampfia
magna y Hartmanella aquarum de englobar levaduras y también se
ha citado la presencia de levaduras en el interior de otras amebas
saprdfitas o Entamoebas parésitas, pero no se ha estudiado ni des-
cripto este fenémeno de parasitismo in vitro, en nuestros medios ar-
tificiales de cultivo.

El estudio micro-morfolégico, citolégico y biolégico de nuestra
Amoeba nos ha permitido clasificarla como Vahlkampfia debilis, aun
cuando posee algunas particularidades que no se mencionan en la
bibliografia que hemos consultado.

Sus caracteres morfoldgicos mas salientes son los siguientes : Amoe-
bas vegetativas medianamente moéviles, con diferencia neta en endo y
ectoplasma, emitiendo pseudopodios anchos y poco profundos e¢omo
en las del tipo Livmax. Sus dimensiones oscilan de 8 a 49 w en el di4-
metro mayor, siendo la mayoria de unas 15 de didmetro. Carece
de reserva de glucégeno y de fase flagelada. Tiene reservas grasas,
corptsculos metacrométicos, una o dos vacuolas grandes y wuna o
varias més pequefias contractiles (exereticias). El niuicleo es central
o excéntrico, vesiculoso, de unos 3 u de didmetro, con un cariosoma
grande( globuloso, generalmente central y una membrana nuclear
poco visible y sin cromatina periférica. Su division tiene lugar den-
tro de la membrana nuclear con formacién de casquetes polares, co-

R
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mo es caracteristico en las especies del género Vahlkampfia creado
por CHATTION y LALUNG-BONNAIRE en 1912,

Los quistes son ovoides o elipticos y méas raramente globulosos.
con un solo nicleo con los mismos caracteres gue en las amebas ve-
getativas. Su membrana es lisa y méas bien delgada y sus dimensio-
nes oscilan de 6,12 p a 11,47 X 7,65 p.

Por estos caracteres y dimensiones corresponde pues a la Vahlk.
debilis Jorros, 1917.

Esta Amoeba tiene la facultad de englobar nicamente organis-
mos vivos (levaduras o bacterias gram negativas) o glébulos rojos.
Esos mismos microorganismos facilmente fagoeitables ya no lo son
cuando se los mata por el calor. Carece de la facultad de englobay
los granos de almidén, pero fagocita sus propios quistes. Como no
se nutre de substancias disueltas, no hemos podido obtener hasta el
presente su cultivo puro, libre de microorganismos.

Resiste la temperatura de la heladera a 0° y las de 45° durante
20 minutos, asi como la aeccibn de una solucién de aeido citrico al
20 %.

Los caracteres particulares de nuestra Vahlkampfie son los de
englobar sus propios quistes y sobre todo la muy curiosa multipli-
cacién de los quistes, por tabicamiento. Como no confiamos en nues-
tros econoecimientos sobre protozoologia y en haber consultado com-
pletamente la bibliografia mundial sobre este tépico, dejamos a los
especialistas la tarea de decidir si realmente corresponde o no, nues-
tra Amoeba, a la Vahlk. debilis.

Agradecemos a los sefiores Profesores Dr. R. Dios y J. Baciaa-
LUPPO, por haber alentado nuestro trabajo y suministrado gran par-
te de la bibliografia y al Sr. M. RIESEL por su asistencia en las in-
oculaciones experimentales a los gatos.

SUMMARY

We describe the saccharomycetic and bacterial lysis produced by
Voahlkampfia debilis Jorvos, 1917. The characteristies of this Lysis
are comparable to those produced by bacteriophage.

This ecurious phenomenon took place spontaneously in nature
in an apple, still attached to the tree, invaded by a yeast and Amoe-
ba. We believe that the yeast developped first and then the Amoeba
which might have been carried by birds or inseets.

The morphological and biological characteristics of this Amoeba
are those of the genera Vahlkampfic with the following characte-
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risties: vegetative cells arve from 8 to 49 p in diameter with an
average of more or les 15 1 endoplasm and ectoplasm well differ-
entiated. Hach Amoebe has only one nucleus of about 3 p in dia-
meter. Glycogenic reserves and flagellate stage are lacking.

Cysts: oval, elliptical or less frequently globose, from 6,12 u to
11,47 X 7,65 p in diameter with a smooth, thin membrane.

Biological characteristies: This Amoeba grows abundantly in our
liguid or solid culture media provided living yeasts or bacteria
are present. We have tested the lytie power on more than 60 differ-
ent species of yeasts, on filamentous fungi and on baeteria. We
succeded in modifying at will the internal flora (feeding inelusions)
of the Amoeba.

The different species of yeasts offer a gradation of sensibility to
the lytic action of Vahlkampfia debilis. The yeast isolated from the
original material was classified as Pichia belgica and it is as well
phagocytosed as Candida aldoi, C. deformans or C. zeylanoides. On
the contrary Candida albicans, the filamentous fungi (Actimomyces,
Mucedinaceae and Dematiaceae) and gram positive bacteria are not
attacked. The gram negative bacteria of the typhoid-dysenteric
group are easily phagocytosed. The lytic action begins at the edges
of the colonies and advances towards the center. At the end of
3 or 4 days a lacunar halo is formed around each colony, consist-
ing of a pure growth of vegetative amoebae. Nevertheless the
yveasts or bacteria do not disappear completely and a biological equi-
librium is established between the amoeba and its host. A lytic
period is followed by a period of secondary development, especially
in the yeast cells, and this in turn by another lytie period, this phe-
nomenon is repeated several times.

