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RESUMEN 

Se estudió la fagocitosis de En/erobae/er aerogenes por dos cepas de amebas de 
vida libre; una de referencia, Aean/hamoeba eulbertsoni (ATCC 30171) y otra aislada 

. del ambiente, Aean/hamoeba sp. 
La fagocitosis de bacterias y el tiempo en el cual ocurre fue medida con la técnica de 
bacterias fluorescentes en cultivos de Aeanlhamoeba eulbertsoni y Acanlhamoeba 
sp. Se llevó a cabo en cultivos de A eulbertsoni en las fases exponencial y 
estacionaria de crecimiento y fue establecida a concentraciones de bacterias 
marcadas entre 107 hasta 10' bac mi". 
A culbertsoni, ingirió un número 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 
número de bacterias encontrado por ameba no varió significativamente con el 
tiempo. Las tasas calculadas de fagocitosis y de formación de vacuo las 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 patrón en los cultivos de diferentes 
fases de crecimiento. El número de bacterias ingeridas fue levemente mayor en el 
cultivo de amebas en fase estacionaria que en el cultivo en la fase exponencial. La 
ingesta de bacterias por estas amebas disminuyó a medida que decreció la 
concentración de bacterias marcadas. Las tasas calculadas de fagocitosis y 
formación de vacuolas corroboran esta tendencia al decrecer con la concentración 
de bacterias marcadas en el medio. 
El número de bacterias ingeridas por Acan/hamoeba sp. fue en promedio de 0.28 y 
2 por ameba. Las diferencias observadas en la ingesta de bacterias por 
Acan/hamoeba sp. a través del tiempo no fueron estadisticamente significativas. Las 
tasas calculadas de fagocitosis y de formación 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 decreció 
después de 10 minutos. Una reducción de vacuolas con bacterias entre 30 y 60 
minutos podrla explicar este evento. 3) La fase de crecimiento de las amebas no 
cambió la capacidad de fagocitar bacterias. 4) La ingesta de bacterias aumentó con 
la concentración de bacterias marcadas en el medio. 5) Acan/hamoeba sp. aislada 
del ambiente ingirió una cantidad variable de bacterias a partir de los primeros 5 
minutos. 6) La ingesta de estas amebas decreció con el tiempo. Esta tendencia fue 
corroborada por las tasas de fagocitosis y formación de vacuolas, las cuales 
disminuyeron con el tiempo. . 
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INTRODUCCiÓN 

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

menos conocidos de las amebas del género Acanlhamoeba. 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 

(subterráneas), sedimentos marinos y en el suelo. Lo cual hace pensar en el papel 

que estas amebas pudieran ejercer en la depredación de bacterias en tales 

ambientes y de alli, surgió la idea de diseñar un proyecto que caracterizará y 

cuantificará la fagocitosis de Acanlhamoeba sp. 

1. Generalidades de las amebas del género Acanthamoeba. 

Las especies del género Acanlhamoeba son amebas de vida libre y su ciclo de 

vida ocurre generalmente en el ambiente, donde proliferan ingiriendo partículas y 

microorganismos a través de la fagocitosis (Anderson, 1988; Rodríguez-Zaragoza, 

1994). Sin embargo, también pueden parasitar animales y seres humanos (Martínez & 

Visvesvara, 1997; Bottone, 1993). 

El ciclo de vida de las amebas del gén~ro Acanlhamoeba presenta la forma de 

trofozoito y de quiste (bajo condiciones ambientales adversas). El trofozoíto, por lo 

general presenta un diámetro aproximado de 25 a 30 ¡.tm. El quiste, puede llegar a 

tener un diámetro de 15 a 20 ¡.tm. Las especies de este género presentan una 

organización celular eucariótica (Rondanelli el al., 1987). 

Acanlhamoeba se desarrolla en el ambiente y ocasionalmente se convierte en 

patógeno al entrar en contacto con humanos inmunosuprimidos (Figura 1) 
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(Rondanelli & Scaglia,1987). En estos individuos algunas de las especies de este 

género, pueden ser causantes de queratitis, afecciones cutáneas y encefalitis 

amebiana granulomatosa (Boltone, 1993; Martínez & Visvesvara, 1997; Scaglia, 

1997; Rodríguez el al., 1998; Szenasi el al., 1998; Claerhout & Kestelyn, 1999; 

Marciano-Cabral el al., 2000; Torno el al., 2000). 

Las amebas del género Acanlhamoeba han sido aisladas de la atmósfera en 

zonas urbanas y rurales; del agua (estanques, contaminadas; embotelladas, 

recreativas, terapéuticas, acuarios, piscinas), cavidades de los vertebrados, piel, y 

exudados (De Jonckheere, 1991; Rivera el al., 1993; 1994; Rodríguez el al., 1993; 

Rodríguez-Zaragoza, 1994; Nerad el al., 1995; Rohr el al., 1998). 

11. Fagocitosis 

La fagocitosis es la introducción (vía receptor y dependiente de moléculas de 

actina) de las partículas o de microorganismos dentro de vesículas grandes 

(fagosomas) que maduran en fagolisosomas. Es realizada por macrófagos, otras 

células humanas y por algunos protozoos quienes se alimentan a través de ella 

(Rabinovitch & De Stefano, 1971; Chambers & Thompson, 1976; Bowers, 1977; 

Andrews el al, 1995; Kwiatkowska & Sobota, 1999). El mecanísmo de la fagocitosis 

en macrófagos y en amebas implica: 1) El reconocimíento de la particula por los 

receptores de la superficie de la célula fagocitaría. 2) La generación de señales que 

activan el citoesqueleto. 3) La formación de los pseudópodos que introducen la 

partícula (Figura 2) (Besterman y Low, 1983; Steinman el al., 1983; Berón el al., 

1995; Kwiatkowska & Sobota, 1999). 

El reconocimiento ocurre en amebas a través de receptores tipo lectínicos 
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(Korn y Weisman, 1967; Lock el al., 1987; Allen & Dawidowicz, 1990a; Ofek el al., 

1995; Venkataraman el al., 1997 Harb el al., 1998). Estos reconocen residuos 

galactosil, manosa, L-Fucosa, N-acetil glucosamina y glucosa en la superficie del 

microorganismo. Los mismos están involucrados en la fagocitosis de Escherichia coli 

y levaduras (ricas en residuos de manosa) por Acanlhamoeba caslellanii y otras 

amebas del género Acanlhamoeba (Srown el al , 1975; Lock el al., 1987; Allen & 

Dawidowicz, 1990a; Shuster & Levandowsky, 1996; Venkataraman el al., 1997, Harb 

el al., 1998). En otras amebas, como Enlamoeba hislolylica, 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 el al., 1996). 

La fosforilación de proteínas cinasas es la causa de la inducción del 

metabolismo lipidico en A. caslellanii durante la fagocitosis de levaduras (Allen & 

Dawidowicz, 1990b). Estos eventos originan la activación de proteínas del 

citoesqueleto involucrados en la formación de los pseudópodos (Kwiatkowska & 

Sobota, 1997; 1998; 1999; Aderem & Underhill, 1999). En A. caslellanii y Enlamoeba 

hislolylica se encontraron miosina I y a-espectrina como proteinas asociadas al 

citoesqueleto durante la fagocitosis (Saines el al., 1995; Kwiatkowska & SObota, 

1997; 1998; 1999; Voigt el al., 1999). 

