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RESUMEN

Se estudio la fagocitosis de Enterobacter aerogenes por dos cepas de amebas de
vida libre; una de referencia, Acanthamoeba culbertsoni (ATCC 30171) y ofra aislada
- del ambiente, Acanthamoeba sp.
La fagocitosis de bacterias y el tiempo en el cual ocurre fue medida con la técnica de
bacterias fluorescentes en cultivos de Acanthamoeba culbertsoni y Acanthamoeba
sp. Se llevé a cabo en cullivos de A. culberisoni en las fases exponencial y
estacionaria de crecimiento y fue establecida a concentraciones de bacterias
marcadas entre 107 hasta 10% bac ml™,
A. culbertsoni, ingirié un nimero variable de bacterias que en promedio oscilaron
entre 5 y 9 bacterias por ameba en los tiempos probados de 10, 30 y 60 minutos. El
namero de bacterias encontrado por ameba no varid significativamente con el
tiempo. Las tasas calculadas de fagocitosis y de formacién de vacuolas demostraron
esta tendencia con un intervalo entre 1 a 11 bac ame™ h”' y 1 a 2 vac ame™ h-",
respectivamente. Las tasas siguieron el mismo patrén en los cuitivos de diferentes
fases de crecimiento. El niumero de bacterias ingeridas fue levemente mayor en el
cuitivo de amebas en fase estacionaria que en el cuitivo en |a fase exponencial. La
ingesta de bacterias por estas amebas disminuyé a medida que decrecid la
concentracion de bacterias marcadas. Las tasas calculadas de fagocitosis y
formacion de vacuolas corroboran esta tendencia al decrecer con la concentracion
de bacterias marcadas en el medio.
El numero de bacterias ingeridas por Acanthamoeba sp. fue en promedio de 0.28 y
2 por ameba. Las diferencias observadas en la ingesta de bacterias por
Acanthamoseba sp. a través del tiempo no fueron estadisticamente significativas. Las
tasas calculadas de fagocitosis y de formacién de vacuolas disminuyeron con el
tiempo, con un intervalo de 2 a 6 bac ame”’ h' y de 1 a 6 vac ame™ h-',
respectivamente.
Se concluye que: 1) Las amebas de la especie A. culbertsoni fagocitaron una
cantidad variable de bacterias marcadas. 2) La ingesta de bacterias decrecidé
después de 10 minutos. Una reduccion de vacuolas con bacterias entre 30 y 60
minutes podria explicar este evento. 3) La fase de crecimiento de las amebas no
cambio la capacidad de fagocitar bacterias. 4) La ingesta de bacterias aumentoé con
la concentracidn de bacterias marcadas en €l medio. 8) Acanthamoeba sp. aislada
del ambiente ingirid una cantidad variable de bacterias a partir de los primeros 5
minutos. 6) La ingesta de estas amebas decrecié con el tiempo. Esta tendencia fue
corroborada por las tasas de fagocitosis y formacion de vacuolas, las cuales
disminuyercn con el tiempo. '



INTRODUCCION
La fagocitosis de bacterias en el suelo o en el agua, es uno de los topicos

menos conocidos de las amebas del género Acanthamoeba. La fagocitosis es una
buena medida de la ingesta de las bacterias u otros organismos por las amebas en
el ambiente.

La importancia de determinar la fagocitosis de bacterias por las amebas estriba
en la alta incidencia que tienen las especies de este género en aguas
(subterraneas), sedimentos marinos y en el suelo, Lo cual hace pensar en el papel
que estas amebas pudieran ejercer en la depredacidn de bacterias en tales
ambientes y de alli, surgié la idea de disefiar un proyecto que caracterizard y
cuantificara la fagocitosis de Acanthamoeba sp.

l. Generalidades de las amebas del género Acanthamoeba.

Las especies del género Acanthamoeba son amebas de vida libre y su ciclo de
vida ocurre generalmente en el ambiente, donde proliferan ingiriendo particulas y
microorganismos a través de la fagocitosis (Anderson, 1988, Rodriguez-Zaragoza,
1994). Sin embargo, también pueden parasitar animales y seres humanos (Martinez &
Visvesvara, 1997; Bottone, 1993).

El ciclo de vida de las amebas de! géngro Acanthamoeba presenta la forma de
trofozoito y de quiste (bajo condiciones ambientales adversas). El trofozoito, por lo
general presenta un diametro aproximado de 25 a 30 pm. El quiste, puede llegar a
tener un diametro de 15 a 20 pm. Las especies de este género presentan una
organizacion celular eucariética {Rondanelli ef al., 1987).

Acanthamoeba se desarrolla en el ambiente y ocasionalmente se convierte en

patégeno al entrar en contacto con humanos inmunosuprimidos (Figura 1)



(Rondanelli & Scaglia, 1987). En estos individuos algunas de las especies de este
género, pueden ser causantes de queratitis, afecciones cutaneas y encefalitis
amebiana granulomatosa (Bottone, 1993; Martinez & Visvesvara, 1997, Scaglia,
1997, Rodriguez et al, 1998; Szenasi et al, 1998; Claerhout & Kestelyn, 1999,
Marciano-Cabral ef af,, 2000; Torno ef al., 2000).

Las amebas del género Acanthamoeba han sido aisladas de |la atmoésfera en
zonas urbanas y rurales; del agua (estangues, contaminadas; embotelladas,
recreativas, terapéuticas, acuarios, piscinas), cavidades de los vertebrados, piel, y
exudados (De Jonckheere, 1891; Rivera ef al., 1993; 1994; Rodriguez et al., 1993,
Rodriguez-Zaragoza, 1994; Nerad ef al., 1995; Rohr ef al., 1998).

}l. Fagocitosis

La fagocitosis es la introduccion (via receptor y dependiente de moléculas de
actina) de las particulas o de microorganismos dentro de vesiculas grandes
(fagosomas) que maduran en fagolisosomas, Es realizada por macréfagos, otras
células humanas y por algunos protozoos quienes se alimentan a través de ella
(Rabinovitch & De Stefano, 1971; Chambers & Thompson, 1978; Bowers, 1977,
Andrews et al, 1995, Kwiatkowska & Sobota, 1999). El mecanismo de la fagocitosis
en macrofagos y en amebas implica: 1) El reconocimiento de la particula por los
receptores de la superficie de la célula fagocitaria. 2) La generacion de senales que
activan el citoesqueleto. 3) La formacién de los pseuddpodos que introducen la
particula (Figura 2) (Besterman y Low, 1983; Steinman ef al, 1983, Berén et al.,
1995; Kwiatkowska & Sobota, 1999).

El reconocimiento ocurre en amebas a través de receptores tipo lectinicos




(Kom y Weisman, 1967; Lock et al, 1987; Allen & Dawidowicz, 1990a; Ofek et al,
1995; Venkataraman ef al, 1997 Harb ef al, 1998). Estos reconocen residuos
galactosil, manosa, L-Fucosa, N-acetil glucosamina y glucosa en la superficie del
microorganismo. Los mismos estan involucrados en la fagocitosis de Escherichia coli
y levaduras (ricas en residuos de manosa) por Acanthamoeba castellanii y otras
amebas del género Acanthamoeba (Brown et al , 1975; Lock et al,, 1987, Allen &
Dawidowicz, 1990a; Shuster & Levandowsky, 1996; Venkataraman ef al, 1897, Harb
et al, 1998). En otras amebas, como Entamoeba histolytica, también se ha
encontrado la presencia de un receptor tipo lectinico en su superficie, que reconoce
galactosa y N-acetil galactosamina sobre la célula huésped (Sehgal et al., 1996).

La fosforilacion de proteinas cinasas es la causa de la induccidn del
metabolismo lipidico en A. castelflanii durante la fagocitosis de levaduras {Allen &
Dawidowicz, 1990b). Estos eventos originan la activacion de proteinas del
citoesqueleto involucrados en la formacién de los pseuddpodos (Kwiatkowska &
Sabota, 1997; 1998; 1999; Aderem & Underhill, 1999). En A. castellanii y Entamoeba
histolytica se encontraron miosina | y a-espectrina como proteinas asociadas al
citoesqueleto durante la fagocitosis (Baines ef al, 1995, Kwiatkowska & Sobota,
1997, 1698; 1999; Voigt ef al., 1999).

La participacion del calcio durante la fagocitosis adn no ha sido aclarada. Al
parecer depende del tipo de receptor. En la fagocitosis via receptores lectinicos, el
" calcio fiberado de los almacenes intracelulares no es determinante. No obstante, el
flujo de calcio ha sido implicado en la actividad de varias de las proteinas que

participan en la polimerizacion de la actina (Dramsi &Cossart, 1998).




Posiblemente la ameba fagocite la bacteria ¢ particula por zippering, ya que
existen evidencias de un receptor tipo lectinico, por lo que la fagocitosis implica la
interaccion de la bacteria con este receptor sobre la superficie de la ameba (Lock et
al., 1987; Allen & Dawidowicz, 1990a; Swanson & Baer, 1985; Venkataraman et 4/,
1997; Dramsi & Cossart, 1998, Harb et al,, 1998).

