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AVANZADOS DEL INSTITUTO POLITÉCNICO NACIONAL 
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Resumen 
 

Las especies del género Acanthamoeba son amibas de vida libre causantes de 

enfermedades como la queratitis amibiana (QA) y encefalitis amibiana 

granulomatosa (EAG). Se pueden encontrar en distintos nichos como cuerpos de 

agua dulce, mar, suelos, equipos de lavado dental y estuches de lentes de contacto. 

En la naturaleza, estas amibas interactúan con diversos microorganismos 

controlando su población, incluyendo Escherichia coli. Sin embargo, el impacto que 

tienen las bacterias sobre la virulencia de Acanthamoeba castellanii no se conoce 

completamente. En el presente trabajo se establecieron co-cultivos de E. coli 

entero-hemorrágica (EHEC) ó E. coli HS (no-patógena) y A. castellanii con el fin de 

analizar los cambios en la virulencia amibiana. Los resultados obtenidos indicaron 

que las bacterias se internalizaron en las amibas a partir de las 3 h de co-interacción 

con una MOI de 100. Durante la internalización bacteriana se pudo observar tanto 

por microscopía confocal como por ensayos de exclusión con gentamicina.  

Bajo estas condiciones, se apreciaron cambios en los perfiles proteicos y en la 

actividad proteolítica de A. castellanii detectados mediante las técnicas de SDS-

PAGE y zimografía, respectivamente. Además, se presentaron cambios notables 

en la ultraestructura de las amibas que incluyeron la aparición de mitocondrias 

rodeadas por retículo endoplásmico rugoso y zonas de interacción electrón densas. 

De igual manera, la interacción entre A. castellanii y ambas bacterias generó en las 

primeras la pérdida de la adherencia a los pozos en lo que fueron sembrados y la 

reorganización del citoesqueleto de actina.  Por último, el efecto citopático de la 

amiba interaccionada con la bacteria se evaluó usando un modelo de córnea de 

hámster (Mesocricetus auratus). Los estudios histopatológicos sugirieron un 

aumento en la virulencia de A. castellanii como resultado de la interacción previa 

con EHEC, que puede repercutir en la severidad de la QA. Con base en los 

resultados obtenidos se concluyó que las interacciones de EHEC y E. coli HS 

resultaron en cambios tanto en la biología como en la virulencia de A. castellanii. 

Este presente trabajo representa el primer estudio en dónde se exploran las 

alteraciones producidas en A. castellanii a causa del co-cultivo con EHEC y E. coli 

HS.  
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Abstract 
 
Acanthamoeba spp. is a free-living amoeba that is widely distributed throughout the 

environment and can be found in several ecological niches such as salt and fresh 

water, soil, swimming pools, contact lens solutions, dialysis machines and dental 

treatment units. This microorganism is the causative agent of a sight threatening 

infection known as amoebic keratitis (AK) and granulomatous amoebic encephalitis 

(GAE), a fatal disease of the central nervous system that mainly affects 

immunocompromised individuals. In nature, Acanthamoeba spp. is known to 

interact with a plethora of microorganisms regulating several bacterial and fungi 

populations by phagocytosis. Little is known regarding the changes undergone by 

Acanthamoeba spp. once it has interacted with different microorganisms. In the 

present work, a co-culture between pathogenic Escherichia coli, EHEC or E. coli HS 

and A. castellanii was established. Results show that bacteria were internalized after 

3 h of interaction and several changes to the amoeba were observed. Co-cultivated  

A. castellanii presented a decrease in adhesion to culture wells but preserved their 

viability. Rearrangement of actin from the amoeba’s cytoskeleton was also 

observed. Additionally, ultrastructure studies revealed the presence of mitochondria 

surrounded by endoplasmic reticulum and electron dense areas in amoebas that 

were interacted with EHEC. Protein profiles and protease activity were also altered 

compared to amoebas that were not previously exposed to bacteria. To assess 

changes in the histopathology effect a hamster model (Mesocricetus auratus) was 

used. A drastic increase in tissue damage on hamster corneas was seen when A. 

castellanii was previously exposed to EHEC. This data suggests an increase of 

virulence in A. castellanii that has been co-cultivated with the pathogenic bacteria.  

Overall, it can be concluded that co-culturing A. castellanii with either E. coli HS or 

EHEC leads to marked changes in the amoeba’s biology and virulence. The effects 

could have an impact in the severity of AK produced by these microorganisms. To 

our knowledge, this is the first study in which changes in A. castellanii pathogenicity 

after interaction with EHEC was described. 
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1. Introducción 
 

1. 1 Generalidades del género Acanthamoeba 
 
Acanthamoeba se encuentra en el  reino de los protistas y, en el grupo de los 

Amoebozoa, dentro del cual también se encuentran los géneros Entamoeba, 

Hartmannella, y Balamuthia (Khan, 2006). Varios de los integrantes de este grupo, 

incluyendo Acanthamoeba spp., han sido reportados como patógenos para el 

humano (Trabelsi et al., 2012). La primera cepa de Acanthamoeba  se descubrió 

en un cultivo de Cryptococcus pararoseus en 1930 (Castellani, 1930). En el género 

Acanthamoeba se describen microorganismos que presentan características 

distintivas, como la presencia de proyecciones en forma de espina conocidas como 

acantópodos y la morfología de su quiste, la cual es característica  de este género 

por lo que se separan de los demás protozoarios (Köhsler et al., 2016).  

En la década de los 1970s se registraron los primeros casos de queratitis 

amibiana (QA) producida por Acanthamoeba spp. y poco después, en 1984 se 

estableció una correlación entre la infección y el uso de lentes de contacto 

(Naginton et al., 1974). En 1987 se describió por primera vez otra enfermedad 

causada por esta amiba conocida como encefalitis amibiana granulomatosa (EAG) 

la cual se presentó en un paciente con síndrome de inmunodeficiencia adquirida 

(Wiley et al., 1987). La EAG sólo ocurre en pacientes inmunocomprometidos 

mientras que la QA afecta principalmente a usuarios de lentes de contacto; por lo 

cual las especies del género Acanthamoeba se consideran oportunistas ya que las 

infecciones normalmente no ocurren en personas sanas (Tabla 1). Hasta la fecha 

se han descrito aproximadamente 300 casos de EAG en todo el mundo (Köhsler et 

al., 2016) y de 1-5 casos de QA por millón de usuarios de lentes de contacto al año 

(Carnt & Stapleton, 2016); Estas enfermedades han sido previamente estudiadas y 

los mecanismos de patogenicidad de Acathamoeba spp. son conocidos; sin 

embargo, los factores que contribuyen a la virulencia de la amiba permanecen 

parcialmente descritos.   
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Tabla 1: Ejemplos de infecciones por Acanthamoeba spp. en pacientes 
inmunocomprometidos 

 

 

 

Condición previa del 

paciente 

Tipo de infección Resultado 

SIDA Sinusitis Muerte por  

septicemia 

SIDA Infección cutánea y EAG Muerte por EAG 

SIDA EAG Muerte por EAG 

SIDA Otitis y EAG Muerte por EAG 

SIDA EAG Muerte por EAG 

SIDA EAG Muerte por EAG 

SIDA Sinusitis/Infección cutánea Muerte por EAG 

SIDA Infección cutánea y EAG Muerte por EAG 

SIDA Sinusitis/Infección cutánea 

y EAG 

Muerte por EAG 

SIDA Lesiones cutáneas Recuperación de la 

infección 

SIDA Lesiones cutáneas Muerte por EAG 

Trasplante renal Lesiones cutáneas Recuperación de la 

infección 

SIDA Sinusitis/Infección cutánea Muerte 

Trasplante de pulmón Infección cutánea Recuperación de la 

infección 

VIH positivo Sinusitis Recuperación de la 

infección 

(Modificada de Marciano-Cabral & Cabral, 2003) 
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1.1.1 Ciclo de vida 

Acanthamoeba sp. se puede encontrar en dos estadios distintos: trofozoíto y quiste 

(Figura 1). El estadio de trofozoíto es el metabólicamente activo y lleva a cabo 

procesos de fagocitosis, motilidad y división celular. Por otro lado, el quiste es la 

fase metabólicamente inactiva que se forma cuando hay una ausencia de nutrientes 

o condiciones adversas para el microorganismo. El quiste es resistente a los 

antibióticos generando una gran dificultad para tratar las infecciones causadas por 

la amiba ya que Acanthamoeba spp. puede enquistarse dentro del hospedero 

(Bowers & Korn, 1968; Bowers & Korn, 1969; Khan, 2006). En estudios recientes 

se ha reportado la sensibilidad del quiste de A. castellanii y dos aislados clínicos a 

diferentes agentes antimicrobianos con el fin de poder generar terapias más 

efectivas para tratar la QA. Entre los compuestos probados, el Vorinoconazol 

mostró una buena actividad amoebicida y evita la formación del quiste (Martín-

Navarro et al., 2013).   

Los trofozoítos de Acanthamoeba spp. miden aproximadamente 12-35 μm y 

contienen diferentes estructuras como lobopodios, acanthopodios y lamelas 

celulares. Los trofozoítos de Acanthamoeba spp. contienen organelos típicos de 

eucariontes como un complejo de Golgi, un retículo endoplásmico rugoso y liso, 

ribosomas, lisosomas, mitocondrias, una vacuola contráctil y un nucléolo denso con 

un núcleo prominente. Las mitocondrias de Acanthamoeba spp. normalmente se 

presentan en forma ovalada con cisternas. Además, en el citoplasma se pueden 

encontrar gotas lipídicas y reservas de polisacáridos (Bowers & Korn, 1968). Los 

trofozoítos se mueven a través de sus acantópodos que generan fuerzas de 

adhesión entre la amiba y la superficie donde se encuentra. También pueden 

transportarse de manera pasiva a través de superficies líquidas (Blair Bowers & 

Korn, 1968; Khan, 2006).   

El quiste mide aproximadamente 5-20 μm y consiste en una pared celular externa 

llamada ectoquite y una pared celular interna llamada endoquiste. Ambas paredes 

están conformadas por celulosa. Las dos paredes están separadas y sólo 

convergen en puntos conocidos como ostioles, los cuales. Los ostioles contienen a 

su vez una región llamada opérculo (Fouque et al., 2012). Este estadio también 



 13 

presenta un aumento en el número de lisosomas. Durante fases tempranas de 

enquistamiento las mitocondrias se caracterizan por presentar una estructura 

lamelar, misma que desaparece en fases tardías (después de 2 h). De igual 

manera, el quiste puede presentar gránulos electrón-densos y gotas lipídicas (B. 

Bowers & Korn, 1969; Khan, 2006).  

El proceso de enquistamiento ha sido previamente estudiado y puede ser 

inducido in vitro con el uso de distintos reactivos como catecolaminas, magnesio y 

taurina (Köhsler et al., 2008). En la naturaleza, las condiciones adversas que 

causan el enquistamiento incluyen falta de nutrientes y estrés osmótico. Se ha 

observado que durante el proceso de enquistamiento y en el estadio de quiste hay 

una disminución de macromoléculas como proteínas, glucógeno y RNA. De igual 

manera, se ha reportado una disminución en la masa citoplasmática del 80% debido 

a la pérdida de agua (Bowers & Korn, 1969). Además,  se han identificado varias 

proteasas que juegan un papel importante en este proceso, incluyendo una 

parecida a subtilisina y varias cisteín proteasas específicas del enquistamiento 

(Moon et al., 2008).  Se sugiere que Acanthamoeba spp. probablemente utiliza 

estas proteasas para degradar sus mitocondrias y así poder utilizar las 

Figura 1. Ciclo de vida de Acathamoeba spp. (CDC, 2012) 
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biomoléculas resultantes para la generación de las paredes que conforman el 

quiste. Estudios de la ultraestructura del quiste revelaron que durante el proceso de 

enquistamiento se forman vacuolas posiblemente conteniendo celulosa. Además 

se cree que al desenquistar parte de la pared es fagocitada por la amiba aunque 

los procesos bioquímicos que ocurren permanecen sin describir (Chávez-Munguía 

et al., 2005). Antes de la formación del quiste la actina filamentosa de A. castellanii 

se une a vesículas de pre-enquistamiento y la proteína estructural desaparece 

cuando la estructura del quiste está completamente formada. Al regresar a la forma 

de trofozoíto, nuevamente se observa la presencia de cúmulos de actina en el 

citoplasma (Chávez-Munguía et al., 2013).  

1.1.2 Distribución 

El género Acanthamoeba comprende aproximadamente 24 especies y puede ser 

clasificado dependiendo de sus características morfológicas en tres grupos 

(Lorenzo-Morales et al., 2015) (Figura 2 . Ejemplos de quistes en cada grupo morfológico 

de Acathamoeba spp. (Lorenzo-Morales et al., 2015) 

 

 

). El grupo I comprende especies que tienen quistes que oscilan entre los 16-30 m 

con endoquistes en forma de estrella y ectoquistes con forma lisa o rugosa. El grupo 

II tiene quistes de menos de 18 m con ectoquistes rugosos y endoquistes en forma 

poligonal, triangular, ovalado o redondo. Finalmente, el grupo III consiste en 

especies con quistes del mismo tamaño que el grupo II; sin embargo, se diferencian 

por cambios sutiles en la morfología. Por ejemplo, presentan un ectoquiste más 

delgado y ondulado con un endoquiste generalmente redondeado. Entre las 

especies principales del grupo I se encuentran Acanthamoeba astronyxis, 

Acanthamoeba comandoni y Acanthamoeba tubiashi. Las del grupo II comprenden 

a A. castellanii, Acanthamoeba polyphaga, Acanthamoeba ryhsodes y 

Acanthamoeba hatchetti; mientras que en el grupo III se encuentra Acanthamoeba 
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culbertsoni, Acanthamoeba royreba y Acanthamoeba lenticulata (Lorenzo-Morales 

et al., 2015).  