La participación del calcio durante la fagocitosis aún no ha sido aclarada. Al 

parecer depende del tipo de receptor. En la fagocitosis via receptores lectinicos, el 

calcio liberado de los almacenes intracelulares no es determinante. No obstante, el 

flujo de calcio ha sido implicado en la actividad de varias de las proteínas que 

participan en la polimerización de la actina (Dramsi &Cossart, 1998). 
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Posiblemente la ameba fagocite la bacteria o partícula por zippering, ya que 

existen evidencias de un receptor tipo lectinico, por lo que la fagocitosis implica la 

interacción de la bacteria con este receptor sobre la superficie de la ameba (Lock et 

al., 1987; Allen & Dawidowicz, 1990a; Swanson & Baer, 1995; Venkataraman et al., 

1997; Dramsi & Cossart, 1998; Harb et al., 1998). 

La partícula o microorganismo es englobado en un fagosoma que madura para 

fusionarse con el lisosoma. En macrófagos la fusión del endosoma tardlo con el 

lisosoma propicia la descarga de hidrolasas y otras enzimas liberando el endosoma 

para el reciclaje y la degradación del material ingerido (Steinman et al., 1983; Baldwin 

& Bowers, 1995; Berón et al., 1995; Desjardins et al., 1995; Hunziker & Geuze, 1995; 

Aderem & Undefhill, 1999; Deretic & Fratti, 1999). En A. castellanii, la formación del 

endosoma obedece a un reflujo en la membrana limitado por el sistema vacuolar de la 

ameba (Ulsamer et al., 1971, Bowers et al., 1981). La fusión del endosoma con el 

lisosoma comienza desde los primeros 10 minutos y se completa a las 2 horas (Oates 

& Touster, 1976). Este proceso al parecer regula la tasa de "digestión" de bacterias o 

partículas. Los residuos de la "digestión" son acumulados una vacuola exocitíca y 

expulsados fuera de la célula (Chapman-Andresen, 1973). El mecanismo de desecho 

fue observado en A. castellanii al expulsar mícroesferas de látex, posterior a una 

carga de levaduras (Bowers & Olszewski, 1983). Ellisosoma en A. castellanii durante 

la fusión descarga enzimas lisosomales (proteasa ácída, fosfatasa ácida, 

fosfomonoesterasa ácida, <l-glucosidasa, aril-sulfatasa, dipeptidasa, lipasa, esterasa 

carboxilica; amilasa y N-acetil-hexosaminidasa) para la degradación o "digestión" del 

material ingerido al igual que ocurre en las macrófagos (Chapman-Andresen, 1973; 
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111. Endosimbiosis 
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La fagocitosis de algunas bacterias puede originar la formación de un 

simbiosoma (Jeon, 1995; Michel el al., 1998). Una gama de bacterias de los géneros 

Legionella, Mycobaclerium y Chlamydia se han encontrado como simbiontes de 

algunas especies del género Acanlhamoeba (Essig el al., 1997; Cirillo el al., 1997, 

Berk el al, 1998; Steinert el al., 1998). En Legionella pneumophila se han secuenciado 

18 genes icm y dol que participan en la sintesis de protelnas que le permiten la 

permanencia intracelular en el simbiosoma (Segal & Shuman, 1998; 1999; Roy el 

al.,1998; Wiater el al., 1998). Es posible que los productos de los genes mencionados 

expliquen el mantenimiento de la bacteria dentro del simbiosoma amebiano al 

remodelar el fagosoma impidiendo entre otras cosas la acidificación del mismo (Jeon, 

1995; Bozue & Johnson, 1996; Russell, 1995, 1998) Y el transporte de proteínas 

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 recicla miento de los nutrientes en el mismo. Las amebas pueden 

fagocitar microorganismos, tales como bacterias, por la formación de lobópodos o en 

la región del uroide. Algunas amebas pueden consumir presas más grandes que ellas, 

al cortar, pellizcar o a través 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 el al., 1987; Dryden & Wright, 1987; Choi, 1994; Barcina el al., 1997; Decamp 

& Warren, 1998; Sibille el al., 1998). En este sentido hay muy pocos trabajos que se 

refieran a la tasa de ¡ngesta de bacterias por amebas en el ambiente. No obstante, en 

la década de los 90 se realizaron varios trabajos de la fagocitosis con amebas de vida 

libre del género Acanlhamoeba. 

1) Weekers el al. (1993), encontraron que amebas del género Acanlhamoeba 

provenientes del suelo crecieron mejor en presencia de Escherichia coli que con 

bacterias pseudomonadales. 

2) Boltone el al. (1994), encontraron que amebas del género Acanlhamoeba 

crecieron abundantemente al cultivarlas con bacterias del género Xanlhomonas que 

con enterobacterias u otros géneros bacterianos. Además, la investigación estableció 

que la fagocitosis de las bacterias por amebas depende de la interacción de las 

mismas a la superficie de las amebas y a su vez esta interacción depende de la tasa 

de ingestión de las amebas. 

3) Avery el al. (1995), encontraron que Acanlhamoeba casle"anj¡ ingiere 
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microesferas de látex (1 ¡lm de diámetro) en un periodo de tiempo de 30 minutos, 

después del cual comienza el proceso de endocitosis (digestión) que concluye 2 horas 

después de haber iniciado . 

. 4) Rogerson et al. (1996), plantearon que las amebas marinas reticuladas, 

ramificadas o filamentosas, remueven bacterias de los sedimentos marinos. El 

consumo de las amebas marinas depende de su volumen celular y la abundancia de 

la presa. En el caso de las amebas reticuladas pequeñas llegaron a remover de 111 a 

264 bacterias nativas por célula por hora. 

5) Wang & Ahearn (1997), encontraron que Acanthamoeba castellanii creció 

mejor en presencia de entero bacterias y bacterias del género Stenotrophomonas que 

con las bacterias de otros géneros. 
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Figura 2, Modelo de comunicación entre compartimientos a lo largo de la vía 
fagocítica y endocítíca en macrófagos . Pinocítosis: Transporte de vesículas 
cubiertas a través de los compartimientos intracelulares (complejo de Golgi, 
lisosomas). Fusión con lisosoma primario y secundario. Fagocítosís: Involucra 
receptores especificas sobre la superficie de las células fagociticas. Después, de 
la introducción, la partícula es secuestrada en el fagosoma. Este intercambia 
componentes de membrana y solubles con endosomas tempranos. El flujo de 
componentes origina que el fagosoma madure en fagosoma-lisosoma y se fusione 
con el compartimiento endosomal tardío (Lisosoma secundario). Tomado de: 
Berón et al., 1995 
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OBJETIVOS 

GENERAL 

Caracterizar la fagocitosis de la entero bacteria Enterobacter aerogenes por 

Aeanthamoeba eulberlsoni (ATCC 30171) y por Aeanthamoeba sp., aislada del 

ambiente. 

ESPECIFicas 

1. Cuantificar la cantidad de bacterias ingeridas a través del tiempo por 

Aeanthamoeba eulberlsoni (Singh & Das, 1970) y por Aeanthamoeba 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 formación de vacuolas para predecir el número de 

vacuolas que se desarrollan durante la fagocitosis 

2. Determinar la influencia de la fase de crecimiento del cultivo sobre la 

fagocitosis de Enterobaeter aerogenes por Aeanthamoeba eulberlsoni. 

3. Determinar la influencia de la concentración de Enterobaeter aerogenes sobre 

la fagocitosis de Aeanthamoeba eulberlsoni. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

La propuesta de cuantificar la fagocitosis en una cepa aislada de aguas 

. subterráneas obedeció a la necesidad de conocer el papel que juegan las amebas 

como depredadores de las bacterias en este ambiente donde el aislamiento de 

amebas del género Acanlhamoeba ha sido grande. 