La particula o microorganismo es englobado en un fagesoma que madura para
fusionarse con el lisosoma. £En macréfagos la fusién del endosoma tardio con el
lisosoma propicia la descarga de hidrolasas y otras enzimas liberando el endosoma
para el reciclaje y la degradacién del material ingerido (Steinman et af,, 1983; Baldwin
& Bowers, 1995; Berdn ef al., 1995; Desjardins ef al,, 1985; Hunziker & Geuze, 1995;
Aderem & Underhill, 1999, Deretic & Fratti, 1999). En A. casteflanii, la formacion del
endosoma obedece a un reflujo en la membrana limitado por el sistema vacuolar de la
ameba (Ulsamer et al., 1971, Bowers ef al, 1981). La fusidén del endosoma con el
lisosoma comienza desde los primeros 10 minutos y se completa a fas 2 horas (Oates
& Touster, 1978). Este proceso al parecer regula la tasa de “digestion” de bacterias o
particulas. Los residuos de la “digestién” son acumulados una vacuola exocitica y
expulsados fuera de la céiula {Chapman-Andresen, 1973). El mecanismo de desecho
fue observado en A. casteflanii al expulsar microesferas de latex, posterior a una
carga de ievaduras (Bowers & Olszewski, 1983). El lisosoma en A. castelfanii durante
la fusibn descarga enzimas lisosomales (proteasa A4cida, fosfatasa A4cida,
fosfomonoesterasa acida, a-glucosidasa, aril-sulfatasa, dipeptidasa, lipasa, esterasa
carboxilica; amilasa y N-acetil-hexosaminidasa) para la degradacidn o "digestion” del

material ingerido al igual que ocurre en las macréfagos (Chapman-Andresen, 1973;
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Baldwin & Bowers, 1995).
il. Endosimbiosis

La fagocitosis de algunas bacterias puede originar la formacién de un
simbiosoma (Jeon, 1695; Michel et al., 1998). Una gama de bacterias de los géneros
Legionella, Mycobacterium y Chlamydia se han encontrado como simbiontes de
algunas especies del género Acanthamoeba (Essig et al., 1997, Cirillo ef af, 1997,
Berk et al, 1998; Steinert et al.,, 1998). En Legionella pneumophila se han secuenciado
18 genes icm y dot que participan en la sintesis de proteinas que le permiten la
permanencia intracelular en el simbiosoma (Segal & Shuman, 1998; 1999; Roy ef
al. 1998; Wiater et al., 1998). Es posible que los productos de los genes mencionados
expliqguen el mantenimientc de la bacteria dentro del simbiosoma amebiano al
remodelar el fagoscma impidiendo entre ofras cosas la acidificacién del mismo (Jean,
1995, Bozue & Johnson, 1996; Russell, 1995, 1998) y el transporte de proteinas

desde el citoplasma de la ameba hacia el fagosoma (Segal & Shuman, 1998, 1999).
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ANTECEDENTES

Se ha mencionado que las amebas de vida libre pueden llegar a actuar como
depredadoras de bacterias y hongos en el suelo. Posiblemente las amebas
contribuyen al reciclamiento de los nutrientes en el mismo. Las amebas pueden
fagocitar microorganismos, tales como bacterias, por la formacién de lobdpodos o en
la region del uroide. Algunas amebas pueden consumir presas mas grandes que ellas,
al cortar, pellizcar o a traves de una copa alimenticia (Anderson ,1988).

La influencia de los protozoos sobre las bacterias en el ambiente ha sido
documentada frecuentemente para los ciliados y los flagelados (Fenchel, 1986;
Albright et al., 1987; Dryden & Wright, 1987; Choi, 19984, Barcina et al,, 1997; Decamp
& Warren, 1998; Sibille et al., 1998). En este sentido hay muy pocos trabajos que se
refieran a la tasa de ingesta de bacterias por amebas en el ambiente. No obstante, en
la década de {os 90 se realizaron varios trabajos de la fagocitosis con amebas de vida
libre del género Acanthamoeba.

1) Weekers ef al. (1983), encontraron que amebas del género Acanthamoeba
provenientes del suelo crecieron mejor en presencia de Escherichia coli que con
bacterias pseudomonadales,

2) Bottone et al. (1994), encontraron que amebas del génere Acanthamoeba
crecieran abundantemente al cultivarlas con bacterias del género Xanthomonas que
con enterobacterias u otros géneros bacterianos. Ademas, la investigacion establecio
que la fagocitosis de las bacterias por amebas depende de la interaccion de las
mismas a la superficie de las amebas y a su vez esta interaccion depende de la tasa
de ingestion de las amebas.

3) Avery et al. (1995), encontraron que Acanihamoeba castellanii ingiere
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microesferas de latex {1 um de didmetro) en un periodo de tiempo de 30 minutos,
después del cual comienza el proceso de endocitosis {digestion) que concluye 2 horas
después de haber iniciado.

- 4) Rogerson et al. (1996), plantearon que las amebas marinas reticulfadas,
ramificadas o filamentosas, remueven bacterias de los sedimentos marinos. El
consumo de las amebas marinas depende de su volumen celular y la abundancia de
fa presa. En el caso de las amebas reticuladas pequedas llegaron a remover de 111 a
264 bacterias nativas por célula por hora.

5) Wang & Ahearn (1997), encontraron que Acanfthamoeba castellanii crecié
mejor en presencia de enterobacterias y bacterias del género Stenofrophomonas que

con las bacterias de otros géneros.
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cubiertas a traves de los compartimientos intracelulares (complejo de Golgi,
lisosomas). Fusidon con lisosoma primario y secundaric. Fagocitosis. Involucra
receptores especificos sobre la superficie de las céluias fagociticas. Después, de
la infroduccidn, la particula es secuestrada en el fagosoma. Este intercambia
componentes de membrana y solubles con endosomas fempranos. El flujo de
compenentes origina que el fagosoma madure en fagosoma-lisosoma vy se fusione
con el compartimiento endosomal tardio (Lisosoma secundaric). Tomado de:
Berén et af., 1985
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OBJETIVOS
GENERAL
Caracterizar 1a fag;)citosis de la enterohacteria Enterobacter aerogenes por
Acanthamoeba culbertsoni (ATCC 30171) y por Acanthamoeba sp., aislada del
ambiente.
ESPECIFICOS
1. Cuantificar la cantidad de bacterias ingeridas a través del tiempo por
Acanthamoeba culbertsoni (Singh & Das, 1970) y por Acanthamoeba sp. {una
ameba aislada del agua).
a) Calcular la tasa de fagocitosis para predecir el tiempo en el que
transcurre la fagocitosis.
b) Calcular la tasa de formacién de vacuclas para predecir el nimero de
vacuolas que se desarrollan durante la fagocitosis
2. Determinar la influencia de la fase de crecimiento del cultivo sobre la
fagocitosis de Enterobacter asrogenes por Acanthamoeba culbertsoni.
3. Determinar la influencia de la concentracién de Enterobacter aerogenes sobre

la fagocitosis de Acanthamoeba culbertsoni.
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MATERIALES Y METODOS

La propuesta de cuantificar la fagocitosis en una cepa aislada de aguas
‘subterraneas obedecid a la necesidad de conacer el papel que juegan las amebas
como depredadores de las baclerias en este ambiente donde el aislamiento de
amebas del género Acanthamoeba ha sido grande.

Bebido a que no se contaba con una técnica para cuantificar la fagocitosis de
las amebas, el primer paso fue el montaje y la estandarizacion de esta. Para ello se
tomd como base la técnica utilizada para medir la alimentacion de los protozoos
ciliados (Sherr ef al., 1987), utilizando la cepa de referencia de A. culbertsoni (ATCC
30171). La estandarizacion contempld, 1) medicién de la fagocitosis a diferentes
tiempos (10, 30 y 80 minutos). 2) cuantificacion de la fagocitosis en cultivos en
diferentes fases de crecimiento (exponencial y estacionaria) y 3) cuantificacion de la
fagocitosis a diferentes concentraciones del sfock de las bacterias marcadas (Figura
3).

Marcaje de Enterobacter aerogenes (ATCC13048).

Esta enterobacteria fue utilizada para realizar el estudio de la fagocitosis debido
a que fue la bacteria con la que las amebas, tanto la cepa de referencia como la
aislada del ambiente fueron cultivadas durante las fases de aistamiento e
identificacion.

lLas bacterias fueron marcadas con DTAF (5-(4,6-dichlorotriazina-2-i)
aminoﬂuorescéina) segun la técnica de Sherr ef al. (1987) {ver anexo).

Cultivos de ias amebas Acanthamoeba culbertsoni {Singh & Das, 1970) (ATCC

30171) y Acanthamoeba sp.
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Las amebas fueron cultivadas en PGY (Peptona-Glucosa-Extracto de levadura)
a 30°C durante 2 dias (ver anexo).

Cuantificacion de la fagocitosis de A. culbertsoni a través del tiempo.