Desde su hallazgo, se han encontrado un gran número de cepas del género 

Acanthamoeba y recientemente se han clasificado en distintos genotipos basados 

en la secuencia de su subunidad ribosomal 18S (Fuerst et al., 2015).  Usando este 

criterio, se han descrito al menos 20 genotipos diferentes de Acanthamoeba 

clasificadas como T1-T20 (Fuerst et al., 2015). Cada genotipo difiere en su 

secuencia en al menos un 5% con respecto a las demás para ser considerada como 

un nuevo genotipo. El genotipo más abundante en casos de infecciones humanas 

es el T4, el cual puede causar QA, EAG e infecciones cutáneas (Köhsler et al., 

2016). 

1.1.3 Queratitis Amibiana  

La enfermedad más común causada por distintas amibas del género 

Acanthamoeba es la QA, frecuentemente causada por A. castellanii y A. polyphaga. 

Esta infección es caracterizada por un daño severo a la córnea, generando dolor y 

pérdida de la visión. La prevalencia aumenta en los usuarios de lentes de contacto, 

los cuales representan aproximadamente 80% de los casos de QA  (Radford et al., 

2002). La enfermedad es difícil de diagnosticar debido a que pocas veces se logra 

aislar a la amiba o puede ser diagnosticado de manera errónea como una infección 

causada por un microorganismo diferente, generalmente por bacterias o virus 

(Lorenzo-Morales et al., 2015; Panjwani, 2010). Algunos de los síntomas incluyen 

opacidad del stroma, escleritis, inflamación ocular y la presencia de un hipopión. La 

Grupo III  
 

Grupo II  
 

Grupo I  
 

Figura 3 . Ejemplos de quistes en cada grupo morfológico de Acathamoeba spp. (Lorenzo-
Morales et al., 2015) 
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manera más efectiva de diagnosticar esta enfermedad es a través de raspados 

corneales. Las muestras se cultivan en placas de agar enriquecidas con E. coli 

inactivadas por calor y se monitorean para determinar la presencia de trofozoítos y 

quistes (Carnt & Stapleton, 2016).   

Las especies virulentas de Acanthamoeba invaden la córnea, que es una 

estructura curvilínea cristalina avascular ubicada en la parte anterior del ojo. Está 

formada por el epitelio anterior que tiene un grosor de aproximadamente 50 m, la 

membrana de Bowman de 10 m de grueso, el estroma o sustancia propia de la 

córnea que mide 480-500 m de grueso, la membrana de Descemet o lámina 

limitante posterior de 8-10 m de grueso y por último el epitelio posterior o endotelio 

de 5 m de grueso. El epitelio corneal es plano y no queratinizado. Sus células 

externas contienen uniones de tipo Zonula occludens y están formadas por células 

alargadas, aladas y basales. La membrana de Bowman es la parte modificada más 

superficial de la sustancia propia de la córnea y está compuesta por colágeno de 

tipo I, III, V y VI. El estroma es la parte más gruesa de la córnea y contiene fibras 

de colágeno principalmente tipo I organizadas en lamelas. De igual manera 

contiene queratinocitos y glucosaminoglicanos. La membrana de Descemet está 

compuesta de colágeno tipo IV y laminina. Se ha reportado que la córnea provee 

aproximadamente dos tercios del poder refractivo del ojo (Navaratnam et al., 2015). 

El establecimiento de la infección por Acanthamoeba spp. está relacionado 

con un trauma en la córnea; sin embargo se ha reportado que en modelos animales 

puede haber internalización y daño del tejido sin la necesidad de una abrasión 

previa (Omaña-Molina et al., 2004). Durante el proceso de QA el microorganismo 

se adhiere al ojo por medio de lectinas que posee en su superficie y desencadena 

los demás mecanismos de patogenicidad entre los cuales destacan la fagocitosis, 

la inducción de apoptosis y la secreción de proteasas (Lorenzo-Morales et al., 

2015).  Una vez adherida, la amiba puede penetrar las subsecuentes capas de la 

córnea generando la destrucción del epitelio, para atravesar a la membrana de 

Bowman y degradar la colágena del stroma. En el stroma la amiba se puede adherir 

a las terminaciones nerviosas del ojo generando un gran dolor. En la mayoría de 

los casos la infección no penetra más allá de la membrana de Descemet; sin 
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embargo, la enfermedad puede ser tan grave que el paciente puede perder por 

completo la visión en el ojo afectado (Kuennen et al., 2010). 

1.1.4 Mecanismos de patogenicidad  

Existen distintos factores de virulencia en las cepas patógenas de Acanthamoeba 

spp. y principalmente consisten en adhesión, secreción de proteasas y fagocitosis 

(Lorenzo-Morales et al., 2015). Las amibas del género Acanthamoeba que pueden 

producir daño, cuentan con distintas lectinas en la superficie de sus acantópodos 

que le permiten mediar el proceso de adhesión entre ella y la célula blanco. Estos 

receptores de superficie anclan distintos residuos de la célula al citoesqueleto de la 

amiba (Garate et al., 2005). La lectina más estudiada de A. castellanii es la proteína 

de unión a manosa (MBP) la cual reconoce residuos de este carbohidrato en la 

superficie de la córnea y de otras células. Esta proteína pesa 400 kDa y consiste 

en subunidades de 130 kDa (Garate et al., 2006). Además, contiene un dominio 

citoplasmático con varios sitios de fosforilación putativos que pueden activar 

distintas vías de señalización generando en cambios en el movimiento y la forma 

de la amiba (Garate et al., 2005).   

Se especula que existen otras lectinas involucradas en el proceso de 

adhesión entre las cuales se encuentra una proteína de 207 kDa que al ser inhibida 

por un anticuerpo policlonal bloquea la adhesión a células de epitelio corneal 

(Kennett et al., 1999). Así mismo, se han reportado 16 glicoproteínas con residuos 

de manosa y 8 glicoproteínas con residuos de N-acetil glucosamina relacionadas 

con el evento de adhesión en A. castellanii (Soto-Arredondo et al., 2014). 

Acanthamoeba healyi y A. culbertsoni también contienen algunas proteínas que le 

permiten unirse a otros componentes de la matriz extracelular, como laminina, 

colágeno tipo IV y fibronectina (Hong et al., 2004; Rocha-Azevedo et al., 2010). Sin 

embargo, hasta la fecha solamente la MPB ha sido asociada directamente con la 

virulencia amibiana.  

La adhesión es crucial para desencadenar los demás efectos citopáticos ya 

que genera la activación de una serina proteasa de 133 kDa conocida como la 

proteína inducida por manosa (MIP-133) (Hurt et al., 2003a). Esta proteína se 
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encuentra sobre-expresada en distintas cepas virulentas de las especies del género 

Acanthamoeba (Hurt et al., 2003b) y activa metaloproteasas expresadas en las 

células corneales como MMP-2 y MMP-3 que exacerban la QA (Alizadeh et al., 

2008). Además, MIP-133 degrada proteínas de la matriz extracelular de la córnea 

como colágeno tipo I y IV e induce apoptosis a través de la vía dependiente de la 

caspasa 3  (Hurt et al., 2003a).  

Además de la MIP-133, la proteasa amibiana conocida como el activador de 

plasminógeno (aPa) también contribuye al efecto citopático (Mitra et al., 1995).  El 

activador aPA ha sido detectado en las cepas patógenas A. castellanii, A. 

culbertsoni, A. polyphaga y A. rhysodes (Alizadeh et al., 2007). La proteína escinde 

a una proteína presente en la córnea llamada plasminógeno y la convierte en 

plasmina. A su vez, la plasmina puede activar a más proteasas como PAR 1, 2, 3, 

y 4 las cuales degradan la matriz extracelular del hospedero (Alizadeh et al., 

2007) (Figura 3 Mecanismos de patogenicidad de Acanthamoeba spp. (Clarke & Niederkorn, 

2006). 

).  
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Un mecanismo citopático adicional es la liberación del ADP por medio de 

ATPasas. Se ha reportado que existe un aumento en el calcio citosólico de las 

células epiteliales expuestas a ADP, lo cual activa la caspasa-3 e induce a 

apoptosis. De igual manera, cuando las ATPasas de Acanthamoeba spp. 

provenientes de aislados clínicos son inhibidas por suramina, su efecto citopático 

disminuye (Sissons et al., 2004). El proceso de fagocitosis también es considerado 

un factor de virulencia ya que se ha visto la internalización de las células del 

huésped por la amiba. Este fenómeno ha sido previamente estudiado en córneas 

de hámster (Mesocricetus auratus) (Omaña-Molina et al., 2004). Acanthamoeba 

castellanii fagocita fragmentos de células y se ha descrito que el proceso es 

mediado por un rearreglo de su citoesqueleto de actina (Alsam et al., 2005).  

1.1.5 Tratamiento 

El tratamiento para la infección por las amibas del género Acanthamoeba spp. y su 

efectividad dependen de un diagnóstico certero y oportuno ya que en muchos casos 

Figura 4 Mecanismos de patogenicidad de Acanthamoeba spp. (Clarke & Niederkorn, 
2006). 
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la infección se confunde por una queratitis bacteriana y se trata con medicamentos 

inadecuados, permitiendo la progresión de la enfermedad (Szentmáry et al., 2019). 

Hasta la fecha no existe ningún fármaco que sea exitoso en tratar la QA y uno de 

los problemas más grandes para el tratamiento eficaz es la formación de quistes 

los cuales son resistentes a la mayoría de los compuestos usados (Huang et al., 

2017). Normalmente, los cuadros de QA se tratan con agentes antimicrobianos 

como el polyhidroximetil-biguanida (0.02-0.06%) y el clorohexadieno (0.02-0.2%) 

(Clarke et al., 2012). Sin embargo, estos compuestos también son tóxicos para el 

ojo así que se deben administrar con cautela y por tiempos reducidos. El tratamiento 

se puede complementar con esteroides para tratar de disminuir la inflamación 

asociada con la infección, sin embargo, el uso de estos medicamentos se evita ya 

que suprimen la respuesta inmunológica del paciente (Lorenzo-Morales et al., 

2015). Si la córnea presenta un daño grave, puede ser necesaria una intervención 

quirúrgica para removerla y evitar que la infección se extienda al sistema nervioso 

central (Kuennen et al., 2010). En la actualidad un reto en la investigación es la 

búsqueda de algún fármaco que sirva como terapia efectiva para la QA y poder 

evitar la pérdida de la visión en los pacientes infectados.  

 

 

 

1.1.6 Proceso de fagocitosis 

Acanthamoeba spp. utiliza distintos mecanismos para fagocitar a las bacterias con 

las que se encuentra en su nicho ecológico. Se ha reportado que el mecanismo 

depende de la naturaleza de lo que está siendo internalizado. Por ejemplo, se ha 

encontrado que E. coli y Klebsiella aerogenes son fagocitadas con más facilidad 

que otras especies bacterianas (Pickup et al., 2007). También se ha reportado que 

Acanthamoeba spp. puede ingerir perlas de silica, carbono y látex (Bowers & 

Olszewski, 1983; Korn, 1967). El proceso puede durar tan poco como 40 segundos 

y cataliza un metabolismo oxidativo similar al del estallido respiratorio de los 

neutrófilos (Brooks & Schneider, 1985).    
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Para fagocitar la amiba rodea la partícula con su membrana e internaliza 

pedazos de la bacteria o célula. Posteriormente se crean vacuolas cuyo pH se 

acidifica hasta que el material internalizado es destruido. Se ha observado que el 

proceso es dependiente de una remodelación del citoesqueleto de actina ya que se 

ha observado que la citocalasina D inhibe este proceso de fagocitosis (Lorenzo-

Morales et al., 2015).  

Además, se cree que el mecanismo también es mediado en parte por 

cinasas de Rho ya que la incubación con el fármaco Y27632 inhibe parcialmente la 

fagocitosis (Alsam et al., 2005). Otros fármacos que inhiben la fagocitosis en A. 

castellanii incluyen el inhibidor de tirosina cinasa, Genisteína y el inhibidor de 

fosfatidil-inositol cinasa, LY294002 (Alsam et al., 2005).  Sin embargo, el 

mecanismo molecular específico que de la fagocitosis no es del todo conocido.  

1.1.7 Transporte de bacterias por parte de Acanthamoeba spp. 

Debido a que las amibas del género Acanthamoeba son ubicuas en la naturaleza, 

interactúan con una gran variedad de microorganismos, principalmente bacteriasm 

algunas de las cuales pueden sobrevivir dentro de la amiba por distintos periodos 

de tiempo y cierto tipo perduran lo suficiente para ser transportadas y diseminadas 

causando la propagación de enfermedades (Guimaraes et al., 2016). Tales 

relaciones por su carácter transitorio no se consideran de endosimbiosis sino que 

se denominan endocitobiontes (Balczun & Scheid, 2017).  

