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RESUMEN. Las amebas de vida libre (AVL) habitan una amplia gama de ambientes. Los
géneros de amebas desnudas que mas se reportan en los estudios sobre protozoarios del
suelo son: Naegleria, Hartmannella, Vahlkampfia y Acanthamoeba. Las AVL son capaces de
establecer relaciones simbiéticas con otros microorganismos. El caso mds comin vy
estudiado es el de Legionella, aunque se han identificado otras especies de bacterias
endosimbiontes de AVL, tales como: Pseudomonas, Chlamydia, y Rickettsia. En este
estudio, se propuso determinar la riqueza de especies de amebas desnudas presentes en
un suelo desnudo conservado de la cuenca baja del Rio Salado de Zapotitlin de las
Salinas, Puebla. Al mismo tiempo, se propuso determinar la presencia de bacterias
endosimbiontes de AVL, para describir el tipo de endosimbiosis que presentan, determinar
su especie por métodos de cultivo, morfolégicos, bioquimicos y moleculares. Por ultimo,
se propuso intentar determinar las posibles causas de la endosimbiosis en los suelos
desnudos conservados de los ambientes semidridos y su importancia ecolégica. Hasta el
momento, se han identificado varias especies de Acanthamoeba y una especie de
Echinamoeba. Ademas, se han detectado 2 diferentes tipos de bacterias endosimbiontes,
ambas con morfologia colonial semejante a la de Legionella sp., pero con coloracién
ligeramente diferente entre ellas. También se detect6 la presencia de DNA plasmidico en
ambas cepas de bacterias, lo que sugiere la evaluacién de fenotipos relacionados con la
endosimbiosis bacteriana a las amebas.

PALABRAS CIAVE: Amebas de vida libre o AVL, endosimbiosis, Legionella, ambientes
semiaridos..

INTRODUCCION

El suelo es un sistema altamente dindmico, en donde se lleva a cabo la actividad bioldgica y el
ciclamiento de los nutrientes, manteniendo a los ecosistemas terrestres. Aun en el suelo seco de los
desiertos, donde el agua no esta disponible, la humedad relativa de la atmésfera del suelo es mas alta
que la del aire circundante, haciendo posible la sobrevivencia de esporas, quistes, y otras estructuras de
resistencia por largos periodos de tiempo (1).

Las amebas de vida libre (AVL) habitan en una amplia gama de ambientes muy diversos, sin
embargo su estudio es complejo, debido a su tamano y la escala de los ecosistemas. Las AVL estan
distribuidas mundialmente, pero la composicién de especies especificas de un sitio particular depende
grandemente del entorno en el que éstas se encuentran, cémo arribaron, en qué estado fisiol6gico
ingresaron, las condiciones fisicas y quimicas del terreno y, como depredadores, la calidad del alimento
del terreno (1).



El esparcimiento de cualquier especie depende de su capacidad para sobrevivir bajo condiciones
adversas. Las AVL han desarrollado dos estrategias principales: la primera es formando quistes y la
segunda es produciendo pequefios y mas numerosos organismos para la bisqueda de alimento. Lo
dltimo puede observarse en especies que no forman quistes, tales como algunas amebas de los géneros
Mayorella y Amoeba, y permite a las especies el tomar ventaja del acumulamiento temporal de alimento
en ambientes de mosaico. Sin embargo, estos organismos pueden perecer en un tiempo relativamente
corto si no encuentran alimento. Las AVL formadoras de quistes pueden sobrevivir mayores periodos de
escasez de alimento, sin embargo, no pueden tomar ventaja de los ambientes de mosaico hasta que la
cantidad de alimento sea suficiente para activar los procesos de exquistamiento (1).

Se ha pensado que las amebas desnudas (Gymnamoeba) juegan un rol menor, basdndose en su
cantidad en el suelo, la cual raramente sobrepasa de 2x10° amebas por metro cuadrado. Aunque tal
vez representen hasta el 50% del numero total de protozoarios en ambientes edaficos. El alto numero de
AVL en los sistemas terrestres, comparados con los acudticos, puede ser explicado por algunas
caracteristicas amebianas, tales como su movimiento flexible en superficies particuladas, lo que les
permite alimentarse de colonias bacterianas que crecen en los agregados del suelo. También, la carencia
de estructuras rigidas les permite moverse y alimentarse en las pequenas peliculas que rodean a los
agregados del suelo, aun en los poros del suelo de 2 um donde la mayoria de los flagelados y ciliados no
buscan presa debido a su rigidez celular. Estas caracteristicas hacen a las AVL los mas importantes
depredadores de bacterias en el suelo (1).