Debido a que no se contaba con una técnica para cuantificar la fagocitosis de 

las amebas, el primer paso fue el montaje y la estandarización de esta. Para ello se 

tomó como base la técnica utilizada para medir la alimentación de los protozoos 

ciliadas (Sherr el al., 1987), utilizando la cepa de referencia de A. culberlsoni (ATCC 

30171). La estandarización contempló, 1) medición de la fagocitosis a diferentes 

tiempos (10, 30 Y 60 minutos). 2) cuantificación de la fagocitosis en cultivos en 

diferentes fases de crecimiento (exponencial y estacionaria) y 3) cuantificación de la 

fagocitosis a diferentes concentraciones del slock 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 aislamiento e 

identificación. 

Las bacterias fueron marcadas con DTAF (5-(4,6-dichlorotriazina-2-il) 

aminofluoresceina) según la técnica de Sherr el al. (1987) (ver anexo). 

Cultivos de las 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). 

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

Las amebas fueron cultivadas hasta la fase exponencial de crecimiento (ver 

anexo). Un mililitro del cultivo de las amebas (10' ame ml·' ) fue incubado con 100 fll 

de 10' bacterias mr' a temperatura ambiente en movimiento lento (300 r.p.m.) sobre 

una plancha agitadora. Una alícuota de 1 mi de la suspensión fue fijada a los 10, 30 

Y 60 minutos con una solución de Lugol, poslfijada con formalina 2% y decolorada 

con tiosulfato de sodio. Un mililitro de la suspensión obtenida fue teñida con 50fll de 

DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) sobre una membrana de policarbonato negra 

(tamaño de poro, 2.0 flm). A los 5 minutos, las membranas fueron lavadas con 3 mi 

del amortiguador de fosfato (pH 7.0) (PBS) y montadas en portaobjetos. Se 

cuantificaron 100 amebas por cada membrana en una combinación de filtros ópticos 

para DAPI y AO/Flle, bajo el microscopio de epifiuorescencia 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 fueron usados para 

el cálculo de las tasas de fagocitosis y de formación de vacuolas, respectivamente 

(Sherr el al. ,1987) (ver anexo). 

Cuantificación de la fagocitosis de A. culbertsoni en cultivos en fase 

exponencial y en fase estacionaria de crecimiento. 

Para determinar el efecto de la fase de crecimiento del cultivo de amebas sobre 

la fagocitosis, éstas fueron cultivadas hasta alcanzar la fase exponencial y 

estacionaria de crecimiento, respectivamente (ver anexo). Una alícuota (1 mi) 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. 

Cuantificación de la fagocitosis de A. culberlsoni en concentraciones 

decrecientes de E. aerogenes. 

Para probar el efecto de la concentración de la presa en el medio sobre la 

fagocitosis fueron seleccionadas concentraciones de bacterias marcadas de: 10', 10', 

10',10', 106 Y 10" Dichas concentraciones fueron obtenidas a partir de la dilución 

seriada de 100 ¡tI del stock bacteriano (10' bacterias mr') en 900 ¡tI del amortiguador 

de fosfato (PBS, pH 7.0). Cada concentración de bacterias fue incubada con 10' ame 

mr' durante 30 minutos. Las muestras fueron fijadas y tratadas como fue mencionado 

anteriormente. Este ensayo fue realizado por triplicado y de cada muestra fueron 

cuantificadas 100 amebas bajo microscopia de epifluorescencia. 

Cuantificación de la fagocitosis en Acanthamoeba sp. 

El aislado ambiental fue sometido a las mismas condiciones de tiempo de 

ingesta, edad del cultivo y concentración de bacterias marcadas establecidas para la 

cepa de referencia (Figura 3). 

La fagocitosis fue cuantificada en Acanlhamoeba sp. aislada de aguas 

subterráneas del Valle del Mezquital en el Estado de Hidalgo y proporcionada por la 

Bióloga Deyamira Matuz, del Laboratorio del Laboratorio de Microbiologia Ambiental 

(UIICSE; Campus- Iztacala, UNAM). 

La técnica empleada para medir la fagocitosis en la cepa aislada del ambiente 

fue modificada con respecto a la utilizada para la cepa de referencia, con el fin de 
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poder apreciar mejor las bacterias contenidas en las vacuo las formadas durante la 

fagocitosis. 

Cien microlitros de 10· bac mi" del stock E. aerogenes fueron incubados con 1 

mi del cultivo de Acanthamoeba sp. (104 ame mi") contenido por pozo de una placa 

de cultivo celular (12 pozos). La fagocitosis fue medida por triplicado (3 pozos) con 

un control a los O min, a los 5, 10, 20 Y 40 minutos. En cada tiempo, la fagocitosis de 

las amebas fue detenida con 120 ~I de una solución de azida de sodio, azul de 

tripano y PBS (pH 7.2) (ver anexo). La solución además apaga la 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 bacterias adheridas y , 
eliminar el exceso de colorante (Allen y Dawidowicz, 1990a). Este lavado fue 

realizado 3 veces. Las amebas concentradas fueron teñidas sobre una membrana 

negra de policarbonato (2.0 ~m de tamaño del poro) con DAPI. De cada preparación 

fueron seleccionadas 50 células teñidas con DAPI y cuantificadas las bacterias 

ingeridas teñidas 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 cálculo de la tasa de 

fagocitosis y de formación de vacuolas, respectivamente (ver anexo). 

Estadistica. 

La variación de la fagocitosis de las amebas con el tiempo fue comparada 

tomando en cuenta la población de amebas que ingirieron bacterias a los 10, 30 Y 60 

minutos. El análisis de ANOVA de una via se realizó sobre una población de 410 

células seleccionadas de 3 replicas por cada uno de los tiempos probados. La 
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fiuctuación en la cantidad de bacterias ingeridas por las amebas fue representada con 

el porcentaje de amebas que tenían un intervalo de bacterias fagocitadas y el 

porcentaje de amebas que no fagocitó. 

La infiuencia de la fase de crecimiento de las amebas en la fagocitosis de 

bacterias fue analizada con la población de amebas a los 30 minutos. El análisis 

estadístico 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 vía. 

La fluctuación de la ingesta fue representada a través del porcentaje de amebas con 

intervalo de bacterias ingeridas y sin ingerir a los 30 minutos. 

La infiuencia de la concentración en la fagocitosis fue probada con una 

población de 300 células por concentración provenientes de 3 replicas de cada 

muestra, para un total de 2100 células comparadas por ANOVA de una vía. 

Las fiuctuaciones de la fagocitosis de las amebas del género Acanlhamoeba 

sp. (aislada del ambiente) a los 5, 10,20,40 minutos y un control fueron analizadas a 

través de ANOVA de una vía con un total de 150 células por cada tiempo probado, 

para un total de 750 células comparadas por ANOVA de una vía. La variación en la 

ingesta a través del tiempo fue representada en porcentajes de bacterias ingeridas 

por la población de amebas a los 10 minutos. 



21 

• Cuantificar bacterias ingeridas 
por Acu/ber/soni a los 10,30,60 

c----j Marcaje de bacterias con DTAF l minutos 

L..j 

~ 

Cultivos de A. cu/ber/soni. Tinción • Cuantificar bacterias ingeridas en 

con DAPI de los trofozoítos cultivos de A cu/ber/soni en fase 
exponencial y estacionaria de 
crecimiento 

'----- • Cuantificar ingestión de bacterias por A. 
culberlsoni a concentraciones de bacterias 

1 marcadas de 10' ,10',10',10',10·,10' 

- Determinar la ingesta de bacterias en el 
tiempo mediante el cálculo de la tasa de 
fagocitosis. 
- Determinar la tasa de formación de vacuolas 
a través del tiempo durante la fagocitosis de 
bacterias. 

,--i Marcaje de bacterias con DTAF • Cuantificar bacterias ingeridas por 
Acanfhamoeba sp. a los 5, 10, 40 
minutos y un control (O min) ,..--------- -+ 

Cultivos de Acanfhamoeba sp. 
Tinción con DAPI de los 
trofozoitos 

-Determinar la ingesta de bacterias en el 
tiempo mediante el cálculo de la tasa de 
fagocitosis. 