Las interacciones amiba-bacteria pueden ser estudiadas de distintas 

maneras. Se han realizado co-cultivos en donde se visualiza al microorganismo 

internalizado y su desarrollo dentro de la amiba puede ser evaluado in vitro (Bui et 

al., 2012). Por otro lado, también se han analizado estas relaciones usando aislados 

clínicos de amibas provenientes de distintos sitios. En este caso las bacterias 

internalizadas son identificadas por medio de técnicas de biología molecular como 

secuenciación de la subunidad 16S ribosomal (Iovieno et al., 2010).  

Existen beneficios atribuidos a los microorganismos capaces de sobrevivir a 

la fagocitosis amibiana ya que al encontrarse dentro ella, son protegidos de las 

condiciones adversas externas como la cloración del agua, microbicidas y cambios 
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bruscos de temperatura (Balczun & Scheid, 2017; King et al., 1988; Scheid, 2014).  

Posterior al resguardo las bacterias pueden egresar íntegras de la amiba. Debido a 

esto, algunos autores han calificado a Acanthamoeba spp. como un “caballo de 

troya” para estos microorganismos (Guimaraes et al., 2016) .    

Adicionalmente, se ha especulado que la capacidad de las bacterias de 

sobrevivir dentro de A. castellanii y de otras amibas de vida libre fue generada por 

una presión de selección en el nicho ecológico (Scheid, 2014). Los 

microorganismos resistentes a amibas resultantes son más aptos para evadir los 

procesos de fagocitosis incluyendo los de las células del sistema inmune, 

generando cepas más virulentas. Por lo tanto, la relación entre bacteria-amiba 

resulta de alta importancia médica (Scheid, 2014).  

Los cambios y requerimientos necesarios para que un microorganismo 

pueda sobrevivir dentro de A. castellanii y A. polyphaga han sido ampliamente 

estudiados (Guimaraes et al., 2016). Sin embargo, el efecto de esta relación sobre 

la amiba aún permanece sin entenderse por completo. Se ha reportado que 

aislados clínicos de Acanthamoeba spp. (cepas no tipificadas) tomados de 

pacientes con QA pueden contener bacterias internalizadas  (Iovieno et al., 2010). 

En el mismo estudio se evaluó el efecto citopático de los aislados y se determinó 

que las amibas que contenían microorganismos generaban un mayor efecto 

citopático sobre los cultivos celulares epiteliales (Iovieno et al., 2010). Debido a 

esto, se cree que algunos endocitobiontes podrían aumentar la virulencia de 

Acanthamoeba spp. Sin embargo, este efecto es dependiente del tipo de 

microorganismo internalizado, por lo tanto, se requieren más estudios para 

confirmar estos datos.  

1.1.8  Relaciones entre Acanthamoeba spp. y bacterias 

Actualmente se estima que aproximadamente 25% de los aislados de 

Acanthamoeba spp. contienen bacterias; así mismo, se han identificado más de 

100 microrganismos patógenos para el humano capaces de sobrevivir dentro de 

distintas especies amibianas (Greub & Raoult, 2004). Una de las primeras bacterias 

que se encontraron dentro de A. castellanii, A. polyphaga y  Acanthamoeba sp. fue 
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Legionella pneumophila (Rowbotham, 1980), ya que la relación entre esta bacteria 

con A. castellanii y A. polyphaga ha sido ampliamente estudiada, se han 

caracterizado algunos mecanismos relacionados con su entrada, sobrevivencia y 

liberación dentro de la amiba (Bozue & Johnson, 1996, Isberg et al., 2009, King et 

al., 1988).  

L. pneumophila ingresa a A. castellanii por medio de endocitosis causando 

re-arreglos en el citoesqueleto amibiano. A. castellanii puede extender sus 

acantópodos y rodear a la bacteria en un mecanismo conocido como “coiling” 

(Bozue & Johnson, 1996) de manera similar a la fagocitosis de L. pnuemophila por 

macrófagos (Segal & Shuman, 1999). Una vez internalizada, la bacteria evita su 

degradación por medio de la producción de efectores que son insertados al citosol 

amibiana a través del sistema de secreción tipo IV (Isberg et al., 2009). Estos 

efectores evitan la unión de bombas de protones a las vacuolas que acidifican el 

ambiente intracelular impidiendo la disminución del pH y la degradación bacteriana 

(Isberg et al., 2009). L. pneumophila, puede sobrevivir dentro de A. castellanii a 

concentraciones altas de biocidas (King et al., 1988) y es liberada mediante dos 

vías; la primera consiste en el egreso causado por la lisis amibiana, mientras que 

la segunda vía implica la generación de vesículas producidas por A. castellanii 

conteniendo a L. pneumophila las cuales la transportan y protegen a la bacteria. De 

esta manera la bacteria es diseminada a través del ambiente, propagando la 

enfermedad del Legionario.   

Otra bacteria comúnmente reportada que sobrevive dentro de A. castellanii 

es Listeria monocytogenes (Ly & Müller, 1990). Se ha observado que este 

microorganismo sobrevive hasta 8 días en co-cultivo dentro de la amiba; no 

obstante, conforme continúa el cultivo y las amibas empiezan a enquistar las 

bacterias viables disminuyen hasta desaparecer (Schuppler, 2014). En este caso, 

parece que los factores de virulencia de la bacteria no contribuyen a la 

sobrevivencia dentro de la amiba ya que no se encontraron diferencias entre cepas 

patógenas y no patógenas (Schuppler, 2014). Aunque existen varios estudios que 

reportan la sobrevivencia de cepas de L. monocytogenes en A. castellanii y A. 

polyphaga, también hay algunos que reportan la muerte de la bacteria a causa de 
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la fagocitosis amibiana (Zhou et al., 2007); por lo que la permanencia de la bacteria 

dentro de la A. castellanii continua sin confirmarse y probablemente pueda 

depender de ciertas condiciones de temperatura y pH aún no completamente 

entendidas (Schuppler, 2014). 

De igual manera, tanto la sobrevivencia intracelular como la fagocitosis de 

distintas cepas de Campilobacter han sido reportadas en la literatura. C. jejuni 

puede existir dentro de A. polyphaga hasta 60 días (Axelsson-Olsson et al., 2005). 

Durante este tiempo también se observó multiplicación intracelular de la bacteria y 

lisis amibiana. Además, se ha descrito que el co-cultivo con A. castellanii prolonga 

el tiempo de sobrevivencia de C. jejuni, por lo que se cree que esta interacción 

puede facilitar la transmisión de la bacteria en aves usadas para consumo humano 

(Vieira et al., 2015).  

Otros endocitobiontes usuales son cepas del género Mycobacterium. Por ejemplo 

Mycobacterium avium se replica dentro de A. castellanii y las bacterias que 

internalizadas resultan más virulentas, M. avium escapa la vacuola amibiana y 

sobrevive en el citosol (Cirillo et al., 1997). Para llevar a cabo este proceso utiliza 

el sistema de secreción tipo VII que le permite inyectar efectores para evitar su 

degradación amibiana (Guimaraes et al., 2016).  

Arcobacter butzleri puede sobrevivir en co-cultivo con A. castellanii hasta 10 

días mientras que Yersinia enterocolitica puede sobrevivir por lo menos 14 días y 

replicarse dentro del citoplasma (Cateau et al., 2014; Guimaraes et al., 2016). 

Salmonella typhimurium, por otro lado, se replica dentro de la vacuola contráctil de 

A. polyphaga y se han encontrado de 100 a 200 bacterias por vacuola (Gaze et al., 

2003). Debido a su alta capacidad de replicación dentro de la amiba se considera 

que es un reservorio natural de esta bacteria (Gaze et al., 2003). Tanto S. 

typhimurium como Salmonella dublin aumentan su virulencia después de ser 

internalizadas por A. rhysodes (Tezcan-Merdol et al., 2004).  

Con base en los reportes previos se concluye que pueden existir una gran cantidad 

de microorganismos capaces de sobrevivir dentro de Acanthamoeba spp. Sin 

embargo, las interacciones entre ellos varían dependiendo del microorganismo. Así 

mismo, las implicaciones en la virulencia amibiana permanecen poco conocidas por 
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lo que son necesarios más estudios para entender los mecanismos de 

patogenicidad generados por las interacciones amiba-bacteria.  

1.2 Escherichia coli 

1.2.1 Generalidades  

E. coli es una bacteria perteneciente a la familia de las Enterobacteriaceae dentro 

del filo Proteobacteria descubierta en 1885 por Theodor Escherich. Tiene forma 

ovalada y mide aproximadamente 2.0-6.0 m de longitud y 1.1-1.5 m de ancho. 

No forma esporas y mayormente se mueve a través de filamentos. Algunas cepas 

de E. coli presentan cápsulas compuestas de polisacáridos y fimbrias o pili de 

carácter hidrofóbico que proporcionan capacidad de adhesión (Percival & Williams, 

2014). 

Esta bacteria es Gram-negativa y como todos los integrantes de su familia, 

está compuesta por una doble membrana conteniendo una capa fina de 

peptidoglicanos entre ellas (Raetz & Whitfield, 2002). La membrana externa 

contiene una bicapa lipídica y varias moléculas en su superficie como 

lipopolisacáridos (LPS), lipoproteínas, porinas, fimbrias y adhesinas. El LPS está 

compuesto a su vez por un el lípido A, un núcleo interno y uno externo 

(Figura 4 Esquema de la estructura de E. coli K-12 (modificada de Raetz y col. 2002). 

 

 
).  

Sobre la superficie bacteriana se encuentran tres clases de antígenos: los 

somáticos (O), los flagelares (H) y los capsulares (K) (Tenaillon et al., 2010). Los 

antígenos O son cadenas de polisacáridos únicos para cada microorganismo 

mientras que los antígenos H están ubicados en los flagelos de las bacterias que 

tienen movilidad y los antígenos K tienen estructuras específicas de cada serotipo 

(Raetz & Whitfield, 2002). 

E. coli comúnmente se clasifica en serotipos por el método de Kauffman con 

base en sus antígenos de superficie. También se puede agrupar de manera 

filogenética en 5 grupos principales: A, B1, B2, D y E (Leimbach et al., 2013). 
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Además, algunas cepas de E. coli pueden fermentar lactosa por lo que se ha usado 

la técnica del crecimiento en agar de MacConkey para identificarlas. 

E. coli es un componte crucial de la microbiota humana la cual es adquirida durante 

el parto. También se puede encontrar en animales de sangre caliente como son los 

bovinos. Adicionalmente, se puede encontrar en diversos ambientes como el suelo, 

agua y alimentos. Al evolucionar para adaptarse a un gran rango de condiciones, 

algunas de las cepas desarrollaron características patógenas (Croxen & Finlay, 

2010). E. coli puede causar infecciones en las vías urinarias, sepsis y enteritis por 

lo que su estudio es de relevancia médica.  

1.2.2 E. coli como bacteria comensal 

En el humano E. coli es una de las primeras bacterias en colonizar el intestino y se 

encuentra en una concentración de 1010-1011 células por gramo de contenido del 

intestino grueso (Leimbach et al., 2013). Dependiendo de las propiedades de los 

distintos reservorios de E. coli, su prevalencia varia. En humanos se ha reportado 

una prevalencia intestinal de más del 90%, pero en otros mamíferos este valor es 

Figura 5 Esquema de la estructura de E. coli K-12 (modificada de Raetz y col. 
2002). 
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mucho menor (Tenaillon et al., 2010). En aves se ha reportado una prevalencia del 

23% y en reptiles del 10% (Gordon & Cowling, 2003).  

Normalmente E. coli se encuentra en el intestino grueso, de manera 

específica en el ciego y en el colon. Coloniza la capa de moco que cubre las células 

epiteliales del intestino y son excretadas por las heces. Esta bacteria se ha 

adaptado para sobrevivir a las condiciones del intestino ya que tiene un 

metabolismo micro-aeróbico y anaerobio dentro del intestino, resultando en tiempos 

cortos de duplicación, aproximadamente de 30 min (Leimbach et al., 2013).  

Las cepas de E. coli que comúnmente se encuentran en el intestino y no 

causan enfermedad se consideran especies comensales ya que tanto el hospedero 

como la bacteria se benefician de la relación. El hospedero le provee a E. coli 

nutrientes, protección y diseminación, mientras que la bacteria previene la 

colonización de patógenos en el intestino gracias a la producción de bacteriocinas 

y diversos otros mecanismos (Tenaillon et al., 2010).  

1.2.3 E. coli HS  

E. coli HS es una bacteria comensal que fue aislada en el instituto de investigación 

Walter Reed Army. Este aislado es del serotipo O9, motil, competente y susceptible 

a manipulaciones genéticas. Fue recuperada por primera vez en 1958 de un 

voluntario humano sano. Desde entonces, se ha utilizado en laboratorios como un 

control no patógeno por su capacidad de colonizar el intestino sin generar ningún 

daño. Se ha reportado que puede colonizar al humano con hasta 1010 unidades 

formadoras de colonias (UFC) por g de heces sin causar enfermedad (Levine M. et 

al., 1978). Sin embargo, mucho sobre la biología del aislado permanece sin 

conocerse.  

En el 2008 se hizo un análisis genómico del asilado y se comparó con cepas 

patógenas de E. coli. Los autores encontraron genes funcionales únicos para E. coli 

HS que codifican para el lipopolisacárido del serogrupo O9. Además, se reportó que 

la bacteria comensal comparte un gran número de genes con las cepas patógenas. 