Los estudios microbiolégicos del suelo han dedicado poca o ninguna atencién a las amebas
desnudas, a las interacciones entre ellas y con los hongos, bacterias y algas. Aun cuando las AVL no son
los Gnicos depredadores en los suelos, estas han sido reconocidas como los controladores principales del
crecimiento poblacional bacteriano, debido a su rdpida respuesta a los incrementos bacterianos. Como
un grupo, las AVL pueden alimentarse de bacterias, hongos, algas y otros protozoarios, incluyendo a
otras amebas. Sin embargo, los estudios sobre amebas desnudas estin mayormente enfocados al
consumo de bacterias. Se ha reportado que las bacterias no pigmentadas pueden apoyar el crecimiento
de las amebas, mientras algunas especies son utilizadas Gnicamente en casos de emergencia y las
bacterias pigmentadas son usualmente inconsumibles, debido a la presencia de compuestos txicos para
las amebas (2).

Los géneros de amebas desnudas que mas se reportan en los estudios sobre protozoarios del suelo
son: Naegleria, Hartmannella, Vahlkampfia y Acanthamoeba. Esto puede explicarse por la falta de énfasis
en las AVL durante la primer mitad del siglo XX, y por el incremento de interés en las amebas patégenas
para el ser humano, después del descubrimiento de la meningoencefalitis amebiana primaria. Su
importancia ecolégica puede haber sido menospreciada debido a la carencia de informacién sobre su
diversidad, abundancia y preferencia de presas (2).

Las amebas estan descritas como un grupo de organismos que ingieren células completas
(principalmente bacterias) como su sustrato principal. Dependen de compuestos especificos presentes en
sus especies presa como factores de crecimiento y requieren una dieta balanceada de aminoécidos y
otras sustancias importantes. Sus sistemas de transporte y permeabilidad estan bien desarrollados para
sobrevivir en ambientes con fuentes reducidas de carbono y nitrégeno; usualmente tienen dietas muy
flexibles (1).

Las AVL son capaces de establecer relaciones simbiéticas con otros microorganismos. Se han
observado bacterias, bacteroides, virus, viriones, y mixoplasmas dentro del citoplasma amebiano, pero su
estudio ha sido escaso y limitado. Estas relaciones pueden llevar a la ameba a la muerte debido a la
proliferacién de microorganismos en su interior, o a tener una mejor oportunidad de sobrevivir. En
algunas ocasiones, los endosimbiontes ocasionan que las amebas crezcan mejor en cultivos axénicos,
cuando ha sido imposible cultivarlos libres de las amebas. Por ejemplo, Acanthamoeba castellanii puede
dar abrigo a la bacteria Legionella pneumophila, que es causante de la “enfermedad de los Legionarios” y
de la menos severa fiebre de Pontiac. La Legionella en realidad habita dentro de la ameba sin ser
digerida (1). L. pneumophila llega a reproducirse en el interior de las amebas, pero se vuelve no
cultivable cuando se aisla de la célula hospedera y se cultiva en el laboratorio (3); esto debido a que las
amebas le proporcionan un ambiente mas favorable que el de los medios de cultivo convencionales. Sin



embargo, esta puede ser reactivada al ser introducida nuevamente en A. castellanii (4). Puede ser que la
ameba provea factores de crecimiento para que Legionella sobreviva; la bacteria puede crecer a bajo pH
dentro del citoplasma y vacuolas digestivas del protozoario (1).