- Determinar la tasa de formación de vacuolas 
a través del tiempo durante la fagocitosis de 
bacterias. 

Figura 3. Diagrama de la metodologia para caracterizar la fagocitosis de 
Acanfhamoeba cu/ber/soni y Acanfhamoeba sp. (un aislado ambiental) 



22 

RESULTADOS 

Las amebas teñidas con DAPI se colorearon de azul claro y las bacterias 

teñidas con DTAF se observaron de un color verde claro brillante (Figuras 4 a y b). 

Características de la ingestión de E. aerogenes por Acanthamoeba culbertsoni 

1. Ingesta de E. aerogenes por A. culberlsoni. 

El número de bacterias ingeridas por ameba varió 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 descendió a 7 bac ame" con un mínimo 

de 1 y un máximo de 83 (Figura 5a). La distribución de los porcentajes de amebas con 

un determinado número de bacterias ingeridas mostró que el 79% de la población de 

amebas fue activa y la ingesta de bacterias fue de 1 a 9 en un porcentaje 

considerable de esta población. También ésta distribución mostró que, un pequeño 

porcentaje de la población llegó a ingerir más de 30 bacterias contenidas por 

paquetes en varias vacuolas (generalmente 3 o más), el resto de las fluctuaciones en 

la cantidad de bacterias ingeridas se observan en la figura 5b, asimismo se muestra 

que 21% de la población de amebas no fagocitó bacterias. La variación observada en 

la cantidad de bacterias ingeridas por las amebas en cada tiempo no fue significativa 

estadísticamente (Tabla 1). 

La influencia de la fase de crecimiento sobre la fagocitosis de la cepa de referencia 

fue determinada como se mencionó anteriormente. A. culberlsoni presentó un tiempo 

de generación 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 aumentó en ambos cultivos. La ingesta fue más 

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 mínimo 1 y un máximo 

de 58 bacterias, mientras que las amebas en fase estacionaria fagocitaron un mínimo 

de 1 y un máximo de 48 bacterias. A los 60 minutos, la ingesta de bacterias decreció 

en ambos cultivos. Las amebas en fase exponencial tuvieron una ingesta promedio de 

3 bac ame"'y las de la fase estacionaria de 4.4 bac ame" (Figura Se). El intervalo de 

ingesta de bacterias fue de 1 a 26 en amebas en fase exponencial y de 1 a 64 en la 

fase estacionaria. Las diferencias encontradas en la ingesta de bacterias en los 

cultivos en fase exponencial y estacionaria de crecimiento no fueron estadisticamente 

significativas cuando se compararon los datos de 30 minutos (Tabla 1). Una 

distribución de las bacterias ingeridas en la población de amebas demostró que la 

fagocitosis de las amebas fue similar en ambas fases de crecimiento. La única 

diferencia apreciable fue el porcentaje de bacterias inactivas, el cual fue mayor en las 

amebas en la fase estacionaria (46%) (Figura Sd). 

El efecto de la concentración de bacterias marcadas en la fagocitosis de A. 

culberlsoni fue analizado en concentraciones decrecientes del stock de la bacteria 

marcada. La concentración de las bacterias en el medio influyó 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 concentración de 107 bac mr' y 5 bac ame" a la 

concentración de 10· bac mr' (Figura Se). Al disminuir la concentración de las 
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bacterias, ta ingestión de las amebas disminuyó. A ta concentración de bacterias de 

105 bac mr' la cantidad en promedio de bacterias ingeridas por ameba fue de 1.2. A la 

concentración de 10' las amebas ingirieron un promedio de 0.5 bac mr'. El promedio 

de bacterias ingeridas fue de 0.1 bac mi"' a la concentración de 10' bacterias por 

mililitro. A la concentración de 10' bacterias por mililitro, la ingesta de bacterias por las 

amebas no fue perceptible por la técnica utilizada (Figura Se). 

Tabla 1. Análisis estadlsticos de los datos obtenidos de los tres experimentos 
I'd . f "dAlbrt' rea ,za os para caractenzar la agocltosls e . cu e san/ . 

Experimento SC gl MC RF NS 

1 166.3 1 166.3 1.7 0.18 

2 58.42 1 58.42 0.7 0.389 

3 348.8 1 348.8 11.5 0.0007 
Experimentos. 1. El efecto del tIempo sobre la fagocItosIS, 2. Efecto de la fase de creCimIento de las 
amebas sobre la fagocitosis y 3. Efecto de la concentración de bacterias sobre la fagocitosis. 
se; Suma de cuadrados; 91: grados de libertad; Me: Media de los cuadrados; RF: Radio de F.; F: 
estadfstico de ANOVA; NS: nivel de significación. Los datos emanan de tres réplicas en todos los 
casos. 
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Figura 4. Microfotografías de fluorescencia de Acanthamoeba culbertsoni a. A. 

culbertsoni incubada con E. aerogenes marcadas con OTAF (5·(4,6-dichlorotriazina-

2-il) aminoftuoresceina) b. A. culbertsoni marcada con OAPI (4·,6-diamidino-2-

fenilindol). Ambas microfotografias fueron tomadas a un aumento de 1250 x. Flecha: 

indica la vacuola con bacterias ingeridas. 
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11, Tasa de fagocitosis de A. culbertsoni, 

Esta tasa fue producto del cálculo del número de bacterias ingeridas a través 

del tiempo de incubación del cultivo de amebas con la bacteria marcada, La tasa 

calculada de fagocitosis de A. culberlsoni 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 presentó 

un intervalo de 0.2 a 3 bac ame" h" (Figura 6a). 

La tasa de fagocitosis presentó un patrón similar en cultivos de ambas fases. 

Este mostró la reducción en la tasa después de los 10 minutos. A los 10 minutos, la 

tasa fue mayor en ambos cultivos, pero fue más alta en la fase estacionaria (13 bac 

ame" h") con mínimo de 2 bac ame" h" y un máximo de 18 bac ame" h". A los 30 

minutos, la tasa de fagocitosis fue menor que a los 1 O minutos en ambos cultivos. 

Esta fue mayor en las amebas en fase estacionaria (5.03 bac ame" h") con un 

mínimo de 1 bac ame" h" y un máximo de 7 bac ame" h". A los 60 minutos, la tasa 

de fagocitosis fue menor que a los 30 minutos en ambos cultivos, 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 aumentó gradualmente con la 

concentración de bacterias marcadas en el medio. En la figura 6c, se muestra que a 

una concentración de bacterias de 107 por mililitro, la tasa calculada de fagocitosis 

fue más alta (7 bac ame" h") que en las concentraciones de bacterias menores (la' a 

lO· bac ml") en donde el intervalo de ingesta de bacterias marcadas por ameba fue 
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de 0.3 a 2 bac ame-I h- I
. la in gesta de las amebas disminuyó notoriamente al 

decrecer la concentración de las bacterias en el medio. 
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Figura 6. Tasa calculada de fagocitosis durante la ¡ngesta de bacterias por A. 
culbertsoni, en diferentes condiciones experimentales. a. Tasa calculada de 
fagocitosis durante la ¡ngesta de E. aerogenes por A. culbertsoni. b. Tasa calculada 
de fagocitosis en cultivos de A. culberlso_ni en fase exponencial-de crecimiento(D) y 
en fase estacionaria de crecimiento (.). c. Tasa calculada de fagocitosis de A. 
culbertsoni a diferentes concentraciones de bacterias marcadas. Bac. ame'1, h·1: 
Bacterias ingeridas por ameba por hora. Barras indican error estándar de las medias; 
n= 3. 
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111. Tasa de formación de vaeuolas de A. culbertsoni. 