Las amebas fueron cultivadas hasta la fase exponencial de crecimiento (ver
anexa). Un mililitro def cultivo de las amebas (10* ame m!™) fue incubado con 100 ul
de 107 bacterias mI"' a temperatura ambiente en movimiento lento (300 r.p.m.) sobre
una plancha agitadora. Una alicuota de 1 mi de ia suspension fue fijada a los 10, 30
y 60 rﬁinutos con una solucién de Lugol, postfijada con formalina 2% y decolorada
con tiosulfato de sodio. Un mililitro de la suspensién obtenida fue tefida con 50p! de
DAPI (4'8-diamidino-2-fenilindol) sobre una membrana de policarbonato negra
(tamafo de poro, 2.0 pm). A los 5 minutos, las membranas fueron lavadas con 3 ml
del amortiguador de ‘fosfato (pH 7.0) (PBS) y montadas en portaobjetos. Se
cuantificaron 100 amebas por cada membrana en una combinacion de filtros épticos
para DAPI y AO/FITC, bajo el microscopio de epifluorescencia a un aumento de
1250 x. Este ensayo fue realizado por triplicado obteniendo un total de 300 amebas
por tiempo probado. Los valores obtenidos de las observaciones fuercn usados para
el calculo de las tasas de fagocitosis y de formacion de vacuolas, respectivamente

" (Sherr ef al. [ 1987) (ver anexo).
Cuantificacion de la fagocitosis de A. culbertsoni en cultivos en fase
exponencial y en fase estacionaria de crecimiento.

Para determinar e! efecto de la fase de crecimiento del cultivo de amebas sohre
la fagocitosis, éstas fueron cultivadas hasta alcanzar la fase exponencial y

estacionaria de crecimiento, respectivamente (ver anexo). Una alicuota (1 ml) de cada
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cultivo fue incubada con las bacterias durante 10, 30, 60 minutos, como fue
especificado. Este ensayo fue realizado por triplicado y de cada muestra fueron
cuantificadas 100 amebas bajo microscopia de epifluorescencia.

Cuantificacion de la fagocitosis de A. culbertsoni en concentraciones
decrecientes de E. aerogenes.

Para probar el efecto de la concentracién de la presa en el medio sobre la
fagocitosis fueron seleccionadas concentraciones de bacterias marcadas de: 102, 10°,
10%,10°, 10° y 10’. Dichas concentraciones fueron obtenidas a partir de la dilucién
seriada de 100 pl del stock bacteriano (10° bacterias ml™") en 900 pl del amortiguador
de fosfato (PBS, pH 7.0). Cada concentracién de bacterias fue incubada con 10° ame
mi" durante 30 minutos. Las muestras fueron fijadas y tratadas como fue mencionado
anteriormente. Este ensayo fue realizado por triplicado y de céda muestra fueron
cuantificadas 100 amebas bajo microscopia de epiflucrescencia.

Cuantificacion de la fagocitosis en Acanthamoeba sp.

El aislade ambiental fue sometido a las mismas condiciones de tiempo de
ingesta, edad del cultivo y concentracién de bacterias marcadas establecidas para la
cepa de referencia (Figura 3).

La fagocitosis fue cuantificada en Acanthamoeba sp. aislada de aguas
subterraneas del Valle del Mezquital en el Estado de Hidalgo y proporcionada por la
Bitloga Deyamira Matuz, del Laboratorio del Laboratario de Microbiclogia Ambiental

— (UIICSE; Campus- Iztacala, UNAM).
La técnica empleada para medir la fagocitosis en la cepa aislada del ambiente

fue modificada con respecto a ia utilizada para la cepa de referencia, con el fin de
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poder apreciar mejor las bacterias contenidas en las vacuolas formadas durante la
fagocitosis.
Cien microlitros de 10% bac mi”* del stock E. aerogenes fueron incubados con 1
ml del cultivo de Acanthamoeba sp. (10* ame ml™') contenido por pozo de una placa
de cultivo celular {12 pozos). La fagocitosis fue medida por triplicado (3 pozos) con
un control & los 0 min, a los 5, 10, 20 y 40 minutos. En cada tiempo, la fagocitosis de
las amebas fue detenida con 120 ul de una solucion de azida de sodio, azui de
tripano y PBS (pH 7.2} (ver anexo). La solucién ademas apaga [a fluorescencia de
las bacterias que quedan adheridas sobre la superficie de las amebas, Cada alicuota
obtenida fue centrifugada (700 g 10 min™") para despegar las ba?terias adheridas y
eliminar el exceso de colorante (Allen y Dawidowicz, 1990a). Este lavado fue
realizado 3 veces. Las amebas concentradas fueron tefidas sobre una membrana
negra de policarbonato (2.0 pm de tamano del poro) con DAPI. De cada preparacién
fueron seleccionadas 50 células tefiidas con DAPI y cuantificadas las bacterias
ingeridas tefidas con DTAF bajo microscopia de epifluorescencia a un aumento de
1250 x. El total de amebas cuantificadas por tiempo fue de 150 a 200. Los valores
obtenidos de las observaciones fueron usados para el cdlculo de la tasa de
fagocitosis y de.formacic‘m de vacuolas, respectivamente (ver anexo).
Estadistica.
La variacién de la fagocitosis de las amebas con el tiempo fue comparada
tomando en cuenta la poblacién de amebas que ingirieron bacterias a los 10, 30 y 60
minutos. El analisis de ANOVA de una via ée realizé sobre una poblacién de 410

células seleccionadas de 3 replicas por cada uno de los tiempos probados. La
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fluctuacion en la cantidad de bacterias ingeridas por las amebas fue representada con
¢l porcentaje de amebas que tenian un intervalo de bacterias fagocitadas y el
"porcentaje de amebas gue no fagocitd.

La influencia de la fase de crecimiento de las amebas en la fagocitosis de
bacterias fue analizada con la poblacion de amebas a los 30 minutos. E! analisis
estadistico fue ejecutado con 300 células emanadas de 3 replicas por cada fase de
crecimiento, para un total de 600 células comparadas a través de ANOVA de una via.
La fluctuacion de la ingesta fue representada a través del porcentaje de amebas con
intervalo de bacterias ingeridas y sin ingerir a los 30 minutos.

La influencia de la concentracién en la fagocitosis fue probada con una
poblacion de 300 células por concentracién provenientes de 3 replicas de cada
muestra, para un total de 2100 cétulas comparadas por ANGVA de una via.

Las fluctuaciones de la fagocitosis de las amebas del género Acanthamoeba
sp. (aislada del ambiente) a los 5, 10, 20, 40 minutos y un control fueron analizadas a
través de ANOVA de una vfa con un total de 150 células por cada tiempo probado,
para un total de 750 celulas comparadas por ANOVA de una via. La variacion en la
ingesta a través del tiempo fue representada en porcentajes de bacterias ingeridas

por la pobiacion de amebas a los 10 minutos.
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Figura 3. Diagrama de la metodologia para caracterizar la fagocitosis de
Acanthamoeba culbertsoni y Acanthamoeba sp. (un aislado ambiental)
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RESULTADOS
Las amebas tefiidas con DAPI se colorearon de azul claro y las bacterias
tefidas con DTAF se observaron de un color verde claro brillante (Figuras 4 ay b).
Caracteristicas de la ingestién de E. aerogenes por Acanthamoeba culbertsoni

l. ingesta de E. aerogenes por A. culbertsoni.

E! nimerc de bacterias ingeridas por ameba varid con el tiempo. A los 10 minutos,
las amebas ingirieron 5 bacterias en promedio, con un intervalo de bacterias ingeridas
por ameba de 1 a 41. A los 30 minutos, el promedio de las bacterias ingeridas fue de
9 bac ame™ y el intervalo fue de 1 a 55 bacterias ingeridas por ameba. A los 60
minutos, el promedio de bacterias ingeridas descendid a 7 bac ame™ con un minimo
de 1 y un maximo de 83 (Figura 5a). La distribucion de los porcentajes de amebas con
un determinado nimero de bacterias ingeridas mostré que el 79% de la poblacién de
amebas fue activa y la ingesta de bacterias fue de 1 a 8 en un porcentaje
considerable de esta poblacién. También ésta distribucién mostrd que, un pequefio
porcentaje de la poblacion llegd a ingerir mas de 30 bacterias contenidas por
paquetes en varias vacuolas (generalmente 3 ¢ mas), el resto de las fluctuaciones en
la cantidad de bacterias ingeridas se observan en la figura 5b, asimismo se muestra
que 21% de la poblacion de amebas no fagocité bacterias. La variacion observada en
la cantidad de bacterias ingeridas por las amebas en cada tiempo no fue significativa
estadisticamente (Tabla 1).