Se cree que la mayorfa de los protozoarios sirven como células hospederas para la replicacion
intracelular de ciertas especies de Legionella (5). En los Gltimos afios se ha incrementado el numero de
estudios in vitro, que documentan la ecologia y patogenicidad por multiplicacion intracelular de algunas
especies de Legionella en AVL (6), tales como Acanthamoeba sp., Naegleria sp. y Hartmannella sp. (5, 7,
8, 9); ademds de otros protozoarios, tales como Tetrahymena sp. (10). Cabe destacar que a L.
pneumophila se le ha considerado como patégena, no solo para las células humanas sino también para
las amebas, debido a que estas se lisan como resultado de la replicacién intracelular de la bacteria (5),
una vez que ésta logra atravesar la membrana de las vacuolas digestivas y ha penetrado en el citoplasma
de la ameba. También se ha estudiado la transmisibilidad de algunos endosimbiontes bacterianos entre
clones de especies de Acanthamoeba (11). En algunas especies de Legionella, se ha llevado a cabo la
multiplicacién extracelular en agar amortiguado de carbdn y extracto de levadura (agar BCYE); pero sin
éxito en una variedad de medios de cultivo convencionales (5). La mayoria de las especies de Legionella
estudiadas han sido aisladas del suelo, agua, sistemas de aire acondicionado y enfriamiento, regaderas y
pacientes con neumonia (3).

En 1993, se reportaron algunas especies no descritas de Legionella que también son patégenas
para las amebas de vida libre (5). Originalmente en 1991, se les dio el nombre de Sarcobium lyticum (3,
5), y posteriormente se describié este grupo como Legionella-Like Amoebal Pathogens (LLAP), debido a
su capacidad de multiplicarse en el citoplasma de las amebas y su dificultad para ser cultivadas en
medios disefiados para el crecimiento de Legionella sp.. Recientes analisis filogenéticos de la subunidad
16S del rRNA, sugirieron que estas bacterias pertenecen a la familia Legionellaceae, y que tal vez
representen 5 nuevas especies del genero Legionella. Recientemente, se propuso transferir a estas
bacterias al genero Legionella como Legionella lytica (5).

Cabe aclarar que se han identificado otras especies de bacterias endosimbiontes de AVL, tales
como: Pseudomonas, Chlamydia, y Rickettsia (12, 13); aunque el caso mas comun y estudiado es el de
Legionella.

JUSTIFICACION

Las AVL se han estudiado principalmente debido a que en algunas ocasiones causan
enfermedades humanas fatales. Desafortunadamente, la importancia ecoldgica de las AVL no ha sido
estudiada adecuadamente. Los primeros estudios sobre su presencia demostraron que son organismos
cosmopolitas, pero no se sabe realmente si las especies patégenas son capaces de desarrollarse en
cualquier lugar en el ambiente, ni sus tamafos poblacionales en la naturaleza. La presencia de las AVL
en la mayorfa de los ambientes nos permite establecer su importancia ecolégica como reguladores
naturales del crecimiento poblacional bacteriano. Se necesitan estudios para determinar la selectividad
de las presas, el valor nutricional de las presas, y las relaciones depredador-presa dentro del sistema
edéfico. La preferencia por ciertas presas y su valor nutricional puede ayudarnos a entender como estan
ensambladas las comunidades de AVL en el ambiente.

La alta frecuencia de endosimbiosis bacteriana con las AVL (sobre todo por especies de Legionella)
es de gran importancia, debido a que las amebas han actuado como un incubador evolucionario para la
emergencia de patégenos de macréfagos alveolares. El hecho de que las bacterias endosimbiontes
puedan lisar amebas y que exista la posibilidad de transmisién de estos entre diferentes especies de AVL,
significa que estas bacterias también controlan en cierto modo la estructura de las comunidades de
amebas en el ambiente.



OBJETIVOS

Objetivo General.
Determinar la riqueza de especies de amebas desnudas presentes en un suelo desnudo conservado de la
cuenca baja del Rio Salado de Zapotitlan de las Salinas, Puebla.

Objetivos Particulares.

e Determinar la presencia de bacterias endosimbiontes en las especies de amebas desnudas de un
suelo desnudo conservado y describir el tipo de endosimbiosis que presentan ambos organismos.

e Caracterizar a las bacterias endosimbiontes por métodos de cultivo, morfolégicos, bioquimicos y
moleculares, para poder determinar su especie.

e Determinar las causas de la endosimbiosis en los suelos desnudos conservados de los ambientes
semiaridos y su importancia ecoldgica.

MATERIALES Y METODOS

Descripcion del area de estudio.