The Amoeba is unable to digest the membrane of yeast cells or to
inelose starch grains but it is able to phagocytose human or rabbit
red blood corpuseles.

Optimum temperature for growth is 30°C. The cysts begin to
appear after 2 or 3 days. The Amoeaba keeps its vitality for 2 or 3
months at room temperature in culture media and still longer if
dryed in phosphoric vacoum and kept in the ice-chest. This Amoeba
withstands a temperature of 0°, a water-bath at 45° for 20 minutes,
or the action of a 20 % citrie acid solution.

It develops in synthetic media with 3 % of ethylie aleohol.

Vegetative cells are quickly destroyed by fresh calf bile.

Pathogenicity for young ecats is negative.

Agglutination and complement fixation-tests with sera of immuni-
zed rabbits are positive.

Intracutaneous innoculation of an acqueous extract of the Amoeba
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in immunized rabbits produces a red papula of about one inek in
diameter (allergy).

We want to call the attention of protozoologists on the pecu-
liar characteristic of the vegetative Amoeba of ingesting its own
cysts and especially on the curious multiplication by transverse
septation of the cysts which oceurs chiefly in liguid media.

RusuMi

Nous décrivons un phénomene de lyse des levures et des bactéries
transmissible en série produite par Vehlkampfic debilis Jorvos, 1917,
La lyse s'opére aves des caractéres comparables & celle produite par
les ultravirus bactériophages.

Ce curieux phénoméne s’est produit spontanément dans la nature
dans une pomme encore attachée & 1’arbre. Trés probablement la le-
vure s’est développée la premidre et ensuite 1’amibe, apportée par
des oiseaux ou des insectes.

Les caractéres de 1’amibe sont les suivants: Amibes végétatives de
8 a 491 de diamétre, mesurant plus fréquemment 15 p environ de
diamétre. Les autres caractéres micro-morphologiques et cytologi-
ques sont ceux des amibes du genre Vahlkampfia. Chague amibe
posséde un seul noyau dont la membrane est & peine visible. Absence
de réserves de glycogéne et de phase flagellée.

Kystes: ovales, elliptiques ou plus rarement ronds de 6,12u a
11,47 X 7,65 u & membrane mince et lisse et avec un seul noyau.

Caracteres biologiques: Cette amibe se développe trés bien dans
nos milieux de culture liquides ou solides, mais elle a besoin de se
nourrir de levures ou de bactéries vivantes. Nous avons essayé son
pouvoir lytique sur plus de 60 espéces différentes de levures, sur
des champignons filamenteux et sur diverses bactéries et nous avons
réussi & modifier & volonté la flore intérieure de cette amibe (ineclu-
sions alimentaires).

J1 existe parmi les levures toute une gamme de sensibilité & la
lyse. La levure isolée du material original a été classée comme Pichia
belgica et est aussi facilement phagocytable que Candida aldoi,
C. deformans ou C. zeylanoides. Par contre Candida albicans, les
champignons filamentenx (Actinomyces, Mucedinaceae, et Dema-
tinceae) et les bactéries Gram positives ne sont pas lysables,

Les bactéries gram négatives du groupe typho-dysentérique sont
au contraire rapidement lysées. ‘

La lyse débute par les bords des colonies et progresse vers le
centre. Au bout de 3 ou 4 jours il se forme autour des colonies pa-
rasitées, une auréole lacunaire constituée par le développement de
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I’amibe végétative & 1’etat pur. Lies levures ou les bactéries ne dis-
paraissent pas completement sous 1’action de I’amibe, s’établissant
alors une espéce d’équilibre biologigue dont & la période de lyse
suit une autre de végétation de la levure ou de la bactérie.

Cette amibe est capable de phagocyter les hématies humains ou de
lapin mais il lul manque la propriété d’englober les graing d’amidon
et de digérer les membranes des cellules des levures.

Température optima pour le développement: 30°C. Hlle résiste
la température de la glaciére & 0° et celle du bain-marie & 45°
pendant 20 minutes.

Cette amibe est trés aérophyle et ses kystes comencent a se former
vers le deuxidme ou troisiéme jour. Elle demeure vivante pendant
2 ou 3 mois dans nos milieux de culture et & la temperature du la-
boratoire. Desséchée dans le vide phosphorique et conservée dans la
glaciére elle peut résister davantage.

Elle n’est pas pathogéne pour les jeunes chats.

Les formes végétatives sont rapidement lysées par la bile fraiche
de boeuf.

Les sérums de lapin immunisés agglutinent rapidement les formes
végétatives et fixent le complement avec un extrait de l"amibe.
L’inoculation intra-dermique du méme extrait produit chez les
lapins immunisés une réaction allergique franchemment positive.

Nous voulons attirer 'attention des protozoologistes sur la faculté
des amibes végétatives de phagocyter ses propres kystes et spéciale-
ment sur la curieuse multiplication des kystes par cloisonnement
transversal.
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