La tasa de formación de vacuo las fue realizada a partir de la cuanlificación de 

las vacuolas durante la fagocitosis de la bacteria. Esta disminuyó con el tiempo al 

igual que lo hace la tasa de fagocitosis. A los 10 minutos, la formación de vacuolas (2 

yac ame"h") fue más alta que a los 30 minutos presentando un intervalo de 1 a 2.3 

yac ame"h". A los 30 minutos, la tasa fue de 1 yac ame"h" con un intervalo de 0.2 a 

2 yac ame"h". A los 60 minutos, la formación de vacuolas disminuyó aún más (DA 

yac ame"h") con un intervalo de 0.08 a DA yac ame"h" (Figura 7a). 

La tasa de formación 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 número de vacuolas. El promedio de la tasa de 

formación de vacuolas para las amebas del cultivo en fase estacionaria fue de 3.04 

yac ame" h" con un intervalo de 2 a 4 yac ame" h", Entre 30 y 60 minutos, la tasa de 

formación de vacuolas disminuyó en ambos cultivos hasta 1 yac ame" h" con un 

intervalo de O a 1 yac ame" h" (Figura 7b). 

La tasa de formación de vacuo las aumentó con la concentración de bacterias 

marcadas en el medio. La tasa fue de 0.10 a 1 yac ame" h" a concentraciones de 

bacterias de 10 2 a 10 6 bac mr', menor a la observada en la concentración de 

bacterias de 10 7 bac mI" en donde la tasa de formación de vacuolas fue de 1.14 yac 

ame" h" (Figura 7e). 
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Característícas de la íngestíón de E. aerogenes por Acanthamoeba sp. 

Las amebas fueron observadas azul brillante teñidas con DAPI y las bacterias de 

verde brillante cuando fueron teñidas con DTAF (Figuras 8 a-d). 

1. Ingesta de E. aerogenes por Acanthamoeba sp. 

La ingesta promedio de las amebas aisladas del agua ocurrió a partir del contacto 

inicial entre la bacteria y la superficie de la ameba. Asi, el número 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 disminuyó levemente (1.3 bac ame") (Figura 9a) con 

respecto a los 10 minutos con un minimo de 1 y un máximo de 21. Las diferencias 

encontradas en la cantidad de bacterias ingeridas por Acanlhamoeba sp. a través del 

tiempo no fueron significativas (Tabla 2). La distribución de las bacterias ingeridas por 

ameba (Figura 9b) a los 10 minutos, mostró que 56% de la población fagocitó 

bacterias, mientras que 44% no lo hizo. Del 56% de la población activa para la 

fagocitosis, un porcentaje significativo de las amebas tenian de 1 a 2 bacterias 

mientras que un pequeño porcentaje de la pOblación de amebas ingirió de 26 a 33 

bacterias, el resto de las fluctuaciones en la ingeta de bacterias se observan en la 

figura 9b. 

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

Experimento SC gl MC RF NS 

1 2.93 1 2.94 .44 0.5032 
Experimentos. 1. El efecto del tiempo sobre la fagocitosIS 
se: Suma de cuadrados: 91: grados de libertad; Me: Media de Jos cuadrados; RF: Radio de F.; F: 
Estadistica de ANOVA; NS: nivel de significación. Los datos emanan de tres réplicas 
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Figura 8: Microfotografías de fluorescencia de Acanthamoeba sp. a. 
Acanlhamoeba sp. incubada con E. aerogenes marcadas con DTAF (5-(4,6-
dichlorotriazina-2il)-aminofluoresceina). b. Acanlhamoeba sp. marcada con DAPI 
(4·,6-diamidino-2-fenilindol. c. Acanlhamoeba sp. incubada con E. aerogenes 
marcadas con DTAF. d. Acanlhamoeba sp. marcada con DAPI. Microfotografias 
tomadas a un aumento de 1250 x 
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11. Tasa de fagocitosis de Acanthamoeba sp, 

La tasa de fagocitosis disminuyó 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 máxima de 5 bac ame" h". A los 40 minutos, la tasa 

calculada de fagocitosis, disminuyó a 2.4 bac ame"h", con un intervalo que ya desde 

O a 4 bac ame" h" (Figura 10a). 

111, Tasa de formación de vacuolas por Acanthamoeba sp, 

La tasa de formación de yacuolas disminuyó con el tiempo al igual que la tasa 

de fagocitosis. A los 5 minutos fue de 2.3 yac ame" h" con un minimo 2 yac ame" h" 

y un máximo de 4 yac ame" h". La tasa decreció a los 1 O minutos (1.55 yac ame" h' 

') con un minimo de 1 Yac ame" h" y un máximo de 6 yac ame" h". A los 20 Y 40 

minutos, la tasa de formación de yacuolas se redujo presentando un promedio de 1,10 

yac ame" h" a los 20 minutos y de 1.05 yac ame" h" a los 40 minutos con un minimo 

de 1 yac ame" h" y un máximo de 4 yac ame" h" (Figura 10b), 
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DISCUSIÓN 

Caracterización de la fagocitosis de Acanthamoeba culberlsoni (ATCe 30171). 

El intervalo de bacterias ingeridas varió para A. culberlsoni con un gran 

porcentaje de amebas activas para la fagocitosis. El mayor porcentaje de la población 

activa tenia de 1 a 9 bacterias marcadas. Mientras que valores de 20 y 55 bacterias 

ingeridas representaron picos en la población (Figuras 5a y 5b). Estos picos de 

ingestión de las amebas indican posiblemente la capacidad máxima de A. culberlsoni 

para ingerir E. aerogenes (Figura 5b). Aunque, Korn & Weisman (1967), encontraron 

que la capacidad vacuo lar de A. castellanii puede llegar a ser de hasta 525 

microesferas de látex dependiendo del tamaño de las microesferas utilizadas. La 

mayor cantidad de amebas con bacterias ingeridas fue encontrada a los 30 minutos. 

No obstante, la fluctuación que presentó la ingesta de A. culberlsoni en los tiempos 

probados fue tan grande que no se puede establecer un patrón totalmente definido de 

ingesta. Esta variación en la ingesta y el intervalo de bacterias ingeridas por A. 

culberlsoni han sido establecidas para otras amebas del género Acanthamoeba. Para 

A. castellan;; se encontró que la ingesta de microesferas de látex marcadas COn 

fiuorescencia (1.0 11m de diámetro) o de levaduras fue en promedio de 1 a 13 por 

ameba (Korn & Weisman, 1967; Bowers & Olszewski, 1983; Hohman & Bowers, 1993 

Avery et al.. 1995). Sin embargo. A. castellan;; puede llegar a ingerir de 20 a 60 

levaduras por ameba (Bowers & Olszewski, 1983). La fluctuación en la ingesta de las 

amebas puede ser debida a los cambios o manipulaciones del cultivo durante la 

medición de la fagocitosis. Choi et al., 1997, encontró que la tasa de fagocitosis de los 

flagelados crisomonadales disminuyó cuando estos fueron sometidos a diferentes 
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condiciones de perturbación del cultivo (centrifugación, agitación y filtración). 

En este estudio los cultivos de amebas no alcanzaron el 100% de la 

fagocitosis, sino que 21 % de la población permaneció sin ingerir bacterias. Varias 

razones pueden explicar la inactividad que presentó 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 ingirió bacterias en una 

tasa muy rápida, por lo que, estaban en el proceso de endocitosis, limitando la 

fagocitosis de más bacterias. e) 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 el al., 1983; 

Bottone el al., 1994; Kwiatkowska & Sobota, 1999). 