La provincia floristica del Valle de Tehuacan-Cuicatldn pertenece a la regién xerofitica mexicana y se
localiza en la parte sureste del estado de Puebla y noroeste de Oaxaca, entre los 17°39" y 18°53’ de
latitud norte y los 96°55" y 97°44’ de longitud oeste, con una superficie aproximada de 10,000 km®.
Incluye varios valles, entre los que destacan Coxcatlan, Cuicatlan, Tehuacan, Tepelmeme y Zapotitlan,
asi como algunas barrancas y cafiones como Morelos, Tomellin, Rio Hondo, Rio Grande y Rio Salado,
separados por numerosas serranias. Los principales limites orogréficos del Valle son: al este y noreste la
Sierra Madre oriental, llamada localmente Sierra de Zongolica, al norte la serranfa de Tecamachalco y al
sur la Sierra Juarez. En la regién existe un clima semidrido, con temperatura alta y régimen de lluvias de
verano. Las condiciones de aridez existentes se deben al efecto de sombra orogréfica que produce la
Sierra Madre oriental (Sierras de Judrez y Zongolica) y a la desecacién paulatina de los mantos freaticos,
principalmente en el Valle de Zapotitlan. Geol6gicamente, el Valle presenta afloramientos de diferentes
edades y origenes, por lo que la regién es un mosaico heterogéneo de diferentes litologias que forman
parte de la provincia geolégica de Tlaxiaco. La zona centro-norte de Tehuacan presenta afloramientos
del Cretacico Medio y la regi6n centro-sureste de la zona, que comprende desde Tehuacén hasta la zona
de Teotitlan del Camino, presenta afloramientos del Precdmbrico, asi como del Jurasico Inferior Marino.
La franja comprendida por la Sierra de Judrez, que se encuentra al sur del valle de Tehuacdn-Cuicatldn
hasta Quiotepec, presenta afloramientos de rocas metamérficas del Paleozoico; en las partes mas bajas
afloran sedimentos del Terciario continental y del Cuaternario (14).

Muestreo del suelo desnudo conservado (SDC) y analisis fisicoquimicos.

El suelo fue colectado durante el trabajo de tesis de Licenciatura de Claudia Katia Reyes Quintanar en el
mes de Abril de 1999. Se muestrearon al azar varios puntos de suelo desnudo en una zona no
erosionada ubicada al sureste del Jardin Botanico de Zapotitlan de las Salinas, a una profundidad de 30
cm aproximadamente. Se mezclaron las muestras con el fin de que fueran representativas de la zona y
que los resultados del analisis microbiolégico dieran una vision general de la microbiota. El andlisis
fisicoquimico del suelo se realizd en el Laboratorio de Fertilidad de Suelos, del Colegio de
Postgraduados-IRENAT, con los métodos normalizados (14).

Aislamiento inicial de las AVL.

Se elabor6 extracto de suelo (ES) (se mezclan 100 g de SDC en 1 litro de agua destilada, se calienta en
bafio marfa por 2 horas a 70°C, después se filtra con papel periddico y se esteriliza por autoclave) para
igualar las condiciones fisiolégicas del suelo y poner a disposicién de los microorganismos de la muestra
todos los compuestos solubles en agua. Se colocé 1 g de SDC en 10 ml de ES, se agit6 en vortex y se
dejo reposar por 1 hora, después se deposité el sobrenadante en una caja petri con agar no nutritivo (15



g de agar/litro de H,0). Se inclind la caja y se dejé reposar por 2 horas y después se le recogié el exceso
de agua con una pipeta Pasteur. Se incubo por 3 dias a temperatura ambiente, y se hicieron
observaciones con ayuda de un microscopio invertido (Olympus CK2) a X100 y X200 aumentos, para
determinar la presencia de amebas.

Separacion de las especies de amebas.

Utilizando un capilar afilado con ayuda de un mechero, se recogié un solo quiste (seleccionandolo por
su morfologfa) y se traspasé a una caja petri con agar ES (15 g de agar/litro de ES). De este modo se
clonaron las cepas y se pudieron separar por género o especie las amebas. Los cultivos fueron
resembrados en nuevas cajas aproximadamente cada 2 semanas, seleccionando rectangulos de agar con
gran concentracion de trofozoitos y/o quistes, para asi mantenerlos en 6ptimas condiciones.

Observacién microscopica de las amebas.