Por ejemplo, cuenta con la mayoría de los genes que codifican para el pili y los 

componentes de la fimbria de E. coli EDL933. También posee los genes que 
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codifican para el sistema de secreción tipo II y un sistema de secreción tipo III no 

funcional conocido como ETT2 (Rasko et al., 2008). Estos sistemas también son 

encontrados en algunas cepas virulentas de E. coli (Slater et al., 2018). A partir de 

este análisis los autores sugieren que existe un alto grado de mosaicismo entre E. 

coli HS y las cepas virulentas de E. coli ya que se encontraron varios genes en 

común que previamente se pensaba eran exclusivos para el uno u otro 

grupo(Rasko et al., 2008).  

De igual manera, se ha reportado que la pre-colonización con E. coli HS en 

conjunto con otro asilado comensal (E. coli Nissle), evita la infección de la cepa 

patógena E. coli EDL933  (Maltby et al., 2013). Los autores siguieren que el efecto 

es debido a que compiten por los mismos nutrientes. E. coli HS es capaz de 

metabolizar distintos azúcares entre los cuales destacan galactosa, arabinosa, 

gluconato, N-acteilglucosamina, lactosa y ribosa. Cuando la cepa es mutada para 

no poder utilizar arabinosa y galactosa sufre una importante disminución en su 

crecimiento y es la única cepa de E. coli comensal que tiene la misma capacidad 

de degradación de N-acetilglucosamina que E. coli EDL933. Adicionalmente, es la 

el único aislado de la bacteria que utiliza lactosa para su colonización (Maltby et al., 

2013).  

Un estudio reciente ha identificado una molécula de adhesión en la superficie 

de E. coli HS conocida como molécula de adhesión multivalente de HS (MAMHS). 

Esta molécula se puede unir a una variedad de lípidos, sin embargo, presenta una 

mayor afinidad por lípidos sulfatados. MAMHS puede interactuar con mucina-2 y 

componentes del epitelio celular como fibronectina, colágeno tipo IV y laminina (Al-

Saedi et al., 2017).  

 

1.2.4 E. coli como bacterias patógenas 

Se cree que las cepas patógenas de E. coli resultaron a partir de cepas comensales 

que adquirieron factores de virulencia a través de la ganancia y la pérdida de 

elementos móviles. La transferencia horizontal de genes permite la obtención de 

grandes grupos de genes asociados a la virulencia conocidos como islas de 
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patogenicidad, las cuales se pueden encontrar en plásmidos o integrados en los 

cromosomas (Croxen, 2010). Estas nuevas características pueden proveer de 

elementos que le permiten a la bacteria adaptarse con nuevos hospederos o 

sobrevivir en el ambiente.  

Existen distintas cepas de E. coli que pueden causar enfermedades y se han 

agrupado en intestinales y extra-intestinales. Dentro del grupo de E. coli causantes 

de enfermedades intestinales existen 6 patotipos distintos: enteropatógena (EPEC), 

enterohemorrágica (EHEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroagregativa (EAEC), 

enteroinvasiva (EIEC) y difusa adherente (DAEC). Cada uno tiene mecanismos de 

patogenicidad diferentes que le permiten adherirse, manipular mecanismos de 

señalización e invadir y colonizar de manera eficiente distintas partes del intestino; 

causando una diversidad de enfermedades (Kaper et al., 2004).  

1.2.5  EHEC 

EHEC es un patotipo de E. coli descubierto en 1982 causante de colitis hemorrágica 

y síndrome urémico hemolítico. El serotipo más común es O157:H7 (Nguyen & 

Sperandio, 2012). Esta bacteria es de relevancia médica ya que brotes de la 

infección han causado múltiples problemas de salud pública, principalmente en 

niños. Anualmente, se presentan alrededor de 63,153 casos de infecciones por 

EHEC en Estados Unidos (EUA) y se estima que se genera un gasto de 

aproximadamente 405 millones de dólares (Page & Liles, 2013). EHEC es 

altamente virulenta ya que se necesita un inóculo muy bajo (<100 UFC) para causar 

una infección de relevancia clínica (Page & Liles, 2013).  Este patotipo puede ser 

identificado en la clínica por medio de su crecimiento en agar MacConkey sorbitol 

ya que fermentan sorbitol produciendo colonias transparentes en la placa.  

La transmisión de la bacteria se da normalmente por vía oral-fecal a través 

del consumo de alimentos y agua contaminada. Sin embargo, también se han 

reportado en menor medida la transmisión por medio de persona a persona (Rangel 

et al., 2005). EHEC puede sobrevivir tanto en reservorios animales como en el 

suelo, el agua y en alimentos. Se ha reportado que puede sobrevivir en hasta un 

año en el suelo (Jiang et al., 2002) y hasta 8 meses en agua (LeJeune et al., 2001).   
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Los animales como el ganado bovino, las ovejas, los bisontes y las cabras son 

algunos de los reservorios más comunes para esta bacteria (Lim et al., 2010). 

EHEC se aloja principalmente en el íleon y el intestino grueso. Para colonizar el 

intestino de los rumiantes EHEC cuenta con tres mecanismos de resistencia a pH 

ácido: uno inhibido por glucosa, uno dependiente de glutamato y uno dependiente 

de arginina (Nguyen & Sperandio, 2012).  Una vez localizada en el intestino, EHEC 

forma lesiones conocidas como de adherencia y eliminación (A/E). Estas lesiones 

implican un contacto íntimo entre la bacteria y la célula que ocasiona la 

remodelación de actina del hospedero (Lim et al., 2010).  

Otros métodos de adhesión que utiliza EHEC incluyen la utilización del pili común 

y la del pili hemorrágico (Croxen & Finlay, 2010). La lesión A/E se forma tanto en 

los reservorios de la bacteria como en los humanos. Sin embargo, en humanos es 

uno de los factores que causa enfermedad mientras que en ganado el efecto no 

parece ser dañino para la salud del animal (Lim et al., 2010). Una vez infectado, el 

ganado puede diseminar a la bacteria a través de sus heces hasta por un mes y se 

ha reportado que puede transmitir de 100-106 UFC de la bacteria (Lim et al., 2010). 

1.2.6  Mecanismos de patogenicidad  

EHEC contiene distintos factores de virulencia que le permiten generar daño en el 

humano. Las lesiones A/E causan un desequilibrio en el balance iónico del intestino, 

la pérdida de agua y ocasionan diarrea. Esto es debido tanto a la pérdida de las 

microvellosidades del intestino debido a las proteínas secretadas durante el 

proceso de adhesión de la bacteria, las cuales actúan sobre los transportadores 

iónicos y las aquaporinas de la célula blanco (Croxen & Finlay, 2010) (Figura 

5 Mecanismos de patogenicidad de EHEC. (Modificado de Croxen & Finlay, 2010). 

 y  
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). 

El mecanismo de la generación de lesiones A/E consiste principalmente en 

la inyección de diversos efectores a la célula que interfieren con la señalización de 

proteínas organizadoras del citoesqueleto. En EHEC, el sistema de secreción tipo 

III (SSTT) es el involucrado en transportar a las proteínas bacterianas directo al 

citoplasma de la célula. Entre lo efectores más importantes se encuentran el 

receptor Translocado de Intimina (TIR) y la proteína secretada tipo F (EspFu). TIR 

se inserta en la membrana celular con su dominio central expuesto sobre la 

superficie, el cual detecta y ancla la intimina bacteriana a la célula. EspFu se une a 

las proteínas re-modeladoras de actina del hospedero, N-WASP y ARP2/3 (Croxen 

& Finlay, 2010) generando una acumulación de actina en forma de pedestal debajo 

de los contactos con la bacteria.  

    
Factor 
de 

     virulencia 

       Effecto causado en el humano 

Stx Inhibición de síntesis proteíca, inducción de la apoptosis 

EspP Serin proteasa que escinde el factor de coagulación V 

Cif Bloquea mitosis en fase G2/M, resulta en la inactivación de Cdk1 

EspF Induce la apertura de las uniones estrechas y apoptosis 

EspH Modula la formación de filopodios y de pedestales de actina 

Map Altera el potencial de membrana mitocondrial 

Tir Une proteínas remodeladoras del citoesqueleto y genera la pérdida 

de microvellosidades intestinales 

Ehx Genera lisis celular de leucocitos y eritrocitos 

LifA/Efa Inhibe activación de linfocitos 

EspG Alteran la organización de los microtúbulos afectando el 
intercambiador Cl--OH- 

NleA Interrumpe las uniones estrechas y reduce el tráfico proteíco 

Tabla 2: Principales factores de virulencia de EHEC 

 
 

Figura 6 Mecanismos de patogenicidad de EHEC. (Modificado de (Croxen & Finlay, 

2010)Tabla 3: Principales factores de virulencia de EHEC 
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    Factor de 

     virulencia 

       Effecto causado en el humano 

Stx Inhibición de síntesis proteíca, inducción de la apoptosis 

EspP Serin proteasa que escinde el factor de coagulación V 

Cif Bloquea mitosis en fase G2/M, resulta en la inactivación de Cdk1 

EspF Induce la apertura de las uniones estrechas y apoptosis 

EspH Modula la formación de filopodios y de pedestales de actina 

Map Altera el potencial de membrana mitocondrial 

Tir Une proteínas remodeladoras del citoesqueleto y genera la pérdida 

de microvellosidades intestinales 

Ehx Genera lisis celular de leucocitos y eritrocitos 

LifA/Efa Inhibe activación de linfocitos 

EspG Alteran la organización de los microtúbulos afectando el 
intercambiador Cl--OH- 

NleA Interrumpe las uniones estrechas y reduce el tráfico proteíco 
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Varios de estos factores se encuentran codificados en una isla de 

patogenicidad llamada locus de eliminación del enterocito (LEE). Este locus codifica 

para el SSTT, TIR, EspFu y otros efectores como la proteína asociada a las 

mitocondrias (MAP) y la proteína secretada G (EspG) (Kaper et al., 2004). Sin 

embargo, el principal factor de virulencia de EHEC es la toxina de Shiga (Stx) que 

no es codificada en LEE sino que se encuentra en el genoma de la bacteria forma 

de profago (Croxen & Finlay, 2010).  

Stx, también conocida como verocitotoxina, es divida en dos subgrupos: Stx 

1 y Stx 2; y EHEC puede contener uno o ambos subgrupos de la proteína. Esta 

toxina es del tipo AB5 y consiste en una subunidad A y una subunidad B 

pentamérica. Stx se libera a través de la lisis mediada por fago en respuesta a algún 

daño o estrés externo como la presencia de antibióticos (Croxen & Finlay, 2010). 

Una vez liberada, Stx se une a su receptor, Gb3 y es endocitada por la célula del 

hospedero. Después de la internalización, la proteína se une a la subunidad 

ribosomal 28S rRNA y remueve residuos de adenina, generando errores en la 

síntesis proteica, necrosis y muerte celular. Esta proteína es la causa del síndrome 

urémico hemolítico (Melton-Celsa et al., 2012).  

Figura 7 Mecanismos de patogenicidad de EHEC. (Modificado de Croxen & Finlay, 2010). 
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Adicionalmente, existen otros factores de virulencia no codificados por LEE, 

sino en el plásmido pO157 de EHEC. En este elemento se encuentran los genes 

que codifican para hemolisina (Ehx), catalasa-peroxidasa y metaloproteasa E 

(stcE), entre otras proteínas que también contribuyen al efecto citopático de la 

bacteria (Lim et al., 2010).  

En resumen, EHEC es una bacteria patógena de alta importancia médica, ya 

que brotes de la infección siguen causando problemas de salud pública. La bacteria 

cuenta con distintos mecanismos que le permite sobrevivir en el agua, tierra y 

alimentos por lo que puede encontrarse en nichos comunes de Acanthamoeba spp. 

y es posible que interactúe con la amiba. Por lo tanto, puede dar lugar a que las 

interacciones tengan implicaciones en las enfermedades que causan tanto EHEC 

como A. castellanii y puedan exacerbar las patologías asociadas por ambas 

entidades.   

2. Antecedentes Directos 
 
En la actualidad, existen pocos estudios que describan la relación entre 

Acanthamoeba spp. y E. coli, por lo que se requiere aún más investigación sobre el 

tema. En 1999, Barker y colaboradores reportaron que EHEC es capaz de 

sobrevivir en co-cultivo con A. polyphaga (Barker et al., 1999) beneficiando el 

crecimiento amibiano, aunque los detalles de la interacción no fueron explorados. 

También se ha documentado la sobrevivencia de otras patotipos de E. coli dentro 

de distintas cepas del género Acanthamoeba. Se observó que la cepa de E. coli, 

K1, causante de meningitis bacteriana, puede sobrevivir dentro de A. castellanii, 

mientras que la cepa no patógena K12 no sobrevive dentro de la amiba. 

Posteriormente, se construyeron varias mutantes de K1 y nuevamente se evaluó la 

sobrevivencia intracelular. Los autores concluyeron que la proteína externa 

conocida como OmpA y el LPS de la bacteria son cruciales para la asociación y 

sobrevivencia dentro de la amiba, ya que al ser modificadas la bacteria no era capaz 

de sobrevivir dentro de A. castellanii (Alsam et al., 2006). Más recientemente, se 

estudió con mayor detalle el papel de distintas islas genómicas en las interacciones 

con A. castellanii. Se determinó, que E. coli mutada en las islas genómicas 
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relacionadas con genes de adhesinas, sistemas de secreción, síntesis de la capsula 

y secreción de péptidos tóxicos disminuyeron la capacidad de sobrevivencia dentro 

de la amiba (Yousuf et al., 2014). 