La ingesta de bacterias del medio por las amebas y otros protozoos depende 

de varios factores unos inherentes al medio como, la concentración de bacterias, pH, 

temperatura, tamaño 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 

digestión (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 la ameba 

iñvólucrado en la fagocitosis de microesferas de látex, Legionella y levaduras 

demuestra que la interacción de la bacteria con la supercie de la ameba depende de 

moléculas de superficie que juegan un papel determinante en la fagocitosis de la 
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presa y por lo tanto, en la regulación de ésta (Korn & Weisman, 1967; Lock el al., 

1987; Allen & Dawidowicz, 1990a; Venkataraman el al., 1997; Harb el 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 macrófagos 

(Steinman el al., 1983). 

La tasa de fagocitosis de E. aerogenes por A. culberlsoni demostró la 

reducción de la ingesta de bacterias con el tiempo, siendo máxima en los primeros 10 

minutos (Figura 6a). La fagocitosis en A. culberlsoni, por lo tanto, es muy rápida 

ocurriendo desde los primeros minutos de incubación de la ameba con la bacteria 

marcada. El declive de esta tasa después de los 10 minutos, es posible que se deba a 

que las vacuolas con bacterias fagocitadas entren en endocitosis (asumido por los 

protozoólogos como la digestión de las particulas u organismos consumidos por los 

protozoos) (Chapman-Andresen, 1973; Steinman el al., 1983) la cual lIevaria a la 

fusión del fagosoma (formado durante la fagocitosis de la bacteria) con el lisosoma, 

para la degradación enzimática del contenido de las vacuolas reduciendo el número 

de amebas con vacuolas llenas. Este proceso ha sido demostrado para las amebas 

del género Acanlhamoeba sp., en la cual se ha encontrado que después de la 

fagocitosis de levaduras sigue la aparición de enzimas lisosomales (fosfatasa ácida, 

p-glucosidasa ácida, u-glucosidasa y p-galactosidasa) delatando una fusión del 

fagosoma con bacterias y ellisosoma (Oates & Touster, 1976; Bowers & Olszewski, 

1983; Anderson, 1988; Hohman & Bowers, 1993; Bozue el al. ,1996). 

En A. caslellanii, la fusión del fagosoma can el lisosoma comienza a partir de 
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los 15 minutos completándose a los 45 minutos (Bowers et al., 1981). Es posible, que 

A. culberlson; tenga tiempos de "digestión" de la bacteria similares a los de A. 

castellan;l, explicando asi la disminución de la tasa de fagocitosis. En ciliadas y 

flagelados se encontró que la tasa de ingestión de bacterias ente ricas fue altamente 

influenciada por la tasa de digestión de las bacterias entericas ingeridas (Iriberri et al., 

1994). Este trabajo apoya la suposición que se tiene de que la tasa de in gesta de A. 

culberlsoni disminuye por efectos de la digestión de las bacterias. Por otro lado, la 

disminución del contenido vacuolar o el declive de la tasa de ingestión ha sido 

establecida para otros protozoos (Dala n & Simek, 1997; Gunderson & Goss,1997) 

Acanthamoeba culberlsoni la tasa de formación de vacuo las disminuyó acorde 

con la tasa de fagocitosis. Durante los primeros 10 minutos se encontraron amebas 

que llegaron a formar hasta 2 vacuolas por hora (Figura 7a) en donde hubo una 

mayor cantidad de bacterias ingeridas. Una reducción de la tasa a 1 vac ame" h" 

hace que a los 30 minutos exista una menor tasa de fagocitosis producto de que las 

vacuo las formadas entraron en endocitosis. El número de bacterias por vacuola 

formada por A. culberlsoni fue variable. Trabajos realizados en este sentido, 

encontraron que el sistema vacuo lar de la ameba reguló la cantidad de particulas, 

bacterias u otros microorganismos que la ameba ingirió (Bowers et al., 1981, Bowers 

& Olszewski, 1983; Anderson, 1988; Hohman & Bowers, 1993). Así, fueron 

encontradas vacuolas con 1 bacteria y unas con más de 9 bacterias y en el caso de , ' 

las amebas que ingirieron 55 bacterias, es el resultado de la formación de 5 o más 

vacuolas, lo 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 la tasa de formación de vacuolas a 

través del tiempo. Sin embargo, Gunderson & Goss (1997), encontraron que la tasa 

de formación de vacuo las en el género Tetrahymena (ciliado) cultivado axénicamente 

y con Escherichia coN o Legionella pneumophi/a decreció con el tiempo, siendo 

imposible detectar vacuo las alimenticias luego de 90 minutos cuando el ciliado fue 

alimentado con Legionella pneumophila y de 2 horas, si lo era con Escherichia coli. 

Según, Gunderson & Goss (1997) el número de vacuo las alimenticias es mayor entre 

O a 30 minutos disminuyendo después de este tiempo (60 a 120 minutos). Estos 

resultados muestran que hay un declive del número de vacuolas alimenticias 

formadas por el protozoo. A. cu/berlsoni presentó un patrón similar al descrito para el 

ciliado del género Tetrahymena. 

La fase de crecimiento del cultivo afectó levemente la fagocitosis de bacterias 

en A. cu/berlsoni 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 recayó sobre la población de las 

amebas en fase exponencial ce crecimiento. No obstante, las amebas en ·fase 

estacionaria de crecimiento tuvieron la tendencia a fagocitar mayor cantidad de 

bacterias llegando alcanzar picos más altos (Figura 5d). Se puede afirmar que la 

fagocitosis de bacterias por A. cu/berlsoni presentó un patrón similar en cultivos de 

ambas fases de crecimiento con leves diferencias en cuanto al número de bacterias 

fagocitadas, el cual fue ligeramente mayor en el cultivo en fase estacionaria (Figura 

5e). Es probable que estas diferencias sean debidas a que los porcentajes de la 

población de amebas con un determinado número de bacterias ingeridas varió 
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ocasionando cambios en los valores promedios de la ingesta (Figura 5d). Otro factor 

que originó estas pequeñas diferencias fue el porcentaje de células que no 

fagocitaron bacterias en ambos cultivos (Figura 5d). 

En otros estudios, se encontró que la ingesta de microesferas de látex (1flm de 

diámetro) o de tevaduras fue menor en un cultivo en la fase estacionaria (Avery et al., 

1995; Chambers & Thompson, 1976), lo cual no coincide con nuestros resultados. 

En general, hay un patrón de ingesta que es similar en cultivos de ambas fases de 

crecimiento debido posiblemente a que el volumen vacuolar o el ciclo digestivo son 

caracteristicas intrinsecas al funcionamiento de la 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 la fase de crecimiento 

del cultivo no sean detectadas por la técnica empleada en este estudio. Por ejemplo, 

Chambers & Thompson (1976), encontraron que las amebas del cultivo en fase 

exponencial de crecimiento consumieron hasta 100 microesferas de látex y las del 

cultivo en fase estacionaria de crecimiento llegaron a ingerir 2 a B microesferas de 

látex. En nuestros resultados las diferencias en la ingesta no fueron tan amplias. 

Por otro lado, la tasa de fagocitosis y la tasa de formación de vacuolas 

muestran que hay reducción de la ingesta de bacterias marcadas con el tiempo en 

cultivos de ambas etapas de crecimiento. En A. culberlsoni encontramos una 

actividad fagocitica similar en cultivos en ambas fases de crecimiento. La formación 

de vacuolas fue también similar en ambos cultivos, con excepción de los primeros 10 

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

En A. culberlsoni se encontró que hay máximo de bacterias ingeridas a una 

concentración de 10' bac mr" La cantidad de bacterias de ingeridas diminuyó a una 

concentración de 107 bac mr' (Figura 5d). Estos resultados son consistentes con los 

encontrados en otros trabajos. Avery et al., (1995), plantearon que hay una saturación 

de la fagocitosis por encima de la concentración de microesferas de látex marcadas 

de 10' Iml, ya que en esta concentración la actividad fagocitaría fue mayor con 

respecto a concentraciones más altas de microesferas de látex. Wang & Ahearn 

(1997), cultivaron A. castellanii co~ Escherichia coli a concentraciones de 105
, 10' Y 

10'/ mi encontrando que 10' bact¿rias / mi presentó el mejor crecimiento de amebas. 