Con ayuda del microscopio invertido, se buscaron en las cajas zonas con gran afluencia de amebas, las
cuales fueron marcadas con un plumén. Se prepararon varios portaobjetos con suspensiones de amebas,
colocando 3 gotas de ES en el drea marcada de cada caja y con ayuda de un asa de siembra se frotaba el
agar, procurando separar las amebas del mismo; al final, con ayuda de la misma asa, se traspasaba la
suspension de amebas a los portaobjetos y se colocaba un cubreobjetos. Se dejaron reposar las muestras
por 3 minutos, para que las amebas se adhirieran al portaobjetos y se almacenaron en una camara
himeda hasta su revisién. Las laminas se revisaron en un microscopio de contraste de fase (Nikon
Labophot-2 AFX-DX con una cdmara Nikon FX-35 DX) a X100, X400 y X1000 aumentos, para la
determinar la especie y la presencia de bacterias libres en el citoplasma de las amebas. Asimismo se
tomaron fotografias y video de las muestras.

Aislamiento de las bacterias endosimbiontes.

Se prepararon cajas petri con agar amortiguado de carbén y extracto de levadura (agar BCYE) a un pH
de 6.9 + 0.05 siguiendo la formula de Gerhardt et al. (15), omitiendo la adicién de L-cisteina y
Pirofosfato  Férrico  (Fe,(P,O,);), y sustituyendo el buffer ACES (acido N-2-acetamido-2-
aminoetanosulfonico) por buffer de Fosfatos de Sodio (Na,HPO, y NaH,PO,) a una concentracién de
0.055 M (16). De las cepas en las que se detectaron bacterias libres en el citoplasma de las amebas, se
selecciono un drea de la caja con gran afluencia de amebas y bacterias, y con ayuda de un asa de
siembra se recogié un pequeno inoculo, para resembrarlo en cajas con agar BCYE y otras con agar ES. Se
incubaron las cajas a 37°C, y se espero a que hubiera crecimiento de bacterias por un periodo de 3 a 7
dias. A los 4 dias se revisaron estas cajas, y se detecté la presencia de colonias de bacterias de 2
diferentes tipos, ambos con morfologfa colonial semejante a la de Legionella sp., pero con coloracién
ligeramente diferente entre ellas. Estas bacterias se etiquetaron como B1 y B2. Se les aplicaron diversas
pruebas para evaluar la posibilidad de que sean Legionella sp. y ademds se realiz6 un Miniprep para la
deteccién de DNA plasmidico en cada una de las cepas.

Tincion de Gram y evaluacion del tamano.

Con ayuda de un asa de siembra, se tomé por separado un pequefo inéculo de cada una de las
muestras de bacterias, se suspendié cada una en diferentes portaobjetos, a los cuales se les afadieron
previamente unas gotas de fijador de alcohol-formol (17), se secaron las muestras con ayuda de un
mechero. Se procedié a la tincion de Gram, extendiendo el tiempo de reaccién con safranina a 2
minutos (18). Se revisaron las muestras tefidas en campo claro en un microscopio de contraste de fase
(Nikon Alphaphot-2 YS2), a X100, X400 y X1000 aumentos. Estas observaciones también se utilizaron
para medir el tamafio aproximado de las bacterias de las muestras.

Evaluacion de la morfologia colonial y autofluorescencia.

Se revisaron las cajas de B1 y B2, con ayuda de un microscopio de diseccién (Carl-Zeiss 475002), a X 16
y x40 aumentos, iluminando por un lado con una ldmpara a un angulo de 10° aproximadamente (19),
para poder analizar la morfologia colonial y asi detectar la apariencia interior a vidrio esmerilado (18).



También se colocaron las cajas sobre un transiluminador de luz UV (UVP TM-20), para detectar la
autofluorescencia caracteristica de algunas especies de Legionella.

Evaluacion de la resistencia a antibioticos.
Con ayuda de un isopo estéril, se sembraron por separado y en masivo las bacterias B1 y B2 en cajas con
agar BCYE, y se colocaron sensidiscos para bacterias gramnegativas. A los 5 dias se revisaron los
antibiogramas y se registraron los resultados.

Extraccién de DNA plasmidico.