Otro grupo de investigación comparó las interacciones entre dos cepas de 

E. coli (K1 y K5) con A. castellanii (Jung et al., 2007). Ambas bacterias tienen el 

mismo antígeno capsular pero distintos antígenos somáticos. Se observó que la 

cepa K5 se asocia y sobrevive dentro de A. castellanii significativamente menor que 

K1, indicando que el antígeno somático de K1 podría contribuir a la sobrevivencia 

y asociación con A. castellanii (Jung et al., 2007). En este estudio también se 

observó un efecto similar en su sobrevivencia dentro del quiste. Otro elemento de 

la cepa K1 que puede ser de importancia es el SSTT ya que se ha visto que las 

mutantes de la cepa que generan defectos en este sistema disminuyen su 

capacidad de sobrevivencia intracelular (Siddiqui et al., 2011). Este es un 

importante factor de virulencia compartido por un gran número de bacterias, entre 

ellas EHEC. 

Se conoce poco sobre las interacciones entre EHEC y Acanthamoeba spp. 

sin embargo, existe un reporte que indica que A. castellanii reconoce componentes 

del LPS de la bacteria usando el receptor de unión a manosa para internalizarla 

(Arnold et al., 2016). Sin embargo, el mecanismo exacto de esta interacción es 

desconocida ya que el LPS de EHEC no contiene residuos de manosa. Aun así, 

cuando se bloquea el receptor en A. castellanii, la internalización de la bacteria 

disminuye por lo que permanece poco claro que residuos del componente de la 

superficie bacteriana están siendo reconocidos (Arnold et al., 2016).  

También se han reportado distintos efectos de EHEC sobre A. castellanii. 

Existen algunos reportes que indican que Stx afecta la internalización de EHEC 

EDL933 en la amiba ya que las mutantes de la bacteria que no producen Stx se 

encuentran en mayor número dentro de A. castellanii después de la interacción 

(Chekabab, 2013). De igual manera, se ha reportado que A. castellanii puede 

sobrevivir en co-cultivo con EHEC, por largos plazos de tiempo, hasta de 21 días 

(Chekabab, 2012). En otro estudio se estableció un co-cultivo entre EHEC y A. 

castellanii y se observaron diferencias en los genes transcritos por bacterias 



 36 

internalizadas comparadas con las bacterias control. Los genes modificados 

incluyen algunos involucrados en procesos metabólicos y de virulencia. Por 

ejemplo, se reportó un aumento en la transcripción de Stx y algunos componentes 

del SSTT (Carruthers, 2010). 

A partir de estos antecedentes se puede concluir que E. coli puede 

interaccionar con Acanthamoeba spp. e incluso internalizarse. Sin embargo, el 

mecanismo exacto y las condiciones para que se generen estos fenómenos no 

están completamente estudiados. De manera adicional, los efectos sobre la 

virulencia de la amiba aún no son conocidos; por lo que es importante estudiar las 

interacciones de manera más profunda con énfasis en los cambios producidos en 

las amibas los cuales tienen un impacto directo en el daño producido al hospedero.  
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3. Justificación 
 

A. castellanii se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza e interactúa 

con una gran cantidad de microorganismos, con los que comparte su nicho 

ecológico. Asimismo, forma asociaciones ya sea estables o transitorias con 

distintos géneros bacterianos, entre ellos E. coli. En estudios previos se ha 

reportado que las interacciones entre EHEC y A. castellanii resultan en cambios 

transcripcionales sobre los genes de virulencia de la bacteria. Sin embargo, el 

impacto en la amiba permanece desconocido. Por lo tanto, es de nuestro interés 

determinar los cambios ocurridos en A. castellanii producidos por la interacción con 

EHEC con el fin de determinar el efecto de la interacción sobre la virulencia 

amibiana y las implicaciones potenciales sobre la gravedad en la queratitis 

amibiana. 
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4. Hipótesis 

 

El co-cultivo entre A. castellanii y EHEC resulta en la internalización de la bacteria 

y en la modificación de los factores de virulencia amibianos lo cual impacta en el 

efecto citopático producido por la amiba tanto in vitro como ex vivo. 

 

5. Objetivo General 
 

Determinar los cambios en los mecanismos de patogenicidad de A. castellanii 

producidos por la interacción con EHEC. 

 

6. Objetivos Específicos 
 
 

1. Establecer las condiciones de interacción entre A. castellanii y EHEC para la 

internalización de la bacteria. 

 

2. Determinar los cambios morfológicos, el patrón de proteínas y proteasas 

producidas en A. castellanii debido al co-cultivo con EHEC. 

 

3. Determinar los cambios en la virulencia de A. castellanii sobre córneas de 

hámster posterior al co-cultivo con EHEC.  
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7. Material y métodos 
 

7. 1 Cultivo de A. castellanii 

En todos los ensayos se usaron trofozoítos de A. castellanii las cuales fueron 

proporcionadas por el Dr. Simon Kilvington (Laboratorio de Salud Pública, Bath, 

Inglaterra). Las amibas fueron cultivadas axénicamente a temperatura ambiente 

(25ºC) en cajas de cultivo de 25 cm2 (Corning, NY) con medio Chang (peptona-

biotriptasa 16.6 g/L; Na2HPO4 1.5 g/L; dextrosa 2.7 g/L; KH2PO4 0.9 g/L, pH 6.8), 

suplementado con 10% de suero fetal bovino (Equitech Bio, TX). Los trofozoítos se 

recuperaron en fase logarítmica de crecimiento, después de 72 h de cultivo.   

7. 2 Cultivo de cepas de E. coli  

Se crecieron dos cepas de E. coli: EDL933 y E. coli HS las cuales fueron 

proporcionadas por el Dr. Fernando Navarro del Departamento de Biología Celular 

del CINVESTAV-IPN. Ambas cepas se cultivaron en medio Luria-Bertani (LB) (10 

g/L NaCl; 5 g/l extracto de levadura; 10 g/l Bactotriptona) a 37ºC en agitación y en 

condiciones aeróbicas. Previo a las infecciones la cantidad de bacterias fue 

ajustada por medio de la lectura de la densidad óptica a 600 nm.   

7. 3 Transformación de bacterias 

Las dos cepas utilizadas fueron transformadas con el plásmido pDS-Red2 

(Clonetech, CA) proporcionado por el Dr. Fernando Navarro para los ensayos de 

microscopía confocal. Las bacterias fueron re-suspendidas en MgCl2 0.1 M frío, 

posteriormente fueron re-suspendidas en CaCl2 frío por 1 h para la obtención de 

células competentes. Finalmente, las bacterias se transformaron por la técnica de 

choque térmico con el plásmido pDsRed2, que expresa la proteína roja fluorescente 

(RFP). Para su selección, las bacterias transformadas se sembraron en placas LB 

con ampicilina (100 g/ml), ya que el vector contiene una resistencia a este 

antibiótico.  
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7. 4 Establecimiento del co-cultivo entre E. coli y A. castellanii 

Se crecieron trofozoítos de A. castellanii a confluencia en cajas de 25 cm2 (Corning, 

NY) los cuales se infeccionaron con EHEC o con E. coli HS a una MOI de 100 por 

3 h en medio Chang sin SFB. Posterior al tiempo de infección, las amibas se lavaron 

para eliminar a las bacterias no internalizadas y se recuperaron para los 

subsecuentes experimentos.  

7. 5 Cuantificación de bacterias internalizadas  

Se establecieron co-cultivos en cajas de cultivo de 12 pozos a una MOI de 100 por 

15, 30, 60, 120 y 180 min. Posterior al co-cultivo, las amibas fueron incubadas con 

gentamicina (200 g/ml) (Schering-Plough, NJ) por 1 h con el fin de eliminar a las 

bacterias extracelulares. Después, la gentamicina se eliminó con lavados de PBS 

y las amibas fueron lisadas con SDS (Sigma-Aldrich, MS) 0.5% por 20 min. El lisado 

se plaqueo en medio LB y 14 h después se contaron las UFC crecidas.   

7. 6 Observación de bacterias internalizadas 

Se sembraron trofozoítos de A. castellanii en cubreobjetos previamente 

esterilizados y silanizados (Sigma-Aldrich, MS). Se co-cultivaron con EHEC o E. 

coli HS expresando RFP por 3 h a una MOI de 100. Posterior a la interacción, las 

amibas se fijaron con paraformaldehído al 4% (PFA) por 20 min. Las muestras se 

lavaron con PBS y los cubreobjetos se montaron en portaobjetos con 5 l de 

Vectashield (Vector laboratories, CA). Las muestras fueron observadas por 

microscopía confocal (Carl Zeiss LMS 700). 

7. 7 Determinación de la viabilidad amibiana  

Las amibas se recuperaron después del co-cultivo con EHEC o con E. coli HS a 

una MOI de 100 por 3 h y se incubaron con azul de tripano al 0.4%. Las amibas 

fueron cargadas (10 l) en una cámara de Neubauer. Las células vivas 

(transparentes refringentes) y muertas (azules) fueron contadas en 8 campos 

distintos.  
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7. 8 Cuantificación de amibas adheridas 

Los co-cultivos entre A. castellanii y E. coli fueron establecidos, como anteriormente 

se mencionó, en cajas de cultivo de 12 pozos (Corning, NY) a una MOI de 100 por 

15, 30, 60, 120 y 180 min. Posterior a la incubación, tanto los sobrenadantes con 

amibas despegadas como las amibas adheridas a las cajas de cultivo fueron 

recuperadas y el número de amibas en cada grupo se cuantificó por medio de 

conteo en cámara de Neubauer. Se contaron 8 campos distintos y la viabilidad fue 

evaluada por el método de azul de tripano.  

7. 9 Tinción con faloidina rodaminada 

Los trofozoítos de A. castellanii se sembraron en cubreobjetos estériles 

previamente cubiertos con fibronectina (50 mg/mL). Las amibas fueron co-

cultivadas con EHEC y E. coli HS por 3 h a una MOI de 100. Posterior a la 

interacción, las muestras se fijaron con PFA al 4% por 20 min, se lavaron con PBS 

y se permeabilizaron con Tritón X-100 (Sigma-Aldrich, MS) al 0.5% por 15 min. El 

citoesqueleto fue teñido con faloidina rodaminada (Sigma-Aldrich, MS) (1:100) por 

1 h y los núcleos con DAPI (Sigma-Aldrich, MS) (1:1000) por 40 min.  Las muestras 

se montaron con Vectashield (Vector laboratories, CA) para su observación 

mediante microscopía confocal (Carl Zeiss LMS 700).  

7.10  Ensayos de sobrevivencia de E. coli internalizada en A. castellanii  

El co-cultivo entre E. coli y A. castellanii fue establecido como mencionado 

previamente, a una MOI de 100 por 3 h. Las amibas se incubaron con gentamicina 

por 1 h (Schering-Plough, NJ) (200 g/ml) y se lavaron con PBS. Posteriormente, 

las amibas se re-suspendieron en medio Chang sin suero por 3, 6, o 10 horas. Al 

término de estos tiempos las amibas se lisaron con SDS (Sigma-Aldrich, MS) al 

0.5% por 20 min. El lisado se plaqueo en medio LB y se incubó por 14 h a 37ºC. 

Finalmente, se cuantificaron las UFC.  

7.11 Evaluación de los cambios ultraestructurales en A. castellanii 

El co-cultivo entre A. castellanii y E. coli HS o EHEC fue establecido a una MOI de 

100 por 3 h y las amibas interaccionadas fueron recuperadas por medio de 
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incubación en hielo por 40 min. Las muestras se centrifugaron a 1500 rpm por 15 

min y el paquete celular se fijo en glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de 

cacodilato de sodio (Electron Microscopy Sciences, PA) al 0.1 M (pH 7.4) durante 

1 h. Las amibas fueron post-fijadas con tetraóxido de osmio (Electron Microscopy 

Sciences, PA) 0.3% en cacodilato de sodio al 0.1 M (pH 7.4) durante 1 h y 

deshidratadas con concentraciones crecientes de etanol (70, 80, 90 y 100%). 

Posteriormente, las muestras se incluyeron en resina epóxica (Electron Microscopy 

Sciences, PA) y se obtuvieron cortes semifinos (0.5 µm) teñidos con azul de 

toluidina. Posteriormente, se seleccionaron muestras para la realización de cortes 

finos (70 nm), las cuales se colocaron sobre rejillas de cobre y contrastadas con 

acetato de uranilo (Electron Microscopy Sciences, PA) y citrato de plomo (Electron 

Microscopy Sciences, PA). Los cortes se analizaron en un microscopio electrónico 

de transmisión (Zeiss EM-910).  

7.12 Productos de secreción de A. castellanii  

Seis millones de trofozoítos fueron previamente co-cultivados con E. coli HS o 

EHEC a una MOI de 100 por 3 h. Posterior a la interacción, las amibas se incubaron 

en 5 ml de medio Chang libre de SFB por 14 h a temperatura ambiente. El medio 

fue se recolecto, se centrifugó a 375  g por 15 min a 4ºC y se filtró con a través de 

una membrana con poro de 0.22 µm (Millipore, MA). La muestra se precipitó con 

etanol al 100% por 2 horas a -20ºC, se centrifugó a 8000  g por 30 min y la pastilla 

fue re-suspendida en PBS (300 µl). 