En ciliados algivoros se encontró que la concentración de la presa influenciaba la tasa 

de ingesta (Balczon & Pratt, 1995). Avery el al. (1995), establecieron que para 

observar una mayor fagocitosis la relación adecuada de microesferas por ameba es 

de 10 ó 15 microesferas por una ameba (10:1 ó 15:1). En nuestro estudio, la relación 

entre la entero bacteria y la ameba para observar un mayor número de bacterias 

ingeridas fue similar. 

En A. cu/berlsoni, se encontró un aumento gradual de la fagocitosis de la 

ameba con la concentración de las bacterias marcadas como lo demuestraron las 

tasas de fagocitosis y de formación de vacuolas. Esta observación es debida a que 

aumenta la relación de bacteria marcada por ameba. Asi, la relación probada de 

bacteria por ameba en un intervalo de concentraciones entre 10' a 105 bac mr' va de 

0.001:1 hasta 1:1 y una concentración de amebas en el orden de 10'. Estas 

relaciones de concentración de bacterias por ameba obtenidas de la dilución seriada 
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del sfock bacteriano resultaron insuficientes para que exista una interacción 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 número de bacterias 

ingeridas por la ameba, se reflejó en el incremento de la tasa de fagocitosis. La cual 

obedece a una elevación progresiva de la relación bacteria por ameba (Figuras 6c y 

7c). El aumento está a su vez relacionado con un mayor número de vacuolas. Iriberri 

ef al., 1994, establecieron que a concentraciones bajas de las bacterias (103 bac mr' ) 

la tasa de ingestión de los flagelados y ciliados decreció. Un aumento en la 

concentración de bacterias (105 bac mr' ) produjo un incremento en la tasa de 

ingestión. Choi (1994), encontró que la tasa de ingestión de flagelados 

crisomonadales aumentaba con la concentración de bacterias marcadas, lo cual, 

coincide con los resultados obtenidos para A. culberlsoni. 

Caracterización de la fagocitosis de Acanthamoeba sp, aislada del ambiente. 

En esta cepa, la ingesta ocurre desde los primeros 5 minutos de interacción de 

la bacteria con la superficie de la ameba (Figura 9a). Observándose, un mayor 

número de bacterias ingeridas a los 10 minutos tiempo después del cual, el número 

de bacterias ingeridas disminuyó. Avery ef al. (1995), encontraron que la frecuencia 

de microesferas ingeridas aumentó a medida que transcurría el tiempo. Asl, al iguel 

que Acanfhamoeba sp., A. casfellaniitenía mas de 1 microesfera a los 10 minutos. 

A los 10 minutos Acanfhamoeba sp. presentó un porcentaje considerable de la 

población activa de amebas tenía de 1 a 2 bacterias ingeridas, mientras que un 

pequeño porcentaje tenía de 26 a 33 bacterias. El porcentaje de amebas de la 

especie Acanfhamoeba sp que fagocitó 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 Enlerobacler 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 población. Por otro lado, este cultivo no 

fue tratado con antibióticos, 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 

Acanlhamoeba sp., durante los ensayos no fueron observados contaminantes. No 

obstante, es más factible que este aislado ambiental presente mayor afinidad por 

otras bacterias que están presentes en su medio. Estudios realizados en varios 

ambientes se encontraron que A. caslelfanii y otras amebas del género tenían 

preferencias por otras bacterias que no eran entero bacterias pero que coexistían con 

las amebas en el ambiente (Soltone el 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 partir de los 10 minutos y hasta los 40 minutos 

(Figura 1 Da) al igual que el declive observado en la tasa de fagocitosis a través del 

tiempo de A. culberlsoni. El declive puede ser debido a que las vacuo las alimenticias 

formadas durante la fagocitosis entren en "digestión" (endocitosis). Sin embargo, no 

se puede definir un patrón 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 subterráneas. Otros protistas presentaron una eliminación 

diferencial de bacterias entericas (Iriberri el al., 1994) 

Las amebas filamentosas aisladas del sedimento marino, presentaron una tasa 

de consumo de bacterias marinas de 10 bac cer' h" a los 30 minutos, tiempo 

después del cual también ocurre el declive en la ingesta (Rogerson el al, 1996). Estos 

resultados aunque con amebas de otro ambiente siguen el mismo patrón, en donde 

se observó que ocurre un declive en la tasa de ingesta de la bacteria después de un 

tiempo determinado y que en el caso de Acanlhamoeba sp. fue de 10 minutos, tiempo 

en el cual el 13% de la población activa llegó a ingerir más de 9 bacterias por hora. 

La formación de vacuo las para el aislado ambiental también disminuye con el 

tiempo al igual que lo hace la tasa de fagocitosis con una capacidad máxima 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 vacuo las por 

hora con picos en algunos individuos de hasta 3 vacuolas por hora. Al parecer, el 

número 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 formación de vacuolas en las amebas del género 

Acanlhamoeba. 
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CONCLUSIONES 

1_ La ingesta de bacterias fue variable para las amebas de la especie Acanfhamoeba 

culberfsoni oscilando entre 1 a 9 bacterias en el mayor porcentaje de la población de 

amebas que fagocitó. No obstante, algunas de estas amebas (2%) fueron capaces de 

fagocitar 55 bacterias a los 30 min, pero la ingesta presentó fluctuaciones según el 

tiempo de interacción de la bacteria con la ameba en las cuales los perfiles máximos 

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-1 

h-1
. Esta mostró que la ingesta de bacterias por A. culberfsoni varió con el tiempo. 

3. La tasa de formación de vacuo las fue alta a los primeros 10 minutos tiempo en el 

cual la tasa de fagocitosis fue también alta. Esta osciló entre 1 a 2 vacuo las 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 afectó ligeramente la in gesta de bacterias por A. culberfsoni. 

5. La tasa de fagocitosis y de formación 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-1 h-1
, dependiendo del tiempo y de 1 a 3 vac ame-1 h-1 para la tasa de 

. formación de vacuo las. Ambas tasas corroboraron que la ingesta de bacterias por 

Acanfhamoeba culbertsoni varió levemente con la fase de crecimiento del cultivo. 

6. Las amebas ingirieron una mayor cantidad de bacterias a la concentración de 106 

bacterias por mililitro en el medio. Con lo cual se demostró que hubo una 
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concentración adecuada de bacterias para la actividad fagocitica. La cantidad de 

bacterias ingeridas aumentó con la concentración de bacterias demostrando que hay 

dependencia entre la fagocitosis y la concentración de bacterias. 

7. La tasa de fagocitosis y de formación de vacuolas aumentaron con la concentración 

de bacterias marcadas en el medio corroborando la dependencia que existe entre la 

fagocitosis y la concentración de bacterias. 

8. La Acanthamoeba sp. aislada del ambiente ingirió entre 1 y 2 bac ame-' a partir de 

los primeros 5 minutos. La ingesta de la cepa ambiental presentó diferencias con el 

tiempo siendo mayor en los primeros 10 minutos de interacción de la ameba con la 

bacteria. 

9. La tasa de fagocitosis disminuyó con el tiempo esta fue mayor entre 5 y 10 minutos, 

con declive desde los 30 minutos. El intervalo que presentó esta tasa fue variable 

oscilando entre 2.4 y 10 bac ame-' h-'. 