Se decidi6 determinar la presencia de plasmidos en ambas cepas de bacterias, como dato preliminar
para evaluar fenotipos relacionados con la endosimbiosis bacteriana a las amebas. Para extraer el DNA
plasmidico de B1 y B2 se utiliz6 el Miniprep Wizard Plus SV (Promega Corporation, Madison, WI,
E.U.A.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Después se corrié el DNA en un gel de agarosa a 100
V'y 94 mA por 2 horas, colocando duplicados de cada muestra a diferentes temperaturas (carril 1: B1 a
65°C; carril 2: B1 a temperatura ambiente; carril 3: marcador A Hind IlI; carril 4: B2 a temperatura
ambiente; carril 5: B2 a 65°C) para descartar la presencia de estructuras secundarias en el DNA
plasmidico en caso de detectarse. Se tomé foto del gel y se almaceno el resto de la muestra a 4°C.

RESULTADOS

Caracteristicas fisicoquimicas del SDC.
Los resultados del analisis fisicoquimico del suelo son reproducidos del trabajo de tesis de Licenciatura
de Claudia Katia Reyes Quintanar (14) y se presentan a continuacion en la Tabla 1:

Tabla 1. Resultados del andlisis fisicoquimico del SDC.
K Ca Textura‘

pH CE Materia Organica

1:2 1:5H,0 (%) D el L s Arena | Arcilla Limo Clasificacion Texturial
H,O (dS/m) Walkley-Black NpH 7 NpH7 (%) -
meq/100g | meq/100g
8.8 1.15 4.8 0.24 9 0.4 25.0 13 36 51 Arcilla
* Estimado.

Determinacion de las especies de AVL.

Se determind la especie de algunas de las cepas clonadas utilizando la clave de Page (20). Se identifico
una especie de Echinamoeba vy varias diferentes de Acanthamoeba, de las cuales se observaron dos cepas
que poseen bacterias endosimbiontes (las cuales se mueven con gran rapidez a través de todo el
citoplasma, no dentro de vacuolas digestivas), una es de Acanthamoeba culbertsoni y la otra no ha sido
determinada su especie.

Descripcion de las bacterias endosimbiontes aisladas de la cepas de Acanthamoeba.

Las bacterias etiquetadas como B1 y B2 lograron crecer en las cajas con agar BCYE, mientras que en las
cajas con agar ES no hubo crecimiento. Ambas cepas resultaron ser gramnegativas, y poseen un tamafno
promedio de 0.3 a 0.9 um de ancho y de 2 a 5 um de largo, ademas de que presentan forma de
cocobacilos cortos. En cuanto a la morfologia colonial en el medio de cultivo, no se detecto la apariencia
interna a vidrio esmerilado, sino que esta resulté ser bastante uniforme y brillosa. Las colonias no
presentaron autofluorescencia al ser expuestas a la luz UV. En cuanto a la resistencia a antibidticos, los
resultados se muestran en la Tabla 2:



Tabla 2. Inhibicion del crecimiento de las bacterias endosimbiontes por antibi6ticos.
Antibiético B1 B2
Cefalotina (30 mg) _ _

Trimetoprim-Sulfametoxazol (25 mg) - + (16 mm)

Cefotaxima (30 mg) — —

Ampicilina (10 mg) - + (16 mm)

Nitrofurantoina (300 mg) + (12 mm) -

Carbenicilina (100 mg) — _

Amikacina (30 mg) + (7 mm) + (9 mm)

Gentamicina (10 mg) + (5 mm) —

Cloranfenicol (30 mg) + (4 mm) + (4 mm)

Acido Nalidixico (30 mg) - _

Estreptomicina (10 mg) - _

Tetraciclina (30 mg) + (2 mm) —

Deteccion de DNA plasmidico en las bacterias endosimbiontes.

Tanto en el carril T como en el carril 2 (B1 a 65°C y B1 a temperatura ambiente; respectivamente) se
detectaron dos bandas de diferente peso molecular a las mismas distancias de migracién entre carriles.
En el carril 4 (B2 a temperatura ambiente) se observé una sola banda a la misma distancia que la banda
de peso molecular mas bajo de los carriles 1y 2. En el carril 5 (B2 a 65°C) se observaron nuevamente
dos bandas de diferente peso molecular similares a las de los carriles 1y 2 (Ver Foto 1).

Foto 1. Patrén electroforético del DNA plasmidico
extraido de las bacterias endosimbiontes B1 y B2.
Carril 1: B1 a 65°C; carril 2: B1 a temperatura
ambiente; carril 3: marcador A Hind IlIl; carril 4:
B2 a temperatura ambiente; carril 5: B2 a 65°C.