La influencia de la fase de crecimiento sobre la fagocitosis de la cepa de referencia
fue determinada como se menciond anteriormente. A. culbertsoni presentd un tiempo
de generacién de 9.3 horas alcanzando la fase exponencial a las 48 horas (2 dias de

cultivo) y la estacionaria al tercer dia de cultivo (Apéndice).
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A los 10 minutos, las amebas de ambas fases de crecimiento ingirieron una cantidad
similar de bacterias (3 bac ame™), en el caso de las amebas en fase exponencial el
‘intervalo de bacterias ingeridas por ameba fue de 1 a 41 y en fase estacionaria fue de
1 a 30. A los 30 minutos, la ingesta aumenté en ambos cultivos. La ingesta fue mas
alta en las amebas en fase estacionaria (5.4 bac ame™) que en fase exponencial (4.1
bac ame™"). En la fase exponencial las amebas fagocitaron un minimo 1y un maximo
de 58 bacterias, mientras que las amebas en fase estacionaria fagocitaron un minimo
de 1y un maximo de 48 bacterias. A los 60 minutos, la ingesta de bacterias decreci¢
en ambos éultivos. L.as amebas en fase exponencial tuvieron una ingesta promedio de
3 bac ame ™y las de la fase estacionaria de 4.4 bac ame™ (Figura 5¢). El intervalo de
ingesta de bacterias fue de 1 a 26 en amebas en fase exponencial y de 1a 64 en la
fase estacionaria. Las diferencias encontradas en la ingesta de bacterias en los
cultives en fase exponencial y estacionaria de crecimiento no fueron estadisticamente
significativas cuando se compararon los datos de 30 minutos (Tabla 1). Una
distribucion de las bacterias ingeridas en la poblacion de amebas demostré que la
fagocitosis de las amebas fue similar en ambas fases de crecimiento. La dnica
diferencia apreciable fue el pprcentaje de bacterias inactivas, el cual fue mayor en las
amebas en la fase estacionaria (46%) (Figura 5d).

Ei efecto de la concentracion de bacterias marcadas en la fagocitosis de A.
culbertsoni fue analizado en concentraciones decrecientes del sfock de la bacteria
marcada. La ¢oncentracién de las bacterias en el medio influyd significativamente en
la ingesta de las bacterias por las amebas (p < 0.01) (Tabla 1). La ingesta de
bacterias fue de 3.2 bac ame™ a la concentracién de 107 bac ml”’ y 5 bac ame™” a fa

concentracion de 10° bac mi™' (Figura 5e). Al disminuir la concentracion de las
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bacterias, la ingestion de fas amebas disminuyo. A la concentracion de bacterias de
10° bac ml™" la cantidad en promedio de bacterias ingeridas por ameba fue de 1.2. Ala
concentracién de 10° las amebas ingirieron un promedio de 0.5 bac ml*. El promedio
de bacterias ingeridas fue de 0.1 bac m!I'" a la concentracion de 10° bacterias por
mililitro. A ia concentracion de 10° bacterias por mililitro, la ingesta de bacterias por las
amebas no fue perceptible por 1a técnica utilizada (Figura 5Se).

Tabla 1. Andlisis estadisticos de los datos obtenidos de los tres experimentos
realizados para caracterizar [a fagocitosis de A. culbertsoni.

Experimento sC al mC RF NS
1 166.3 1 166.3 1.7 0.18
2 58.42 1 58.42 0.7 0.389
3 3488 1 348.8 11.5 0.0007

Experimentos: 1. El efecto del tiempo sobre la fagocitosis; 2. Efecto de |a fase de crecimiento de las
amebas sobre |a fagoecitosis y 3. Efecto de la concentracién de bacterias sobre la fagocitosis.

SC: Suma de cuadrados; gl: grados de libertad; MC: Media de los cuadrados; RF: Radic de F.; F:
estadistico de ANOVA; NS: nivel de significacion. Los datos emanan de tres réplicas en todos los
casos.
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Figura 4. Microfotografias de fluorescencia de Acanthamoeba culbertsoni a. A.
culbertsoni incubada con E. aerogenes marcadas con DTAF (5-(4,6-dichlorotriazina-
2-il) aminofluoresceina) b. A. culbertsoni marcada con DAPI (4’ 6-diamidino-2-
fenilindol). Ambas microfotografias fueron tomadas a un aumento de 1250 x. Flecha:

indica la vacuola con bacterias ingeridas.



-1
Bac ame

Porcentaje

a
12
8
4 . '
]
10 34 &0
Tiempo {min)
C
40
-
30 B
20 g_
10
0 &
4] {-2 69 10-20 30-55
Bacterias ingeridas
Figura
Al experi

27

b

8
- 6
o -
g4
8
o 2
]
10 30 60
Tiempo (min)
8,
ol
2|
=
10!
]
0: T
0t 247 8102023122458

Bacterias ingeridas

5 ingesta de bacterias por Acanthamoeba culberisoni en diferentes
| a. Promedic de baclerias ingendas por A, culberisoni a

través del liempo. b. Porcentaja de amabas con baclerias ingeridas a los 30 minutes. ¢.
(0} fase axponencial (M) fase estacionaria de crecimiento. d. Porcentaje de amebas sin
bacterias ingenidas y con bacterias ingeridas, 8 los 3C minutos en ambas fases de
crecimiento. Bac ame': bacterias ingericas por ameba. Barras indican eror esténdar de

lzs medias; n=3.



-1

Bac ame

Figura Se. Ingesta de bacterias por Acanthamoeba culbertsoni en diferentes
condiciones experimentales, Promedio de bacterias ingeridas por A. culbertsoni a
diferentes caoncentraciones de bacterias marcadas en el medio. Bac ame™': bacterias
ingeridas por ameba. Barras indican error estandar de tas medias; n= 3.
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Il. Tasa de fagocitosis de A. culbertsoni.

Esta tasa fue producto del calculo del nimero de bacterias ingeridas a través
del tiempo de incubacién del cultivo de amebas con la bacteria marcada. La tasa
calculada de fagocitosis de A. culbertsoni fue mayor a los 10 minutos (6 bac ame'h™)
con un intervalo de 1 a 11 bac ame™ h'!, disminuyendo a los 30 minutos (3 bac ame’
'h') con un intervalo que estuvo entre 0.2 a 5 bac ame™ h™. A los 60 minutos, la tasa
fue menor (1.2 bac ame™'h™") que a los 30 minutos. En este tiempo, la tasa presento
un intervalo de 0.2 a 3 bac ame™" h! (Figura 6a).

La tasa de fagocitosis presenté un patrén similar en cuitivos de ambas fases.
Este mostro la reduccitn en la tasa después de los 10 minutos. A los 10 minutes, la
tasa fue mayor en ambos cultivos, pero fue mas alta en la fase estacionaria (13 bac
ame”' h'") con minimo de 2 bac ame™ h' y un maximo de 18 bac ame™ h. A los 30
minutos, la tasa de fagocitosis fue menor que a los 10 minutos en ambos cultivos.
Esta fue mayor en las amebas en fase estacionaria (5.03 bac ame™ h™') con un
minimo de 1 bac ame™ h™' y un maximo de 7 bac ame™ h”'. A los 60 minutos, [a tasa
de fagocitosis fue menor que a los 30 minutos en ambos cultives, siendo mayor en
cultivos en fase estacionaria de crecimiento (2 bac ame™ h™') con un intervalo de 1 a 4
bac ame™ h™ (Figura 6b).

La tasa de fagocitosis de la ameba aumentd gradualmente con la
concentracion de bacterias marcadas en el medio. En la figura 6¢, se muestra que a
una concentracién de bacterias de 107 por mililitro, 1a tasa calculada de fagocitosis
fue méas alta (7 bac ame™ h'') que en las concentraciones de bacterias menores (102 a

10% bac mI'") en donde ef intervalo de ingesta de bacterias marcadas por ameba fue




30

de 0.3 a 2 bac ame™ h'. La ingesta de las amebas disminuyd notoriamente al

decrecer la concentracion de las bacterias en el medio.
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Figura 6. Tasa calculada de fagocitesis durante la ingesta de bacterias por A.
culbertsoni, en diferentes condiciones experimentales. a. Tasa calculada de
fagocitosis durante la ingesta de E. aergenes por A. culbertsoni. b, Tasa calculada
de fagocitosis en cultivos de A cufbertsoni en fase exponencial-de crecimiento{0) y
en fase estacionarla de crecimiento (W), ¢. Tasa calculada de fagocitosis de A.
culbertsoni a diferentes concentraciones de bacterias marcadas. Bac. ame?. h™":

Bacterias ingeridas por ameba por hora. Barras indican efror estandar de las medias;
n=3.
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Ill. Tasa de formacién de vacuolas de A. culbertsoni.

La tasa de formacion de vacuolas fue realizada a partir de fa cuantificacién de
las vacuolas durante la fagocitosis de la bacteria. Esta disminuy6 con el tiempo al
igual que fo hace la tasa de fagocitosis. A los 10 minutos, la formacién de vacuolas (2
vac ame 'h™') fue mas alta que a los 30 minutos presentando un intervalo de 1.2 2.3
vac ame 'h™". A los 30 minutos, la tasa fue de 1 vac ame™'h™' con un intervalo de 0.2 a
2 vac ame'h'. A los 60 minutos, 1a formacién de vacuolas disminuyd agn mas (0.4
vac ame 'h’") con un intervalo de 0.08 a 0.4 vac ame™'h" (Figura 7a).

La tasa de formacién de vacuolas fue mayor durante los primeros 10 minutos
en ambas fases de crecimiento. No obstante, las amebas del cultivo en fase
estacionaria llegaron a formar mayor nimero de vacuolas. E|l promedio de la tasa de
formacion de vacuolas para las amebas de! cultivo en fase estacionaria fue de 3.04
vac arﬁe'1 h'* con un intervalo de 2 a 4 vac ame™ h™'. Entre 30 y 60 minutos, la tasa de
formacion de vacuolas disminuyd en ambos cultivos hasta 1 vac ame” h' con un
intervalo de 0 a 1 vac ame™ h™' (Figura 7b).