10. La tasa de formación de vacuo las decreció con el tiempo junto con la tasa de 

fagocitosis oscilando entre O y 2.3 vac ame-' h-'. 
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RECOMENDACIONES 

1. Realizar los experimentos de fagocitosis de las amebas del género 

Acanthamoeba con bacterias aisladas del medio ambiente donde se 

desarrollan las amebas 

2. Determinar la cuantificación de células con bacterias ingeridas, usando 

citometría de ftujo con anticuerpos marcados con ftuorescencia u otros 

métodos de medición de células para diferenciar bacterias ingeridas y las 

adheridas durante los experimentos de fagocitosis. 

3. Utilizar un colorante de contraste como se hizo con el aislado ambiental en este 

estudio. 

4. Realizar estudios de fagocitosis con diferentes tipos de especies bacterianas 

(presas) para determinar cuál es la de mayor preferencia. 

5. Realizar estudios de fagocitosis con dos o más amebas diferentes aisladas del 

mismo ambiente para determinar cual ingiere más bacterias. 

6. Confrontar las amebas con otros protozoos bacterivoros para comparar tasas 

de alimentación. 

7. Determinar desde el punto de vista celular, los compartimientos que intervienen 

en la endocitosis de las amebas y determinar con exactitud el tiempo de 

"digestión". 
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ANEXOS 

Enumeración de amebas por dia. 

Aean/hamoeba eulberlsoni 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 

hematocitómetro usando un tubo de ensayo por dia. Se cuantificaron los trofozoitos 

desde el tiempo O (contenidos en la alícuota inicial de cultivo) hasta el día 4 por 

triplicado (Apéndice a). 

Los trofozoítos de la cepa aislada del ambiente fueron cultivados bajo las mismas 

condiciones a las que serían sometidos, para lo cual los trofozoítos de Aeanlhamoeba 

sp. fueron cultivados axénicamente en 1 mi de PGY por pozo de una placa de cultivo 

(12 pozos) a 30' C durante 3 días (Apéndice b). Los trofozoltos fueron cuantificados 

bajo microscopía de fluorescencia al filtrar 1.0 mi del cultivo a través de una 

membrana negra de policarbonato (tamaño de poro 2.0 flm) e incubados con DAPI. 

Esta técnica fue seguida, ya que ofreció mayor rapidez al realizarse simultáneamente 

con los ensayos para medir fagocitosis. 

Marcaje de Enterobacter aerogenes. 

Un cultivo de En/erobae/er aerogenes en fase exponencial media o tardía 

(previamente determinada en una curva de crecimiento de la enterobacteria) fue 

marcado con DTAF. Para esto, el stock bacteriano (10 8 bac mr') fue concentrado por 

centrifugación (10.000 9 10 min") y el botón obtenido fue resuspendido en 10 mi de 

Na,HPO, 0.05 mol 1" en solución de NaCI al 0.85% (ajustada a pH 9). 

Inmediatamente fueron adicionados 2 mg de (5-(4,6-dichlorotriazina-2il) 

aminofluoresceina) (DTAF). Esta suspensión fue incubada a 60'C durante 2h. 

Posteriormente, la suspensión fue sometida a tres lavados con PBS y solución de 
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polifosfato (Na,P40,) (0.02 M) en solución de NaCI 0.85%. El botón resultante fue 

homogeneizado por agitación manual. Alícuotas de esta suspensión de 400 y 700 ~I 

fueron congeladas en tubos cónicos de microcentrifuga (1.5 mi) a -20·C hasta su uso 

(Sherr el al., 1987). 

Enumeración de las bacterias. 

Cien microlilitros del slock de las bacterias marcadas fue diluido en 900 ~I del 

amortiguador de fosfato (pH 7.0) Y filtrado a través de una membrana de 

policarbonato negra (tamaño de poro 0.25 ~m). Las membranas montadas fueron 

observadas al microscopio de epifluorescencia para su conteo a un aumento de 1250 

x (Sherr el al. 1987). 

Cultivo de Acanthamoeba culbertsoni. 

Los trofozoítos 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 9 en 200 mi de 

agua destilada) con 28 ~I mi" de una solución de Estreptomicina-Penicilina (10.000 

unidades de penicilina G (sal de Sodio) y 1 0.000 ~g de sulfato de estreptomicina en 

solución salina 0.85%) durante 2 ó 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 antibióticos en cajas de cultivos con 12 pozos (5 mi cada uno) durante 2 días a 30 

·C. 

pas para amebas. 

Na,HP04 (1.5 g); KH,P04 (0.9 g) en agua destilada (1000 mi). 

Solución Azul Tripano y Azida de Sodio. 
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2 mg mr' de azul tripano y 2 mg mr' de azida de sodio en Na,HP04 (15 Ilmol. L", 

pH 7.2) 

Cálculos. 

La tasa de fagocitosis de bacterias fue calculada dividiendo el número de bacterias 

ingeridas por ameba entre el tiempo y la tasa de formación de vacuolas fue calculada 

dividiendo el número de vacuolas por ameba entre el tiempo. Ambos cálculos están 

basados en Sherr el al. (1987) y Fechel (1986). 
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Curva de crecimiento de A. culbertsoni y Acanthamoeba sp a. Crecimiento de A. 
culberlsoni a partir del dia O hasta el dia 4 (contajes de amebas transformados en 
logaritmos en base 10). b. Crecimimiento de Acanlhamoeba sp. desde el dia O hasta el 
día 2. Log10: Logaritmo en base 10 del número de amebas ,por mi. Num ame_mI:1: 
Número de amebas por mI. n = 3 .. 
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GLOSARIO 

Endocitosis. Proceso que incluye la entrada via receptores de particulas hasta el 
proceso de fusión del fagosoma que contiene la particula con el lisosoma, 
muchos protozoólogos, lo relacionan con la digestión de las particulas. Sin 
embargo, los biólogos 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 unión 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 vesículas unidas a membrana, las 
cuales se fusionan con la membrana plasmática liberando su contenido fuera 
de la célula. En el caso de algunos protozoos, la expulsión del contenido de 
viejos lisosomas o vacuolas digestivas ocurre a través de este proceso. 

Fagocítosis. Introducción de partículas grandes y microorganismos dentro de 
grandes vesículas que posteriormente madura a fagolisosoma. 

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

Incubación: En este estudio se refiere al período de tiempo en el cual la bacteria 
(presa) interacciona con la ameba. 

Lectina. Grupo muy diverso de sacáridos que se unen a proteínas. En este caso las 
lectinas están asociadas a adhesinas presentes en la superficie de los 
microorganismos, tales como bacterias o levaduras. 

Miosina. Protelnas que se unen al citoesqueleto, específicamente a actina. 

Receptor: Proteínas que unen otras proteínas u otro tipo de molécula. 

Simbiosoma. Orgánulo celular envuelto en membrana que contiene las bacterias 
simbiontes en ciertas especies del género Acanlhamoeba. También se le llama, 
vacuolas parasitóforas, vacuolas perialgales y vesículas portadoras de 
bacterias. 

Receptor de lectina. Proteínas 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. 

ESTA TESIS NO SALE 
DE LA BIBUOTECA 
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Tasa de fagocitosis. Relación que existe entre la cantidad de bacterias ingeridas por 
tiempo en función de la concentración de bacterias o particulas en el medio 
(tasa de ingesta). 

Tasa de formación de vacuolas. Relación entre el número de vacuo las formadas 
durante la fagocitosis por tiempo en función de la concentración y el tamaño de 
las particulas. 

Tirosina cinasa. Proteína que durante la fagocitosis juega un papel importante al 
activarse por fosforilación. Esta se relaciona con la cascada de señales de 
traducción que finalmente provocan la polimerización del la actina y por ende la 
formación de los pseudópodos. 
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