DISCUSION

El contenido de arcilla en el SDC beneficia el desarrollo de microorganismos del suelo debido a su
capacidad de retencién de agua, pero puede inmovilizar importantes cantidades de fésforo (P) (21). Una
de las funciones mas importantes de los microorganismos es transformar estos nutrimentos a formas
disponibles para su absorcion. Esto indica que en este suelo hay mayor disponibilidad de nutrimentos, en
consecuencia a la cantidad de microorganismos. Conforme el contenido de arcillas aumenta, la
capacidad de infiltracion disminuye, esto favorece la perdida del suelo por arrastre, especialmente en
condiciones de lluvia muy intensa (21), aunque este proceso también ocurre cuando el suelo cuenta con
escasa vegetacion (22). Los residuos orgdnicos en la superficie del suelo reducen el impacto de las gotas
de lluvia y favorecen la infiltracién lenta del agua. La escorrentia y la erosiéon se reducen, habiendo
mayor cantidad de agua aprovechable para el mejor desarrollo de los microorganismos en general. La
cantidad de materia organica se debe a la actividad de la microflora y microfauna del suelo. Entre la
microfauna del suelo se encuentran los protozoarios, estos contribuyen a mantener mayor mineralizacion
de la materia orgdnica, a través de la depredacién de bacterias (1).

En cuanto a las especies de AVL, los miembros del género Acanthamoeba constituyen una alta
proporcién de la riqueza de especies, tanto en ambientes perturbados como no perturbados (2). Cabe
destacar la presencia de Acanthamoeba culbertsoni, no solo por su importancia medica (ya que es una
especie patégena para el ser humano), sino para los objetivos de este estudio puesto que es portadora de
una de las cepas de bacterias endosimbiontes. Se requiere una mayor revisién de las demds cepas de
Acanthamoeba y la de Echinamoeba, tanto para determinar sus especies como para evaluar la presencia
de bacterias endosimbiontes.

La identificacion de bacterias endosimbiontes de amebas de vida libre se puede describir como:
la presencia de gran cantidad de bacterias de alta movilidad en el citoplasma, las cuales se mueven
independientemente de las corrientes citoplasméticas normales, producen un redondeamiento de los
trofozoitos, ademads de las perdida de la infraestructura celular, y al momento de producir la lisis, pueden
sobrevivir en el resto del citoplasma, aguardando el paso de una nueva ameba que infectar.

Se ha dicho que la replicacién intracelular de las especies de Legionella no depende de un solo
genero de amebas, ya que estas bacterias se pueden adaptar a las especies autéctonas de amebas (23). El
hecho de que estas bacterias no sean dependientes de L-cisteina lo podemos interpretar asi: la
dependencia de Legionella sp. a los aminodcidos para cumplir con sus requerimientos de carbono y
nitrégeno, sugiere que otros microorganismos proveen los nutrimentos esenciales para su crecimiento en
ambientes acudticos (9). Se ha comprobado que Flavobacterium breve y otras bacterias heterotroficas
promueven el crecimiento de Legionella sp. en medios deficientes de L-cisteina (9). En cuanto a este
estudio podemos decir, que si tomamos en cuenta que estas bacterias fueron aisladas de un cultivo de
amebas en agar ES, estas amebas pudieron proveer de los nutrientes necesarios para su crecimiento,
mientras que ambos organismos se adaptaban al cultivo in vitro con agar ES. Probablemente sea por esto
que las bacterias aisladas solo crecieron en agar BCYE y no en agar ES. Ademas, en este estudio no se
obtuvo un cultivo inicialmente puro, ya que al ser un aislamiento del ambiente, se presentaron
numerosos microorganismos de otros grupos, tales como hongos, micobacterias y bacterias de otras
especies, se logr6 la pureza de los cultivos hasta que se fueron separando las amebas por especie. Cabe
destacar que algunas especies de Legionella, como L. oakridgensis solo necesitan L-cisteina durante el
primer cultivo (18). Es bien sabido que la calidad en los medios de cultivo bacteriolégicos, tiene efecto
sobre de la morfologia colonial y el crecimiento de las bacterias de interés. Estudios realizados confirman
que la calidad del agar BCYE depende del tipo o marca de agar con el que se elabore (24). También se
ha comprobado que el buffer ACES provee un pH optimo para el crecimiento de Legionella sp., sin
producir la inhibicién causada por algunos amortiguadores inorganicos (16). Se ha evaluado la utilizacién
de otros amortiguadores organicos para la elaboraciéon del agar BCYE, tales como el MOPS (acido 3-n-
morfolino-propanosulfonico) 'y el MOPSO (acido  3-n-morfolino-2-hidroxipropanosulfonico),
encontrando que estos no alteran la calidad del medio de cultivo, en comparacién de aquel hecho con
buffer ACES (16). Para este estudio no se conté con alguno de estos buffers, por lo cual se recurri6é a un
buffer inorganico convencional, como lo es el buffer de fosfatos de sodio, al parecer éste no afecto en el