La tasa de formacién de vacuoclas aumentd con la concentracion de bacterias
marcadas en el medio. La tasa fue de 0.10 a 1 vac ame™ h™ a concentraciones de
bacterias de 10 2 a 10 ® bac ml', menor a la observada en la concentracién de
bacterias de 10 " bac ml" en donde la tasa de formacién de vacuolas fue de 1.14 vac

ame™ h'* (Figura 7¢).
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Figura 7. Tasa calculada de formacién de vacuolas durante la ingesta de
bacterias por Acanthamoeba culbertsoni en diferentes condiciones
experimentales a. Tasa calculada de formacion de vacuolas durante Ia ingesta de
E. aerogenes. b. Tasa calculada de formacion de vacuolas durante la fagocitosis en
cultivos en fase exponencial de crecimiento (0) y en fase estacionaria de
crecimiento (). ¢. Tasa calculada de formacién de vacuolas a diferentes
concentraciones de bacterias marcadas. Vac ame' h': vacuolas por ameba por
hora, Barras indican error estandar de las medias; n= 3.

32



33

Caracteristicas de la ingestiéon de E. aerogenes por Acanthamoeba sp.

Las amebas fueron observadas azul brillante tefiidas con DAPI y las bacterias de
verde brillante cuando fueron tefidas con DTAF (Figuras 8 a-d).

1. Ingesta de E. serogenes por Acanthamoeba sp.

La ingesta promedio de las amebas aisladas del agua ocurrié a partir del contacto
inicial entre la bacteria y la superficie de la ameba. Asi, el nimero de bacterias
ingeridas fue de 0.28 bac ame™ al tiempo cero y de 2 bac ame™ al tiempo de 10
minutos (Figura 9a) con un intervalo de ingesta de 1 a 33 bacterias. A los 40 minutos,
la ingesta de las bacterias disminuyd levemente (1.3 bac ame™) (Figura 9a) con
respecto a los 10 minutos con un minima de 1 y un maximo de 21. Las diferencias
encontradas en la cantidad de bacterias ingeridas por Acanthamoeba sp. a través del
tiempo no fueron significativas (Tabla 2). La distribucién de las bacterias ingeridas por
ameba (Figura 9b} a los 10 minutos, mostré que 56% de la poblacion fagocitd
bactertias, mientras que 44% no lo hizo. Del 56% de ia pobiacidn activa para la
fagocitosis, un porcentaje significativo de las amebas tenian de 1 a 2 bacterias
mientras que un pequefio porcentaje de la poblacién de amebas ingirié de 26 a 33
bacterias, el resto de las fluctuaciones en la ingeta de bacterias se observan en |a
figura 9b.

Tabla 2. Anélisis estadisticos de los datos obtenidos para caracterizar la fagocitosis
de Acanthamoeba sp.

1Experimento sC ' gl MC RF NS

1 2.93 1 2.94 44 0.5032

Experimentos: 1. El efecto del tiempo sobre la fagocitosis
SC: Suma de cuadrados; gl grados de libertad, MC: Media de los cuadrados; RF: Radio de F: F:
Estadistico de ANOVA; NS: nivel de significacion. Las datos emanan de tres réplicas
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Figura 8: Microfotografias de fluorescencia de Acanthamoeba sp. a
Acanthamoeba sp. incubada con E. aerogenes marcadas con DTAF (5-(4,6-
dichlorotriazina-2il)-aminofluoresceina). b. Acanthamoeba sp. marcada con DAPI
(4" ,6-diamidino-2-fenilindol. c¢. Acantharnoeba sp. incubada con E. aerogenes
marcadas con DTAF. d. Acanthamoeba sp. marcada con DAPI. Microfotografias
tomadas a un aumento de 1250 x
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Figura 9. Ingesta de bacterias por Acanthamoeba sp a. Promedio de
bacterias ingeridas por Acanthamoeba sp. b. Porcentaje de la poblacion de
amebas que ingirid bacterias marcadas a los 10 minutos. Bac ame™
bacterias ingeridas por ameba. Barras indican error estéandar de las medias;
n= 3.
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Il. Tasa de fagocitosis de Acanthamoeba sp.

La tasa de fagocitosis disminuyé con el tiempo y fue mayor a los 5 minutos {10
bac ame™* h'*) con un intervalo de 7 a 11 bac ame™ h™'. A los 10 y 20 minutos, la tasa
de fagocitosis fue similar manteniéndose entre 4.3 a 5 bac ame” h', con una tasa
minima de fagocitosis de 2 y una maxima de 5 bac ame™ h™'. A los 40 minutos, la tasa
calculada de fagocitosis, disminuyé a 2.4 bac ame™'h™', con un intervalo que va desde
0 a 4 bac ame™ h' (Figura 10a).

Ili. Tasa de formacidn de vacuolas por Acanthamoeba sp.

La tasa de formacién de vacuolas disminuyd con el tiempo al igual que la tasa
de fagocitosis. A los 5 minutos fue de 2.3 vac ame™ h' con un minimo 2 vac ame™ h'*
y un maximo de 4 vac ame’' h™'. La tasa decrecit a los 10 minutos (1.55 vac ame™ h°
" con un minimo de 1 vac ame™’ h™' y un maximo de 6 vac ame™ h™'. A los 20 y 40
minutos, la tasa de formacién de vacuolas se redujo presentando un promedio de 1,10
vac ame™ h'' a los 20 minutos y de 1.05 vac ame™ h™' a los 40 minutos con un minimo

de 1 vac ame™ h'' y un maximo de 4 vac ame™ h”" (Figura 10b).
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Figura 10. Tasas calculadas de fagocitosis y formacién de vacuclas durante la ingesta
de bacterias por Acanthamoeba sp a. Tasa calcuilada de fagocitosis para Acanthamoeba sp.
durante la ingesta de E. aerogenes. b. Tasa calculada de formacién de vacuolas para

Acanthamoeba sp. durante la ingesta. Bac ame™ h™': Bacterias por ameba por hora; Vac ame"

W' Vacuolas por ameba por hora, Barras indican error estandar de las medias; n= 3.
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DISCUSION

Caracterizacion de la fagocitosis de Acanthamoeba culbertsoni (ATCC 30171).

El intervalo de bacterias ingeridas varié para A. culbertsoni con un gran
porcentaje de amebas activas para la fagocitosis. £l mayor porcentaje de la poblacion
activa tenla de 1 a 9 bacterias marcadas. Mientras que valores de 20 y 55 bacterias
ingeridas representaron picos en la poblacion (Figuras 5a y Sb). Estos picos de
ingestion de las amebas indican posiblemente la capacidad maxima de A. cuibertsoni
para ingérir E. aercgenes (Figura 5h). Aunque, Korn & Weisman (1967}, encontraron
que la capacidad vacuolar de A. castellanii puede llegar a ser de hasta 525
microesferas de latex dependiendo del tamaho de las microesferas utilizadas. La
mayor cantidad de amebas con bacterias ingeridas fue encontrada a los 30 minutos.
No obstante, la fluctuaciéon que presenté la ingesta de A. culbertsoni en los tiempos
probados fue tan grande que no se puede establecer un patrén totalmente definido de
ingesta. Esta variacion en la ingesta y el intervalo de bacterias ingeridas por A.
culbertsoni han sido establecidas para otras amebas de! género Acanthamoeba. Para
A. castellanii se encontrd que la ingesta de microesferas de latex marcadas con
fluorescencia {1.0 um de diametro) o de levaduras fue en promedio de 1 a 13 por
ameba (Korn & Weisman, 1967, Bowers & Olszewski, 1983; Hohman & Bowers, 1993
Avery et af., 1995). Sin embargo, A. castellanii puede llegar a ingerir de 20 a 60
levaduras por ameba (Bowers & Olszewski, 1983). La fluctuacion en la ingesta de las
amebas puede ser debida a los cambios o manipulaciones del cultivo durante [a
medicién de la fagocitosis. Choi et al,, 1997, encontré que. la tasa de fagocitosis de los

flagelados crisomonadales disminuyd cuando estos fueron sometidos a diferentes
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condiciones de perturbacion de! cultivo (centrifugacion, agitacion y filtracion).

En este estudio los cultivos de amebas no alcanzaron el 100% de la
fagocitosis, sino que 21% de la poblacion permanecié sin ingerir bacterias. Varias
razones pueden expiicar la inactividad que presenté este grupo de amebas para la
fagocitosis de las cuales se mencionan: a} Que el grupo de amebas inactivas no haya
interaccionado con bacterias. b) Que este grupo de amebas ingirié bacterias en una
tasa muy rapida, por lo que, estaban en el proceso de endocitosis, fimitando la
fagocitosis de mas bacterias. ¢) Que el grupo de amebas inactivas no tuviera (por
razones desconocidas) receptores especificos disponibles en la superficie de las
amebas para el reclutamiento de las bacterias reduciendo la posibilidad de fagocitar
bacterias en el momento del ensayo (Besterman & Low, 1983, Steinman ef af., 1983,
Bottone et al., 1994; Kwiatkowska & Scbota, 1999).