7.13 Extractos totales de A. castellanii 

Seis millones de trofozoítos previamente co-cultivados con E. coli HS o EHEC a 

una MOI de 100 por 3 h fueron recuperados. Las amibas fueron despegadas con 

PBS en agua-hielo por 40 min. Las amibas se centrifugaron a 375  g por 15 min. 

Posteriormente, la pastilla se re-suspendidó en 300 µl de PBS. Las muestras fueron 

lisadas por medio de 10 ciclos de congelamiento y descongelamiento en nitrógeno 

líquido y agua hirviendo. La lisis se confirmó por medio de la observación en un 

microscopio de campo claro (Nikon, NY). Finalmente, la concentración de proteínas 

se cuantificó por medio del método de Bradford.  
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7.14 Inhibidores de proteasas 

Para la caracterización de proteasas se usaron inhibidores de serín, cisteín y 

metaloproteasas. Cada inhibidor se incubó por 1 h con el extracto total o el medio 

condicionado previo a la zimografía. Las concentraciones e inhibidores usados 

fueron los siguientes: PMSF (Sigma-Aldrich, MS) 5 mM (para serín proteasa), E-64 

(Sigma-Aldrich, MS) 10M (para cisteín proteasas) y EDTA (J.T Baker, NJ) 2mM 

(para metaloproteasas) 

7.15 Perfiles proteícos 

Se elaboraron geles SDS-PAGE al 10% para los extractos totales y productos de 

secreción de A. castellanii previamente interaccionada con EHEC y con E. coli HS. 

Las muestras fueron incubadas con inhibidores de proteasas y (EDTA 2 mM, PMSF 

5 mM y E-64 10 M ) cargadas (30 g de extracto total y 20 l de productos de 

secreción) en el gel con 10 l de amortiguador de carga 4x. Todas las muestras 

fueron hervidas por 15 min y la electroforesis se llevó a cabo a un voltaje de 100 V 

durante 2 h. Posteriormente las muestras fueron teñidas con plata usando el kit 

Silver Stain Plus (Bio-Rad, CA).  

7.16 Perfiles proteolíticos (Zimografía) 

Se realizaron geles de acrilamida al 10% co-polimerizadas con gelatina porcina 

(Sigma-Aldrich, MS) al 0.1% y las muestras fueron cargadas (15 g de extracto total 

y 20 l de productos de secreción) con 10 l de amortiguador de carga 4x. La 

electroforesis fue realizada en hielo a 4ºC a un voltaje de 100 V por 2 h. Los geles 

fueron lavados dos veces en agitación por 15 min con Tritón X-100 (Sigma-Aldrich, 

MS) al 2.5% y se incubaron en amortiguador de activación a pH 7 (Tris-OH 100mM 

y 2 mM de CaCl2) a 37ºC por 14 h. Los geles fueron teñidos con azul de Coomassie 

R-250 (Sigma-Aldrich, MS) al 0.5% por 1 h y fueron desteñidas con una solución 

de metanol (J.T Baker, NJ): ácido acético (J.T Baker, NJ): agua 45:10:50 hasta la 

aparición de bandas proteolíticas, las cuales se visualizaron como bandas claras 

en un fondo azul.  
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7.17 Ensayo proteolítico sobre Azocoll 

Para cuantificar la actividad proteolítica de las proteasas de A. castellanii se utilizó 

Azocoll (Millipore, MA), el cual es un sustrato cromogénico para proteasas. Para 

ello, se agregaron 2 mg de Azocoll a 250 g de extracto total o a 250 l de productos 

de secreción. El volumen final se ajustó a 500 l con el amortiguador de activación 

de pH 7 previamente descrito. Las muestras se incubaron a 37ºC por 16 h y la 

reacción enzimática fue detenida con ácido tricloroacético (Sigma-Aldrich, MS) al 

10%. Finalmente, las muestras fueron centrifugadas a 375  g por 5 min y el 

sobrenadante fue leído en un espectrofotómetro a 520 nm (BioTek, VT). 

7.18 Western blot (WB) 

Se realizaron ensayos de WB contra TIR para determinar su presencia en los 

lisados y productos secretados de A. castellanii interaccionada con EHEC. Así, los 

lisados y productos de secreción tratados como previamente se describió para el 

perfil proteico se separaron por SDS-PAGE al 12%. Entonces, las proteínas se 

transfirieron a membranas PVDF de 0.2 m (Immobilon-P, Millipore, MA). La 

electrotransferencia se realizó por 120 min a 320 mA a 4ºC. Las membranas fueron 

bloqueadas con leche descremada al 5% (Sveltty) en PBS-Tween 0.05% por 2 

horas. Posteriormente, las membranas fueron lavada 3 veces con PBS-Tween por 

10 min e incubada con el anticuerpo primario policlonal anti-TIR hecho en conejo 

(1:300) e incubado toda la noche (Donado por el Dr. Fernando Navarro del 

Departamento de Biología Celular). Al día siguiente, las membranas fueron lavada 

7 veces con PBS-Tween y se incubaron con el anticuerpo secundario anti-conejo 

conjugado a peroxidasa (Zymed-Invitrogen, CA) (1:1000) por 1 h a 37ºC. Se lavó 

nuevamente 7 veces con PBS-Tween y la inmunodetección se reveló por medio de 

una solución de luminol-peroxidasa (1:1) (Santa Cruz Biotechnology, TX) en un 

visualizador de fluorescencia Odyssey (LI-COR, Alemania). La misma metodología 

fue seguida para control de carga con el anticuerpo primario anti-actina (1:100) 

hecho en ratón (Zymed-Invitrogen, CA) y el anticuerpo secundario anti-ratón 

(1:2000) (Zymed-Invitrogen, CA) con excepción de que en este caso los lavados 

entre incubaciones con los anticuerpos fueron únicamente 3 en vez de 7. 
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7.19 Evaluación de la virulencia amibiana en córneas de hámster 

Se utilizaron hámsteres machos adultos (Mesocricetus auratus) provenientes del 

bioterio del CINVESTAV-IPN, los cuales fueron obtenidos usando el protocolo 

0280-18M-80 aprobado por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los 

Animales de Laboratorio, en concordancia con la NOM-062-ZOO-1999 basada en 

la guía del uso y cuidado de animales de laboratorio. Los hámsteres fueron 

anestesiados con pentobarbitol sódico (Anestesal) a una dosis de 4.72 mg por cada 

100 g de peso. Cada hámster fue sangrado por punción cardiaca y las córneas 

fueron recuperadas. Las córneas se colocaron en cajas de 96 pozos (Corning, NY) 

y co-cultivadas por 6 h con A. castellanii (1x106 trofozoítos) previamente 

interaccionadas con E. coli HS o EHEC en medio D-MEM sin SFB. Después del 

tiempo de interacción, las córneas fueron fijados en paraformaldehído al 4% en PBS 

por 48 h. Se procesaron para su inclusión en parafina y posteriormente fueron 

teñidas con hematoxilina y eosina. Las muestras se observaron por microscopía de 

luz (Optiphot; Nikon, Japón).   
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8. Resultados 

 

E. coli HS y EHEC se internalizan en A. castellanii posterior a 3 horas de co-

cultivo 

Se estableció un co-cultivo entre A. castellanii y EHEC a una MOI de 100 por 15, 

30, 60, 120 y 180 min. Después de los tiempos de interacción, se realizó un ensayo 

de exclusión por gentamicina (200 g/ml). Brevemente, se eliminaron las bacterias 

extracelulares con gentamicina y luego las amibas se lisaron a las amibas para 

liberar a las bacterias que sobrevivieron a la fagocitosis amibiana. El lisado fue 

plaqueado para cuantificar a las bacterias internalizadas. En estos ensayos se 

observó que EHEC se internaliza y sobrevive dentro de la amiba a partir de las 3 h 

de co-cultivo mientras que E. coli HS se empieza a internalizar a tiempos más 

tempranos, 60 min. Es probable que la cepa no patógena sea más susceptible a la 

degradación por las amibas, ya que, aunque aumentó el número de bacterias 

recuperadas a lo largo de los tiempos de co-cultivo, también, se cuantificaron 

menos UFC que EHEC a las 3 horas de co-interacción (Figura 6). De igual manera, 

en ensayos de microscopía confocal, usando bacterias que expresan la proteína 

roja fluorescente, se pudo observar tanto a EHEC como E. coli HS internalizadas 

en A. castellanii a partir de las 3 horas de interacción (¡Error! No se encuentra el 

origen de la referencia.) detectándose una menor internalización de E. coli HS en 

relación a EHEC. Estos resultados sugieren que tanto la cepa no virulenta como la 

patógena pueden internalizarse en A. castellanii a partir de las 3 horas de co-cultivo, 

sin embargo, ambas bacterias no sobreviven de la misma manera dentro de ella.  

 

El co-cultivo de A. castellanii con E. coli HS y EHEC no afecta la viabilidad, 

pero sí la adherencia de las amibas 

Durante las interacciones de A. castellanii con las dos cepas de E. coli se observó 

que conforme aumentó el tiempo de interacción, las amibas se despegaron de los 

pozos de cultivo. Para cuantificar la pérdida de adherencia, tanto las amibas 

adheridas como las amibas despegadas se recuperaron y se cuantificaron (Figura 

8-A y ¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.-A). Además, la viabilidad 
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de las amibas se evaluó por el método de azul de tripano (Figura 8-B y ¡Error! No 

se encuentra el origen de la referencia.-B). Los resultados mostraron que las 

amibas interaccionadas con las dos cepas pierden adherencia a los pozos de 

cultivo de una manera dependiente del tiempo y que esta adherencia se ve más 

afectada cuando las amibas se interaccionaron con EHEC (Figura 8-A y ¡Error! No 

se encuentra el origen de la referencia.-A). A las 3 h de co-cultivo 

aproximadamente el 60% de las amibas interaccionadas con EHEC se despegaron 

mientras que solo el 38% de las amibas co-incubadas con E. coli HS se 

desprendieron. Sin embargo, la viabilidad de las amibas despegadas permaneció 

sin modificación 

 

El co-cultivo A. castellanii con E. coli HS y EHEC afecta la distribución del 

citoesqueleto amibiano 

Debido a que se observaron cambios en la adhesión amibiana, se evaluaron las 

posibles alteraciones en el citoesqueleto amibiano por medio de microscopía 

confocal durante la interacción con las bacterias. Para ello se visualizaron los 

filamentos de actina por medio de la tinción con faloidina rodaminada y los núcleos 

con DAPI. Los resultados mostraron una relocalización del citoesqueleto de actina 

cuando las amibas fueron incubadas tanto con E. coli HS como con EHEC (¡Error! 

No se encuentra el origen de la referencia.). De igual manera se pudo observar 

una acumulación de los filamentos actina en algunos puntos de la membrana 

amibiana en donde se visualizaron bacterias cercanas a la membrana. Sin 

embargo, el mecanismo exacto por el cual se genera este fenómeno aún es 

desconocido. Estos resultados sugieren que las interacciones con las bacterias 

causan modificaciones en el citoesqueleto que podrían explicar la pérdida de la 

adherencia amibiana.  

 

E. coli HS y EHEC no sobreviven a tiempos prolongados posterior a su 

internalización en A. castellanii 

Una vez establecido el co-cultivo con las bacterias, se determinó si EHEC o E. coli 

HS son capaces de multiplicarse intracelularmente en de las amibas y sobrevivir a 
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largo plazo dentro de los trofozoítos de A. castellanii. Así, las amibas se recuperaron 

después del co-cultivo inicial (3 h) y fueron tratadas con gentamicina para eliminar 

las bacterias extracelulares. Posteriormente, fueron re-suspendidas en medio 

Chang sin SFB por 3, 6 y 9 horas adicionales, los lisados de los cultivos se 

plaquearon y cuantificaron las UFC. En estos ensayos, no se observó que ninguna 

fromación de colonias de E. coli a las 9 h (Figura 11). 

Sin embargo, EHEC pudo sobrevivir más tiempo dentro de A. castellanii, 

hasta 6 horas más posterior a las 3 horas iniciales de co-cultivo mientras que E. coli 

HS no puede sobrevivir más de 3 horas posterior a la interacción inicial.  Estos 

resultados indican que ninguna de las dos cepas es capaz de mantenerse 

internalizada por largos periodos de tiempo para generar un endosimbionte estable. 

Sin embargo, es posible que el co-cultivo produzca cambios en la virulencia de la 

amiba, por lo que se prosiguió a evaluar las alteraciones en virulencia producidas 

en A. castellanii después de las 3 horas de co-cultivo con las bacterias. 