crecimiento de las bacterias aisladas, aunque tal vez a nivel de la morfologia interna de las colonias
(apariencia de vidrio esmerilado) si pudiera haber producido cambios. Para finalizar este aspecto, cabe
destacar que no todas las especies de Legionella crecen 6ptimamente en agar BCYE, esto depende de
gran forma a la calidad de los ingredientes utilizados para la elaboracién de este medio de cultivo (25).

El tamano y forma de las bacterias aisladas es representativo del género Legionella, ademas de ser
gramnegativas. La ausencia de autofluorescencia de los cultivos en agar BCYE, nos ayuda a descartar a las
siguientes especies: L. bozemanii, L. dumoffii, L. gormanii, L. wadsworthii, L. birminghamensis, L. anisa, L.
tucsonensis, L. cherrii, L. erythra, L. parisiensis, L. steigerwaltii, y L. rubrilucens (18); aunque valdria la
pena evaluar la calidad del medio de cultivo, ya que la autofluorescencia de las bacterias pudiera ser
dependiente de este.

La deteccién de dos bandas de diferente peso molecular en el patrén electroforético del DNA
plasmidico, pudiera indicar la presencia de estructuras secundarias en el DNA o la presencia de dos
plasmidos diferentes en las bacterias B1 y B2. Se debe linealizar este DNA para asi poder aseverar
cualquiera de estas dos hipétesis, ademds de agregar un control negativo en el corrimiento.

Estas bacterias son diferentes fenotipicamente en cuanto a su patrén de resistencia a antibiéticos,
lo cual pudiera deberse a la interaccién con las amebas, con otros microorganismos del suelo o a
presiones de seleccion diferentes.

Otros aspectos que pudieran ayudar identificar a estas bacterias como integrantes de la familia
Legionellaceae son los que siguen a continuacién. Se han aislado algunos bacilos gramnegativos que
poseen las caracteristicas de crecimiento y la morfologia colonial de las especies de Legionella en agar
BCYE, con la diferencia principal de que estos forman esporas y ademds son termofilicos; es decir, que
pueden desarrollarse a temperaturas mayores de 452C, mientras que las especies de Legionella no lo
hacen. El periodo extendido de incubacién utilizado para el aislamiento de especies de Legionella (3 a
21 dias), puede permitir el crecimiento de estos bacilos termofilicos a 35C, aunque su temperatura
6ptima es cercana a los 552C (26). Hasta el momento no se ha realizado esta prueba en las bacterias
endosimbiontes BT y B2. Tampoco se han realizado pruebas bioquimicas rutinarias para la identificacion
de especies de Legionella, tales como: serologia, licuefaccién de gelatina, motilidad del flagelo, hidrélisis
de hipurato, entre otras (18). Se recomienda la prueba de inmunofluorescencia directa, con el uso de
anticuerpos monoclonales especificos para ciertas especies de Legionella (18). Para la identificacion
taxonémica de los aislamientos de Legionella sp., se recomienda la utilizacién de transcriptasa inversa
para la secuenciacién y andlisis de la subunidad 16S del rRNA (27), o el método por PCR desarrollado
por Cloud et al. (28). Con este andlisis es posible comparar su homologia con otras especies de Legionella
ya estudiadas (3, 5, 27), para asi poder establecer su relacion filogenética con respecto a las demas
especies. Mediante un andlisis de este tipo, se podria saber con exactitud que tipo de bacteria es la que
se logré aislar, ya que pudiera tratarse de una especie endémica de Legionella, un LLAP, 6 incluso un
microorganismo endosimbionte no descrito anteriormente.
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