La ingesta de bacterias del medio por las amebas y otros protozoos depende
de varios factores unos inherentes al medio como, la concentracién de bacterias, pH,
temperalura, tamafio de la presa, la edad de la presa y otros asociadas a la fisiologia
del protozoo, como el volumen del sistema vacuolar, la presencia de receptores de
superficie, propiedades de la superficie de la presa y los procesos relacionados con
digestion (endocitosis) de las bacterias u otros microorganismos fagocitados
(Besterman & Low, 1983; Anderson, 1988).

El descubrimiento de un receptor de tipo lectinico en la superficie de fa ameba
involucrado en la fagocitosis de microesferas de latex, Legionella y levaduras
demuestra que la interaccién de la bacteria con la supercie de la ameba depende de

motéculas de superficie que juegan un papel determinante en la fagocitosis de la
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presa y por lo tanto, en la regulacion de ésta (Korn & Weisman, 1967, Lock et al.,
1987: Allen & Dawidowicz, 1990a, Venkataraman et al, 1997; Harb et al., 1998). Es
posible que el reciclamiento de estos receptores contribuya a que en un momento
determinado de la endocitosis no existan receptores en la superficie y por ende no
hay fagocitosis de la particula, como ha sido establecido para los macréfagos
(Steinman et al., 1983).

La tasa de fagocitosis de E. aerogenes por A. culberisoni demostro la
reduccion de fa ingesta de bacterias con el tiempo, siendo maxima en los primeros 10
minutos (Figura 6a). La fagocitosis en A. culbertsoni, por lo tanto, es muy rapida
ocurriendo desde los primeros minutos de incubacion de la ameba con la bacteria
marcada. E! declive de esta tasa después de los 10 minutos, es posible que se debaa
gue las vacuolas con bacterias fagocitadas entren en endocitosis (asumido por los
protozodlogos como la digestion de las particulas u organismos consumidos par los
protozoos) {Chapman-Andresen, 1973; Steinman et al, 1983) la cual llevaria a la
fusion del fagosoma (formado durante la fagocitosis de la bacteria) con el lisosoma,
para la degradacién enzimatica del contenido de las vacuolas reduciendo el nimero
de amebas con vacuolas llenas. Este proceso ha sido demostrado para las amebas
del género Acanthamoeba sp., en la cual se ha encontrado que después de la
fagocitosis de levaduras sigue la aparicién de enzimas lisosomales (fosfatasa acida,
p-glucosidasa acida, a-glucosidasa y pB-galactosidasa) delatando una fusion del
fagosoma con bacferias y el lisosoma (Oates & Touster, 1976; Bowers & Olszewski,
1983: Anderson, 1988; Hohman & Bowers, 1993; Bozue ef al. ,1996).

En A. castellanii, la fusién del fagosoma con el lisosoma comienza a partir de
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los 15 minutos completandose a los 45 minutos (Bowers ef al., 1981). Es posible, que
A. culbertsoni tenga tiempos de “digestion” de la bacteria similares a los de A
castellanii, explicando asi ta disminucién de la tasa de fagocitosis. En ciliados y
flagelados se encontré que la tasa de ingestién de bacterias entericas fue altamente
influenciada por la tasa de digestion de las bacterias entericas ingeridas (Iriberri et al.,
1994). Este trabajo apoya la suposicién que se tiene de que la tasa de ingesta de A.
culbertsoni disminuye por efectos de la digestion de las bacterias. Por otro lado, la
disminucién del contenido vacuolar o el declive de la tasa de ingestion ha sido
establecida para otros protozoos (Dolan & Simek, 1997; Gunderson & Goss,1987)
Acanthamoeba culbertsoni la tasa de formacion de vacuolas disminuyé acorde
con la tasa de fagocitosis. Durante los primeros 10 minutos se encontraron amebas
que llegaron a formar hasta 2 vacuolas por hora {Figura Ta) en donde hubo una
mayor cantidad de bacterias ingeridas. Una reduccion de la tasa a 1 vac ame™ b’
hace que a los 30 minutos exista una menor tasa de fagocitosis producto de que las
vacuolas formadas entraron en endocitosis. Ei numero de bacterias por vacuola
formada por A. culbertsoni fue variable. Trabajos realizados en este sentido,
encontraron que el sistema vacuclar de la ameba regulé la cantidad de particulas,
bacterias u otros microorganismos que la ameba ingirié (Bowers et al,, 1981, Bowers
& Olszewski, 1983; Anderson, 1988, Hohman & Bowers, 1993). Asi, fueron
encontradas vacuolas con 1 bacteria y unas con mas de 9 bacterias y en el caso de
tas amebas que ingirieron 55 bacterias, es el resuitado de la formacion de S 0 mas
vacuolas, 1o cual muestra que la ameba puede llegar a fagocitar una sola bacteria o

un bloque de ellas (Korn & Weisman, 1967).
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Hay pocos estudios en los cuales se mida ia tasa de formacion de vacuolas a
través del tiempo. Sin embargo, Gunderson & Goss (1997), encontraron que la tasa
de formacion de vacuolas en el género Tetrahymena (ciliado) cultivado axénicamente
y con Escherichia coli o Legionella pneumophila decrecid con el tiempo, siendo
imposible detectar vacuolas alimenticias luego de 80 minutos cuando ei ciliado fue
alimentado con Legionella pneumophila y de 2 horas, si lo era con Escherichia coli.
Segan, Gunderson & Goss (1997) el nimero de vacuclas alimenticias es mayor entre
0 a 30 minutos disminuyendo después de este tiempo (60 a 120 minutos). Estos
resultados muestran que hay un declive del nimero de vacuolas alimenticias
formadas por el protozoo. A. culbertsoni presenté un patrén similar at descrito para el
ciliado del género Tetrahymena.

La fase de crecimiento del cultivo afectd levemente la fagocitosis de bacterias
en A. culbertsoni al observar que la ingesta promedio de bacterias fue levemente
mayor para el cultivo de amebas en fase estacionaria de crecimiento. El mayor
porcentaje de amebas con bacterias fagocitadas recay6 sobre la poblacion de las
amebas en fase exponencial de crecimiento. No obstante, las amebas en fase
estacionaria de crecimiento tuvieron la tendencia a fagocitar mayor cantidad de
bacterias llegando alcanzar picos mas altos (Figura 5d). Se puede afirmar que la
fagocitosis de bacterias por A. culbertsoni presentd un patron similar en cultivos de
ambas fases de crecimiento con leves diferencias en cuanto al nimero de bacterias
fagocitadas, el cual fue ligeramente mayor en é! cultivo en fase estacionaria (Figura
5¢). Es probable que estas diferencias sean debidas a due los porcentajes de la

poblacion de amebas con un determinado numero de bacterias ingeridas vario
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ocasionando cambios en los valores promedios de la ingesta {Figura 5d). Otro factor
que origind estas pequefias diferencias fue el porcentaje de células que no
fagocitaron bacterias en ambos cultivos (Figura 5d}.

En otros estudios, se encontrd que la ingesta de microesferas de latex (1um de

diametro) o de levaduras fue menor en un cultivo en la fase estacionaria (Avery ef al.,
1995; Chambers & Thompson, 1976), lo cual no coincide con nuestros resultados.
En general, hay un patrén de ingesta que es similar en cultivos de ambas fases de
crecimiento debido posiblemente a que ei volumen vacuolar o el ciclo digestivo son
caracteristicas intrinsecas al funcionamiento de ia ameba y no cambian con la fase de
crecimiento.

Hay que hacer notar que es posible que las diferencias encontradas en otros
estudios para la ingesta de particulas o microorganismos con ia fase de crecimiento
del cultivo no sean detectadas por la técnica empleada en este estudio. Por ejemplo,
Chambers & Thompson (1978}, encontraron que las amebas del cultivo en fase
exponencial de crecimiento consumieron hasta 100 microesferas de latex y las del
cultivo en fase estacionatia de crecimiento llegaron a ingerir 2 a 8 microesferas de
jatex. En nuestros resultados las diferencias en la ingesta no fueron tan amplias.

Por otro lado, la tasa de fagocitosis y la tasa de formacion de vacuolas
muestran que hay reduccién de la ingesta de bacterias marcadas con el tiempo en
cultivos de ambas etapas de crecimiento. En A. culbertsoni encontramos una
actividad fagocitica similar en cultivos en ambas fases de crecimiento. La formacion
de vacuolas fue también similar en ambos cultivos, con excepcion de los primeros 10

minutos, en los cuales, la tasa de formacion de vacuotas fue levemente mayor en el
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cultivo en fase estacionaria de crecimiento (Figuras 6b y 7b).