 

La interacción entre EHEC y A. castellanii causa alteraciones morfológicas 

en la ultraestructura de las amibas 

Se analizaron los cambios ultraestructurales de las amibas posterior al co-cultivo a 

una MOI de 100 a 1.5 y 3 horas con EHEC. Los resultados indicaron que existen 

cambios evidentes en la morfología amibiana desde 1.5 horas de interacción. En la 

MET (Figura 12) se pudo observar la morfología típica de A. castellanii, es decir sin 

alteraciones causadas por EHEC (Figura 12-A). En algunos trofozoítos se pudieron 

observar las mitocondrias sin cambios aparentes (Figura 12-B). Es importante 

señalar que se pudieron observar la presencia de gotas lipídicas (Figura 12-C).  En 

la figura 13-A se muestra una amiba sin interaccionar con EHEC (control). A las 3 

horas de co-cultivo se aprecian bacterias internalizadas dentro de las amibas 

(Figura 13-B). De igual manera, se identificaron a algunas mitocondrias rodeadas 

de retículo endoplásmico rugoso e incluso algunas con una doble membrana 

(Figura 13-C). Además, se pueden observar áreas electrón-densas en los puntos 

de contacto de las bacterias con la membrana amibiana, indicando un posible re-

arreglo del citoesqueleto en las áreas de contacto con las bacterias (Figura 13-D).  
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La interacción entre E. coli HS y A. castellanii causa alteraciones en la 

ultraestructura amibiana 

De igual manera se estudiaron los cambios ultraestructurales en A. castellanii 

expuesta a la cepa no patógena E. coli HS. A las 1.5 h de interacción se observó 

que las mitocondrias no presentaron alteraciones importantes, se observaron varias 

bacterias internalizadas (Figura 14-A). A mayor aumento se observó la presencia 

de algunas gotas lipídicas (Figura 14-B) semejante a los co-cultivos con EHEC. Las 

amibas también presentaron zonas de contactos entre E. coli HS y A. castellanii a 

las 3 horas de co-cultivo; sin embargo, estas zonas no presentaron densidad 

electrónica como en las zonas de contactos con EHEC (Figura 14-C).  

En el caso de E. coli HS se pudieron apreciar bacterias internalizadas desde 

las 1.5 (Figura 14-A) y hasta las 3 h de co-cultivo (Figura 15-A). Posterior a las 3 h 

de co-cultivo, a mayor aumento, no se observaron cambios en las mitocondrias y 

en el citoplasma amibiano (Figura 15-B). Es importante mencionar que las bacterias 

E. coli HS parecen encontrarse en vacuolas mientras que cuando EHEC es 

internalizada se encuentra libre en el citoplasma.   

Al comparar los dos co-cultivos se pudo determinar que ambas bacterias son 

internalizadas dentro de A. castellanii, sin embargo, E. coli HS presenta una mayor 

internalización que EHEC a las 1.5 h de manera similar a los resultados de plaqueo. 

De igual manera, tanto en el ensayo de plaqueo como en la MET se observó la 

internalización de EHEC a las 3 h de co-cultivo.  

 

Existen cambios en el perfil proteico de los extractos totales y medios 

condicionados de A. castellanii en co-cultivo con E. coli HS y EHEC 

Después de observar los cambios ultraesctructurales en las amibas, se realizó un 

gel SDS-PAGE al 10% para determinar si pudieran existir cambios en la expresión 

proteica de las amibas a causa del co-cultivo con las bacterias. Se observaron 

algunos cambios sutiles en la expresión de proteínas de los extractos totales entre 

los cuales destacan en el caso de E. coli HS la aparición de bandas que aparecen 
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alrededor de un peso molecular de aproximadamente 150 kDa. En el extracto total 

amibiano en co-cultivo con EHEC parece existir la aparición de proteínas de pesos 

moleculares de alrededor de 150 kDa y, adicionalmente, posiblemente también 

exista la pérdida de bandas de aproximadamente 90, 80 y 75 kDa (Figura 16-A).Sin 

embargo los cambios no son tan marcados y sería necesario realizar ensayos de 

geles en 2 dimensiones para asegurar cambios en la expresión proteíca.     

En el caso de los medios condicionados, de se pueden observar cambios 

más evidentes en los productos de secreción de A. castellanii en co-cultivo con 

EHEC y  en las interaccionadas con E. coli HS. Cuando A. castellanii, es co-

cultivada con E. coli HS se observó una disminución en la expresión de una proteína 

de 150 kDa y otra de 37 kDa. Por otro lado, en A. castellanii co-cultivada con EHEC 

se observó la aparición de una banda de 150 kDa y el aumento de bandas de 80, 

50 y 20 kDa (Figura 16-B). 

 

El co-cultivo de A. castellanii con EHEC y E. coli HS modifica la actividad 

proteolítica amibiana 

Se evaluaron los cambios en el perfil proteolítico de las amibas en co-cultivo con 

las bacterias por medio de zimogramas. En el caso de los extractos totales, cuando 

fueron tratados sin inhibidores de proteasas se puedo observar una disminución en 

la actividad proteolítica de A. castellanii con EHEC, mientras que con E. coli HS 

pareció ser similar al control (amibas sin interaccionar) (Figura 17 y Figura 19); Al 

utilizar inhibidores de proteasas, se determinó que todos los cultivos de A. 

castellanii contienen una mayor cantidad de serina proteasas, ya que su actividad 

fue casi totalmente inhibida con PMSF, mientras que con E-64 y EDTA no presento 

cambios notables de actividad (Figura 17 y Figura 19). En los productos de 

secreción la actividad de EHEC fue similar al control (amibas sin interaccionar), 

mientras que se observó una disminución cuando los trofozoítos fueron 

interaccionados con E. coli HS. Al igual que para los extractos totales, la actividad 

proteolítica se inhibió con PMSF, pero no con E-64 o EDTA. 

Para cuantificar la actividad proteolítica se utilizó el método de degradación 

de Azocoll, observándose de igual manera una disminución significativa en la 
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actividad proteolítica del extracto total y de los productos de secreción de las amibas 

co-cultivada con E. coli HS (Figura 18 y Figura 20). Cuando se analizó la interacción 

con EHEC de ambas muestras, se observó una disminución en la actividad 

proteolítica únicamente en los extractos totales, mientras que en los productos de 

secreción fueron similares al control (Figura 18 y Figura 20). 

 

El efector de EHEC, TIR no se encontró en los trofozoítos de A. castellanii a 

las 3 h de co-cultivo ni en los productos de secreción 

Debido a los cambios presentados en los perfiles proteicos de las amibas, se realizó 

un WB para detectar la presencia de una las principales proteínas efectoras de 

EHEC, TIR, dentro de A. castellanii. Los ensayos se realizaron tanto en extractos 

totales como en los productos de secreción de las amibas previamente 

interaccionadas con EHEC. En ninguna de las muestras provenientes de la 

interacción se detectó a TIR, mientras que en los cultivos lisados de EHEC 

cultivadas solas y en los sobrenadantes el anticuerpo policlonal específico identificó 

a la proteína TIR; aunque también detectó algunas proteínas inespecíficas de bajo 

peso molecular (Figura 21). Esto sugiere que EHEC es capaz de producir y secretar 

a TIR; sin embargo, la proteína no fue detectada en las amibas co-cultivadas con 

EHEC. Lo anterior indica que es probable que los cambios en el citoesqueleto no 

se deban en su totalidad a la inyección de proteínas bacterianas modificadoras de 

la síntesis de actina en la amiba. La disminución en la adherencia y en la 

reorganización del citoesqueleto puede deberse a múltiples mecanismos 

bioquímicos, hasta ahora desconodicos, que inicia A. castellanii al detectar a E. coli 

cuando interacciona con su membrana.  Sin embargo, también es posible que la 

técnica no sea lo suficientemente sensible para detectar a la proteína en los co-

cultivos con las amibas. Adicionalmente este resultado sugiere fuertemente que los 

cambios en los perfiles proteicos de secreción pertenecen a productos amibianos 

ya que proteínas bacterianas como TIR no fueron detectadas en el WB.  

 

A. castellanii posterior al co-cultivo con EHEC genera mayor daño en la 

córnea  
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Para conocer si el daño a la córnea se puede exacerbar con el co-cultivo con las 

bacterias E. coli HS y EHEC, se realizaron ensayos sobre córneas extraídas de 

hámsteres machos para determinar los cambios en la virulencia de la amiba sobre 

este órgano. Las córneas fueron infectadas con E. coli HS, EHEC o A. castellanii 

solas como controles y con las amibas previamente co-incubadas con E. coli HS y 

con EHEC en medio MEM. Los resultados mostraron que los daños causados por 

las amibas fueron mayores en las córneas cuando se utilizaron trofozoítos de A. 

castellanii previamente co-cultivadas con EHEC. El daño se caracterizó por la 

desorganización del epitelio corneal con desprendimiento intercelular y pérdida de 

la membrana de Bowman (Figura 22-F). 

A las 10 horas de interacción se puede observar que en la co-incubación con  

A. castellanii sin previa interacción con las bacterias existe una desorganización de 

las capas de la córnea observándose algunas amibas en las capas más profundas 

del epitelio corneal (Figura 22-B); las amibas se pudieron identificar por sus 

acantópodos característicos. Por otro lado, la bacteria EHEC sola también causó 

un daño al epitelio corneal.  Se visualizó un estroma más laxo y la apertura de 

espacios entre las células indicando daño al tejido. A diferencia de EHEC, E. coli 

HS sola no generó un daño sobre la córnea y las amibas co-cultivadas con E. coli 

HS generon un daño más superficial en el epitelio (Figura 22-E). Sin embargo, el 

daño más notorio se observó en las córneas co-cultivadas con A. castellanii 

interaccionada con EHEC. En este caso, además de una desorganización en las 

capas de la córnea se puede observar un daño más severo caracterizado por el 

desprendimiento total del estroma (Figura 22-F). A partir de este resultado, se puedr 

determinar que el co-cultivo con la bacteria EHEC aumenta la capacidad de la 

amiba para producir daño a la córnea, incrementándose la virulencia de A. 

castellanii. Con estos resultados se puede concluir que en los casos humanos de 

QA se pueden incrementar en asociación con otros microorganismos como es el 

caso de EHEC. 
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Figura 9. Bacterias internalizadas a partir de los co-cultivos de A. castellanii con E. coli. Se 
muestran las bacterias obtenidas a diferentes tiempos de co-cultivo con EHEC (gris oscuro) y E. 
coli HS (gris claro) a una MOI de 100. Existe internalización de E. coli HS a partir de los 60 min y 
de EHEC a partir de los 180 min. El análisis estadístico fue realizado por ANOVA de dos vías 
(***p<0.0001). 
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Figura 10. Internalización de E. coli en A. castellanii. Se observan a las bacterias transformadas 
con la proteína roja fluorescente dentro de la amiba a las 3 h de interacción utilizando una MOI de 
100. Los cortes en yz y xz confirman la internalización de EHEC en A. castellanii. Se puede observar 
una menor internalización de E. coli HS a comparación del co-cultivo con EHEC. Barra de escala= 

20 m. 
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Figura 12. Viabilidad de A. castelllanii adheridas en co-cultivo con E. coli. (A) A. castellanii  
co-cultivada con EHEC (gris oscuro) y con E.coli HS (gris claro). Se cuantificaron las amibas 
adheridas por medio de conteos en cámara de Neubauer. Se observó una disminución 
significativa del número de amibas adheridas con respecto a A. castellanii sin interaccionar 
(blanco). (B) Se cuantificó la viabilidad de A. castellanii en co-cultivo por el método de azul 
de tripano. Las viabilidad de la amiba permanece sin cambios y arriba del 90% en todos los 
casos. El análisis estadístico fue realizado con ANOVA de dos vías 
(****p<0.0001,***p<0.001,* p<0.05).    
 

A 
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Figura 13. Porcentaje y viabilidad de A. castelllanii despegados a diferentes teimpos de co-cultivo con E. 
coli. (A) A. castellanii fue co-cultivada con EHEC (gris oscuro) y con E.coli HS (gris claro) y se cuantificaron 
las amibas no adheridas por medio de conteos en cámara de Neubauer. El co-cultivo con EHEC (gris 
oscuro) y con E.coli HS (gris claro) generó la falta de adherencia de la amiba significativo con respecto a 
A. castellanii sin interaccionar (blanco). (B) Se cuantificó la viabilidad de A. castellanii despegadas en co-
cultivo con las bacterias por el método de exclusión de azul de tripano. Se observó que la viabilidad 
amibiana permaneció sin cambios y arriba del 90% en todos los casos. El análisis estadístico fue realizado 
con un ANOVA de dos vías (***p<0.001). 
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Figura 15. Localización de filamentos de actina. Se puede observar a los filamentos de actina 
amibiana teñidos con faloidina rodaminada (rojo) y los núcleos teñidos con DAPI (azul) de A. 
castellanii después del co-cultivo con EHEC y con E. coli HS. Se determinó que existen 
modificaciones en la distribución de los filamentactina a causa de los co-cultivos con E. coli HS 

y con EHEC. Barra= 20 m . Las flechas blancas indican contactos entre la bacteria y la 
membrana amibiana.   
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Figura 16. Sobrevivencia de cepas de E. coli dentro de A. castellanii. Posterior al co-cultivo 
inical, el número de bacterias viables recuperadas de los trofozoítos decayó drásticamente. 
Ninguna de las bacterias sobrevivió más de 9 horas adentro de las amibas. El análisis 
estadístico fue realizado con ANOVA de dos vías (**p<0.01).  