En A. culbertsoni se encontré que hay maximo de bacterias ingeridas a una
concentracién de 10° bac mi™" La cantidad de bacterias de ingeridas diminuy6 a una
concentracion de 107 bac mI' (Figura 5d). Estos resultados son consistentes con los
encontrados en otros trabajos. Avery et al., (1995), plantearon que hay una saturacion
de la fagocitosis por encima de la concentracion de microesferas de latex marcadas
de 10® /ml, ya que en esta concentracidn la actividad fagocitaria fue mayor con
respecto a concentraciones mas altas de microesferas de latex. Wang & Ahearn
(1997), cultivaron A. castellanii con Escherichia coli a concentraciones de 105, 108 y
108 / ml encontrando que 10° bactefrias / ml presentd el mejor crecimiento de amebas.
En ciliados algivoros se encontrd que la concentracion de |a presa influenciaba la tasa
de ingesta (Balczon & Pratt, 1995). Avery et al. (1995), establecieron que para
observar una mayor fagocitosis la relaciéon adecuada de microesferas por ameba es
de 10 & 15 microesferas por una ameba (101 ¢ 15:1). En nuestro estudic, la relacién
entre la enterobacteria y la ameba para observar un mayor nimero de bacterias
ingeridas fue similar.

En A. culbertsoni, se encontré un aumento gradual de la fagocitosis de la
ameba con la concentracion de las bacterias marcadas como lo demuestraron las
tasas de fagocitosis y de formacion de vacuclas, Esta observacion es debida a que
aumenta la relacion de bacteria marcada por ameba. Asl, la relacién probada de
bacteria por ameba en un intervalo de concentraciones entre 10°a 10° bac mf" va de
0.001:1 hasta 1:1 y una concentracién de amebas en el orden de 10°. Estas

relaciones de concentracion de bacterias por ameba obtenidas de la dilucion seriada
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del stock bacteriano resultaron insuficientes para que exista una interaccion de la
bacteria con la superficie de la ameba reduciendo por lo tanto la probabilidad de que
las amebas fagociten las bacterias marcadas. Un aumento en el nimero de bacterias
ingeridas por la ameba, se reflejé en el incremento de la tasa de fagocitosis. La cual
obedece a una elevacién progresiva de la relacién bacteria por ameba (Figuras 6c y
7c). Ef aumento esta a su vez relacionado con un mayor nimero de vacuolas. Iriberri
et al., 1994, establecieron que a concentraciones bajas de las bacterias (10* bac ml™)
la tasa de ingestién de los flagelados y ciliados decrecid. Un aumento en la
concentracion de bacterias (10° bac ml”' ) produjo un incremento en la tasa de
ingestion. Choi (1994), encontr6 que la tasa de ingestion de flagelados
crisomonadales aumentaba con la concentracién de bacterias marcadas, o cual,
coincide con los resultados obtenidos para A. culbertsoni.

Caracterizacién de la fagocitosis de Acanthamoeba sp. aislada del ambiente.

En esta cepa, la ingesta ocurre desde los primeros 5 minutos de interaccion de
la bacteria con la superficie de la ameba (Figura 9a). Observandose, un mayor
numero de bacterias ingeridas a los 10 minutos tiempo después del cual, el ndmero
de bacterias ingeridas disminuyb. Avery et al. (1995), encontraron que la frecuencia
de microesferas ingeridas aumento a medida que transcurria e! tiempo. Asl, al igual
que Acanthamoeba sp., A. castellanii tenta mas de 1 microesfera a los 10 minutos.

A los 10 minutos Acanthamoeba sp. presentd un porcentaje considerable de la
poblacién activa de amebas tenia de 1 a 2 bacterias ingeridas, mientras que un
pequefio porcentaje tenia de 26 a 33 bacterias. El porcentaje de amebas de la
especie Acanthamoeba sp que fagocito bacterias fue menor que el encontrado para la

cepa de referencia. Aunque, hay que tomar en cuenta que las condiciones
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experimentales a las que fueron sometidas ambas amebas no fueron exactamente las
mismas. Es posible que Enterobacter aerogenes (enterobacteria) no sea la presa de
mayor consumo en el ambiente de donde fue aislada esta ameba. No hay que
descartar que las perturbaciones ocasionadas por las manipulaciones del cultivo
durante el experimento de fagocitosis pudieran haber originado la falta de ingesta de
bacterias por parte de algunas amebas de la poblacion. Por otro lado, este cultivo no
fue tratado con antibidticos, ya que estas amebas eran sensibles a ellos, esto podria
haber ocasionado que las amebas de este cultivo se alimentaran de otros
microorganismos o particulas presentes en el medio. Sin embargo, en los cultivos de
Acanthamoeba sp., durante los ensayos no fueron observados contaminantes. No
obstante, es mas factible que este aislado ambiental presente mayor afinidad por
otras bacterias que estan presentes en su medio. Estudios realizados en varios
ambientes se encontraron que A. casteflanii y otras amebas del género tenian
preferencias por otras bacterias que no eran entercbacterias pero que coexistian con
las amebas en el ambiente (Bottone et al., 1992; Penland & Wilhelmus, 1997, Wang &
Ahearn, 1997, ).

La tasa de fagocitosis de Acanthamoeba sp. fue mayor a los 5 minutos
presentando un declive en la tasa a partiv de los 10 minutos y hasta los 40 minutos
(Figura 10a) al igual que el declive observado en la tasa de fagocitosis a través del
tiempo de A. culbertsoni. El declive puede ser debido a que las vacuolas alimenticias
formadas durante la fagbcitosis entren en “digestion” (endocitosis). Sin embargo, no
se puede definir un patrén de ingesta debido a las fluctuaciones en la cantidad de
bacterias ingeridas y la cantidad considerable de amebas que no ingirieron bacterias.

Adicionalmente, las amebas pueden tener preferencia por bacterias que coexisten con
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ellas en las aguas subterraneas. Oftros protistas presentaron una eliminacion
diferencial de bacterias entericas (Iriberri et al., 1994)

Las amebas filamentosas aisladas del sedimento marino, presentaron una tasa
de consumo de bacterias marinas de 10 bac cel’ b’ a los 30 minutos, tiempo
después del cual también ocurre el declive en la ingesta (Rogerson et al, 1996). Estos
resultados aungue con amebas de otro ambiente siguen el mismo patron, en donde
se observé que ocurre un declive en la tasa de ingesta de la bacteria después de un
tiempo determinado y que en el caso de Acanthamoeba sp. fue de 10 minutos, tiempo
en el cual el 13% de la poblacion activa llegd a ingerir mas de 9 bacterias por hora.

La formacion de vacuolas para el aislado ambiental también disminuye con el
tiempo a! igual que lo hace la tasa de fagocitosis con una capacidad maxima de
formar 2 vacuolas por ameba durante los primeros 5 minutos (Figura 10b),
demostrando que las amebas de este género son capaces de formar 2 vacuolas por
hora con picos en algunos individuos de hasta 3 vacuolas por hora. Al parecer, el
numero de vacuolas formadas esta directamente relacionado con la cantidad de
bacterias que las amebas ingieren en un momento determinado. Esta es la primera
vez que se determina la tasa de formacion de vacuolas en las amebas del género

Acanthamoeba.
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CONCLUSIONES

1. La ingesta de bacterias fue variable para las amebas de la especie Acanthamoeba
culbertsoni oscilando entre 1 a 9 bacterias en el mayor porcentaje de la poblacion de
amebas que fagocito. No obstante, algunas de estas amebas (2%) fueron capaces de
fagocitar 55 bacterias a los 30 min, pero la ingesta presenté fluctuaciones segun el
tiempo de interaccién de la bacteria con la ameba en las cuales los perfiles maximos
de ingesta fueron menores o mayores de 55 bacterias por ameba.

2. La tasa de fagocitosis de estas amebas fue alta durante los primeros 10 minutos
con un declive a los 30 minutos. La tasa fue variable oscilando entre 1 a 11 bac ame™
h'. Esta mostrd que la ingesta de bacterias por A. culbertsoni varié con el tiempo.

.3. La tasa de formacién de vacuolas fue alta a los primeros 10 minutos tiempo en el
cual la tasa de fagocitosis fue también alta. Esta oscild entre 1 a 2 vacuolas por
ameba por hora y fue indicador de la capacidad de ingesta de la ameba.

4. La cantidad de bacterias ingeridas fue levemente mayor en el cultivo en fase
estacionaria de crecimiento que en el de fase exponencial. Por lo que, la fase de
crecimiento del cultivo afecté ligeramente la ingesta de bacterias por A. culbertsoni.

5. La tasa de fagocitosis y de formacion de vacuolas para cada uno de los cultivos
decrecieron con el tiempo y fueron levemente mayores para el cultivo en fase
estacionaria de crecimiento. Los valores de la tasa de fagocitosis oscilaron entre 2 y
13 bac ame™” h™", dependiendo de! tiempo y de 1 a 3 vac ame™ h”' para la tasa de
“formacién de vacuolas. Ambas tasas corroboraron que la ingesta de bacterias por
Acanthamoeba culbertsoni varié levemente con la fase de crecimiento del cultivo.

6. Las amebas ingirieron una mayor cantidad de bacterias a la concentracion de 10°

bacterias por miiilitro en el medio. Con o cual se demostrdé que hubo una
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concentracion adecuada de bacterias para la actividad fagocitica. La cantidad de
bacterias ingeridas aumenté con la concentracion de bacterias demostrando que hay
dependencia entre la fagocitosis y la concentracién de bacterias.

7. La tasa de fagocitosis y de formacién de vacuolas aumentaron con [a concentracion
de bacterias marcadas en el medio corroborando la dependencia que existe entre la
fagocitosis y la concentracion de bacterias.

8. La Acanthamoeba sp. aislada del ambiente ingirié entre 1y 2 bac ame™' a partir de
los primeros 5 minutos. La ingesta de la cepa ambiental presenté diferencias con el
tiempo siendo mayor en los primeros 10 minutos de interaccién de la ameba con la
bacteria.

9. La tasa de fagocitosis disminuyé con el tiempo esta fue mayor entre & y 10 minutos,
con declive desde los 30 minutos. El intervalo que presentd esta tasa fue variable
oscilando entre 2.4y 10 bac ame™ h™".

10. La tasa de formacion de vacuolas decrecié con el tiempo junto con la tasa de

fagocitosis oscilando entre 0y 2.3 vac ame™ h''.
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RECOMENDACIONES
Realizar los experimentos de fagocitosis de las amebas del género
Acanthamoeba con bacterias aisladas del medio ambiente donde se
desarrollan las amebas
. Determinar la cuantificacion de células con bacterias ingeridas, usando
citometria de flujo con anticuerpos marcados con fluorescencia u otros
métodos de medicidn de células para diferenciar bacterias ingeridas y las
adheridas durante los experimentos de fagocitosis. -
. Utilizar un colorante de contraste como se hizo con el aislado ambiental en este
estudio,
. Realizar estudios de fagocitosis con diferentes tipos de especies bacterianas
(presas) para determinar cual es la de mayor preferencia.
. Realizar estudios de fagocitosis con dos o mas amebas diferentes aisladas del
mismo ambiente para determinar cual ingiere mas bacterias.
. Confrontar las amebas con otros protozoos bacterivoros para comparar tasas
de alimentacién.
. Determinar desde el punto de vista celular, los compartimientos que intervienen
en la endocitosis de las amebas y determinar con exactitud el tiempo de

“digestion”.
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ANEXQOS
Enumeracion de amebas por dia.

Acanthamoeba culbertsoni fue cultivada axénicamente en 5 tubos de ensayos con
10 mi de PGY a 30°C durante 4 dias. Los trofozoitos fueron cuantificados en un
hematocitdémetro usando un tubo de ensayo por dia. Se cuantificaron los trofozoitos
desde el tiempo O (contenidos en la alicuota inicial de cultivo) hasta el dia 4 por
triplicado {(Apéndice a).

Los trofozoitos de la cepa aistada del ambiente fueron cultivados bajo las mismas
condiciones a las que serian sometidos, para lo cual los trofozoitos de Acanthamoeba
sp. fueron cultivados axénicamente en 1 mi de PGY por poze de una placa de cultivo
{12 pozos) a 30° C durante 3 dias (Apéndice b). Los trofozoitos fueron cuantificados
bajo microscopia de fluorescencia al filtrar 1.0 ml del cultivo a través de una
membrana negra de policarbonato (tamafic de poro 2.0 um) e incubados con DAPI.
Esta técnica fue seguida, ya que ofrecié mayor rapidez al realizarse simultaneamente
con los ensayos para medir fagocitosis.

Marcaje de Enterobacter aerogenes.

Un cultivo de Enterobacter aerogenes en fase exponencial media o tardia
{previamente determinada en una curva de crecimiento de la entercbacteria) fue
marcado con DTAF. Para esto, el stock bacteriano (10 ° bac ml™") fue concentrado por
centrifugacion (10.000 g 10 min™") y el botén obtenido fue resuspendido en 10 m! de
Na,HPO, 0.05 mo! I' en solucién de NaCl al 0.85% (ajustada a pH 9).
Inmediatamente  fueron adicionados 2 mg de (5-(4,6-dichlorotriazina-2il)
aminofluoresceina) (DTAF). Esta suspension fue incubada a 60°C durante 2h.

Posteriormente, la suspensién fue sometida a tres lavados con PBS y solucidon de
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polifosfato (Na,PsO7) (0.02 M) en solucion de NaCl 0.85%. Ei boton resultante fue
homogeneizado por agitacién manual. Alicuotas de esta suspension de 400 y 700 ul
fueron congeladas en tubos conicos de microcentrifuga (1.5 ml) a ~20°C hasta su uso
{Sherr et al., 1987).

Enumeracion de las bacterias.

Cien microlilitros del stock de las bacterias marcadas fue diluido en 900 pf del
amortiguador de fosfato (pH 7.0) y fitrado a través de una membrana de
policarbonato negra (tamafio de poro 0.256 um). Las membranas montadas fueron
observadas al microscopio de epifiuorescencia para su conteo a un aumento de 1250
X (Sherr ef al. 1987).

Cultivo de Acanthamoeba culbertsoni.

Los trofozoitos de esta cepa fueron cultivados axénicamente en tubos con 10 mi
de PGY (Peptona, 0.75 g; Glucosa, 1.35g; Extracto de levadura, 0.75 g en 200 mi de
agua destilada) con 28 pi mi' de una solucion de Estreptomicina-Penicilina (10.000
unidades de penicilina G (sal de Sodio) y 10.000 pg de sulfato de estreptomicina en
solucion salina 0.85%) durante 2 6 4 dias a 30 °C.

Cultivo de Acanthamoeba sp.

Los trofozoitos de la cepa aislada del ambiente fueron cultivados en 1 mi de PGY
sin antibidticos en cajas de cultivos con 12 pozos (5 ml cada uno) durante 2 dias a 30
°C.

PBS para amei;)as.
NazHPO, (1.5 g); KH:PO4 (0.9 g) en agua d_estilada {1000 ml).

Solucién Azul Tripano y Azida de Sodio.
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2 mg mi” de azul tripano y 2 mg mI" de azida de sodio en Na;HPQ4 (15 pmol. L,
pH 7.2)
Calculos.

La tasa de fagocitosis de bacterias fue calculada dividiendo el numero de bacterias
ingeridas por ameba entre el tiempo y la tasa de formacion de vacuolas fue calculada
dividiendo el nimero de vacuolas por ameba entre el tiempo. Ambos calculos estan

basados en Sherr et af. (1987) y Fechel (1886),
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Curva de crecimiento de A. culbertsoni y Acanthamoeba sp a. Crecimiento de A.
culbertsoni a partir del dia 0 hasta el dia 4 (contajes de amebas transformados en
logaritmos en base 10). b. Crecimimiento de Acanthamoeba sp. desde el dia 0 hasta el
dia 2. Log10: Logaritmo en base 10 del numero de amebas por ml. Num ame mt':
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GLOSARIO

Endocitosis. Proceso que incluye la entrada via receptores de particulas hasta el
proceso de fusion del fagosoma que contiene la particula con el lisosoma,
muchos protozaélogos, lo relacionan con la digestion de las particulas. Sin
embargo, los bidlogos celulares lo emplean cuando se refieren a la pinocitosis.
La endocitosis incluye el intercambio de varias proteinas entre los
compartimientos, como el complejo de Golgi y la membrana celular del
fagosoma.

Espectrina. Proteina de unién a citoesqueleto durante la fagocitosis, en algunas
amebas y otros protozoos.

Exocitosis, Proceso en el cual, las moléculas son secretadas de las células
eucariontes. Ellas son empaquetadas en vesiculas unidas a membrana, las
cuales se fusionan con la membrana plasmatica liberando su contenido fuera
de la célula. En el caso de algunos protozoos, ia expulsién del contenido de
viejos lisosomas o vacuolas digestivas ocurre a través de este proceso .

Fagocitosis. Introduccion de particulas grandes y microorganismos dentro de
grandes vesiculas que posteriormente madura a fagolisosoma.

Fagosoma. Compartimiento membranal grande e intracelular que contiene una
particula inerte o un microorganismo. (Vesicula; vacuola alimenticia).

Incubacién: En este estudio se refiere al periodo de tiempo en el cual la bacteria
{presa) interacciona con la ameba.

Lectina. Grupo muy diverso de sacaridos que se unen a proteinas. En este caso las
lectinas estdn asociadas a adhesinas presentes en la superficie de los
microorganismos, tales como baclerias o levaduras.

Miosina. Proteinas que se unen al citoesqueleto, especificamente a actina.
Receptor: Proteinas que unen otras proteinas u otro tipo de molécula.

Simbiosoma. Organulo celular envuelto en membrana que contiene las bacterias
simbiontes en ciertas especies del género Acanthamoeba. También se le llama,
vacuolas parasitéforas, vacuolas perialgales y vesiculas portadoras de
bacterias.

Receptor de lectina. Proteinas ubicadas en la superficie de la ameba que
interaccionan con las moléculas de lectinas que se encuentran formando parte
de la pared celular de la bacteria.

FSTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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Tasa de fagocitosis. Relacion que existe entre la cantidad de bacterias ingeridas por
tiempo en funcion de la concentracion de bacterias o particulas en et medio
{tasa de ingesta).

Tasa de formacion de vacuolas. Relacion entre el nimero de vacuolas formadas
durante la fagocitosis por tiempo en funcién de la concentracion y el tamafo de
las particulas.

Tirosina cinasa. Proteina que durante la fagocitosis juega un papel importante al
activarse por fosforilacién. Esta se relaciona con la cascada de sefales de
traduccién que finalmente provocan la polimerizacion del la actina y por ende la
formacion de los pseudépodos.
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