Figura 17. Microscopía electrónica de transmisión (MET) de A. castellanii interaccionada 
con EHEC por 1.5 h. (A) En los trofozoítos co-cultivados se observaron amibas sin 
alteraciones morfológicas (cabeza de flecha), mitocondrias (m), vacuola (v) y un núcleo 

característico (n). Barra= 2 m. (B) Se observaron las mitocondrias de las amibas sin 

daño (m). Barra = 1 m. (C) Se presentaron gotas lipídicas en A. castellanniii debido a la 

interacción con EHEC (flechas). Barra  = 1 m.  
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Figura 19. Microscopía electrónica de transmisón (MET) de A. castellanii interaccionada 
con E. coli HS por 1.5 h. (A) Se pueden observar varias bacterias internalizadas en la 

amiba (cabezas de flecha). Barra = 5 m (B) A un mayor aumento se puede observar que 
E. coli HS se encuentra dentro de vacuolas (cabezas de flecha) y la presencia de gotas 

lipídicas (flecha). Barra de escala = 1 m 
 

 

Figura 18. Microscopía electrónica de transmisión (MET) de A. castellanii interaccionada 
con EHEC por 3 h. (A) A. castellanii sin interacción (control). Se observa a la amiba sin 
alteraciones en su membrana ni sus organelos citoplasmáticos , presenta un núcleo típico 
(n), mitocondrias (m) y vacuolas (v). (B) Bacterias internalizadas en A. castellanii co-
cultivada con EHEC (flecha). (C) Mitocondrias rodeadas de retículo endoplásmico rugoso 
(cabezas de flecha) en A. castellanii posterior al co-cultivo con EHEC. (D) Se observan  

zonas electrón-densas en los contactos entre amiba-bacteria (asteriscos). Barra=  2 m. 
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Figura 20. Microscopía electrónica de transmisón (MET) de A. castellanii interaccionada con E. 
coli HS por 3 h. (A) Se observan bacterias internalizadas en vacuolas (cabeza de flecha). Barra 

= 5 m. (B) A un mayor aumento también se observaron las bacterias internalizadas (cabeza de 

flecha). Barra= 2 m. (C) En otra amiba, se apreciaron zonas de contacto entre amiba y bacteria 
(flechas). Sin embargo, no se observan zonas electróndensas a diferencia del co-cultivo con 

EHEC. Barra= 2 m. 
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Figura 21. (A) Perfil proteico de los extractos totales. (B) Perfil proteico de los medios 
condicionados de A. castellanii. Amibas sin interaccionar (carril 4), en co-cultivo con E. coli 
HS (carril 5) y con EHEC (carril  6). Los extractos totales (A) y productos secretados (B) de 
las bacterias fueron incluídos como controles adicionales (carril 1 y 2). Los cambios 
aparentes se encuentran marcados por flechas y se encuentran en los pesos aproximados 
de 150, 100 y 80 KDa para los extractos totales y de 100, 85  y 20 KDa para las productos 
secretados.  
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Figura 22. Perfiles proteolíticos de los extractos totales de A. castellanii.  (Carril A) Amibas 
sin interaccionar, (Carril B) interaccionadas con con EHEC, y (Carril C) interaccionadas con 
E. coli HS. Las muestras fueron incubadas con inhibidores de metaloproteasas (EDTA), 
cisteína proteasas (E-64) y serina proteasas (PMSF). Las proteasas fueron activadas a un a 
pH de 7 y 37oC. Se observó una inhibición casi total de la actividad proteolítica con el 
inhibidor de serina proteasas y una leve disminución en la expresión de proteasas cuando la 
A. castellanii fue interaccionada con EHEC y con E. coli HS.   
 

 

Figura 23. Ensayos de Azocoll de los extractos 
totales de A. castellanii sin interaccionar (gris 
claro), interaccionadas con E. coli HS (gris) y con 
EHEC (gris oscuro). Las muestras fueron 
incubadas a pH de 7 y a 37oC. Los extractos 
totales de las bacterias fueron utilizados como 
controles adicionales (relleno con patrón). El 
análisis estadístico fue realizado con ANOVA de 
una vía (**p<0.01,*p<0.05).  Se observó una 
dismunución en la actividad proteolítica de A. 
castellanii interaccionada con tanto con EHEC 
como con E. coli HS.   
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Figura 24. Perfiles proteolíticos de los productos de secreción de A. castellanii. (Carril A) 
Amibas sin interaccionar, (Carril B) interaccionadas con EHEC y (Carril C) interaccionadas 
con E. coli HS (C). Las muestras fueron incubadas con inhibidores de metaloproteasas 
(EDTA), cisteín proteasas (E-64) y serin proteasas (PMSF). Las protasas fueron activadas 
a un a pH de 7 y 37oC. Se observó una inhibición casi total de la actividad proteolítica con 
el inhibidor de serin proteasas y una leve disminución en la expresión de proteasas 
cuando la A. castellanii fue interaccionada con E. coli HS.   
  

Figura 25. Ensayos de Azocoll de los 
productos de secreción de A. castellanii sin 
interaccionar (gris claro), interaccionadas con 
E. coli HS (gris) y con EHEC (gris obscuro). 
Las muestras fueron incubadas a pH de 7 y a 
37oC. Los productos de secreción bacteriana 
fueron utilizados como controles adicionales 
(relleno con patrón). El análisis estadístico fue 
realizado con un ANOVA de una vía 
(**p<0.01). Se observó una disminución en la 
actividad proteolítica de A. castellanii 
interaccionada con E. coli HS. 
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Figura 26. Western blot para la detección de TIR. (A) Extractos totales y  (B) medios 
condicionados de A. castellanii. (Carril 1) A. castellanii sin interaccionar, (Carril 2) 
interaccionadas con E. coli HS y (Carril 3) interaccionadas con EHEC por 3 h a una 
MOI de 100. Como controles adicionales se incluyeron los extractos totales (A) y 
medios  condicionados (B) de las bacterias. (Carril 4) E. coli HS y (Carril 5) EHEC.  
No se detectó TIR en las interacciones. Se identifcó únicamente en el caso del control 
positivo, es decir, en el extracto y productos de secreción de EHEC en el peso 
esperado de 71 KDa. Las bandas de bajo peso molecular corresponden al 
reconocimiento de otras proteínas debido a que el anticuerpo utilizado es policlonal. 
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Figura 27. Tinción de hematoxilina y eosina de córneas de hámsteres interaccionadas con 
A. castellanii. (A) Córneas de hámster sin infectar (control). 40x. (a) A mayor aumento se 
observó un epitelio corneal intacto. 100x.  (B) Córneas con A. castellanii sin co-cultivar con 
las bacteias. Se observó el desprendimiento de la capa externa (elongadas) de la córnea 
(flecha) y desorganización del epitelio corneal.40x. (b) A mayor aumento se observaron 
amibas (asteriscos) entre las capas del epitelio corneal. 100x.  (C) Córneas co-cultivadas con 
E. coli HS. 40x. (c) A mayor aumento no se observó ningún daño evidente en el tejido. 100x. 
(D) Córneas co-cultivadas con EHEC. Se observó la presencia de aperturas entre las células 
basales de la córnea (cabezas de flecha). 40x. (d) A mayor aumento se observó con mayor 
detalle la apertura entre las células basales de la córnea (cabeza de flecha). 100x. (E) 
Córneas con A. castellanii previamente co-cultivadas con E. coli HS. Se observa daño 
superficial en el epitelio y desprendimiento de las células elongadas de la córnea (flecha). 
40x. (e) A mayor aumento se observó con mayor detalle el desprendimiento de las células 
elongadas (flecha). 100x. (F) Córneas de hámster con A. castellanii previamente co-
cultivadas con EHEC. Se observa un gran daño en el epitelio corneal así como el 
desprendimiento entre el epitelio y el estroma (flecha). 40x. (f) A mayor aumento el daño es 
más evidente (flecha). 100x. 
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9.0 Discusión 

 

En este trabajo se evaluaron las interacciones entre distintas cepas de E. coli como 

endocitobionte de A. castellanii. Se observó que tanto la cepa patógena EHEC 

EDL933 como la no patógena E. coli HS fueron capaces de internalizarse dentro 

de las amibas después de ser co-cultivadas por 3 h. Ninguna de las cepas 

estudiadas corresponden a bacterias intracelulares por lo que su internalización 

debió de ser mediada por la amiba. Anteriormente se reportaron co-cultivos de 

EHEC con A. castellanii en dónde la bacteria fue internalizada en una proporción 

similar a la del presente trabajo (Chekabab et al., 2013). Sin embargo, la 

sobrevivencia de la cepa no patógena E. coli HS en A. castellanii no había sido 

reportado previamente. Los mecanismos que le permiten a ambas bacterias 

internalizarse y sobrevivir de manera temporal dentro de las amibas permanecen 

desconocidos. EHEC cuenta con distintos mecanismos que le permiten sobrevivir 

en ambientes adversos.  Éstos podrían estarse activando cuando es interaccionada 

con A. castellanii. En un estudio reciente se determinaron los cambios 

transcripcionales ocurridos en la bacteria enterohemorrágica una vez que fue 

internalizada en A. castellanii  (Carruthers, 2010). Se identificó un amplio número 

de genes que se sobre-expresaron incluyendo algunos involucrados en la virulencia 

y otros que participan en la sobrevivencia a estrés oxidativo (Carruthers, 2010). Por 

ejemplo, se encontraron sobre-expresados los genes que codifican para la enzima 

superóxido dismutasa, adicionalmente también se incrementó la expresión de 

genes de respuesta al daño de DNA bacteriano, conocidos como genes SOS, 

ambos capaces de disminuir el posible daño causado por las amibas tratando de 

fagocitar a las bacterias; de manera similar, estos cambios se han reportado cuando 

EHEC es internalizada por macrófagos (Poirier et al., 2008). Se ha reportado que 

la fagocitosis de A. castellanii tiene algunas similitudes con la fagocitosis por células 

mononucleares. Por ejemplo, se genera un ambiente oxidativo similar a algunas 

células del sistema inmunológico (Brooks & Schneider, 1985) . Si bien no se han 

estudiado a fondo los mecanismos de sobrevivencia de E. coli en las amibas, existe 

información de los eventos que suceden en la fagocitosis de macrófagos. Algunas 
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colonias de EHEC pueden sobrevivir dentro de la línea celular de macrófagos 

humanos THP-1, de igual manera los genes que se sobre-expresan en la bacteria 

tienen que ver con la respuesta al estrés oxidativo y genes SOS (Etienne-Mesmin 

et al., 2011). Recientemente se ha descrito que EHEC tiene un sistema de 

secreción tipo VI funcional, por el cual secreta una proteína conocida como KatN 

que disminuye la cantidad de especies reactivas del oxígeno (Wan et al., 2017). 

Este transcrito también aumenta cuando EHEC es internalizada por los macrófagos 

tanto humanos como de origen murinos (Wan et al., 2017). Es posible que KatN y 

la regulación del ambiente oxidativo sean algunos de los mecanismos que le 

permitan a EHEC sobrevivir dentro de A. castellanii durante las primeras 3 horas 

de interacción.  

De igual manera, se observó que E. coli HS es capaz de sobrevivir por 

periodos cortos de tiempos en A. castellanii, sugiriendo que la internalización y 

evasión de la fagocitosis puede ser independiente de los factores de virulencia. 

Mucho menos se sabe acerca de los mecanismos que le permiten a E. coli HS 

sobrevivir intracelularmente en A. castellanii. Sin embargo, al igual que EHEC, su 

internalización y sobrevivencia por tiempos cortos también ha sido reportado en 

macrófagos (De la Fuente et al., 2014). Similarmente a lo observado en este trabajo 

E. coli HS sobrevive a la fagocitosis inicial por 3 h en macrófagos, sin embargo, no 

sobrevive más de 24 horas en co-cultivo. En el presente trabajo se observó que las 

bacterias E. coli HS no sobrevivieron más allá de 6 horas cuando fueron 

internalizadas en A. castellanii. Un estudio transcripcional mostró que E. coli HS 

posee algunos elementos similares a las cepas de E. coli patógenas, por ejemplo, 

el sistema de secreción tipo II que comparte con EHEC y un sistema de secreción 

tipo III no funcional. Sin embargo, el papel de éstos o cualquiera de los 

componentes de esta bacteria comensal dentro de los macrófagos o amibas 

permanecen sin conocerse (Rasko et al., 2008).  

También se observó la pérdida de la adhesión amibiana a causa del co-

cultivo con ambas cepas del E. coli.  Este efecto fue brevemente mencionado en 

un estudio previo con EHEC y A. castellanii (Chekabab et al., 2013) sin embargo, 

no fue cuantificada la adhesión. En co-cultivos con L. pneumophila y  
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A. castellanii se determinó que la interacción genera la pérdida de la adhesión 

causando un 60% de amibas despegadas a las 24 h de interacción. Los mismos 

autores reportaron en otro estudio una disminución en la extensión de los 

acantópodos de A. castellanii resultando en la disminución de la motilidad amibiana 

(Mengue et al., 2017; Mengue et al., 2016). En este trabajo se demostró que a pesar 

de tener una gran cantidad de amibas despegadas la viabilidad del cultivo se 

mantuvo elevada. Para estudiar más a fondo este fenómeno decidimos analizar los 

cambios en el citoesqueleto por medio del marcaje de actina filamentosa con 

faloidina rodaminada. Los resultados mostraron un cambio en la distribución del 

citoesqueleto de las amibas co-cultivadas tanto con EHEC como con E. coli HS. Se 

ha reportado que A. castellanii reconoce e internaliza a EHEC por medio de la MBP 

(Arnold et al., 2016).  La MBP está ampliamente involucrada en la inducción de los 

demás factores de virulencia de la amiba, por lo que la pérdida de la adhesión se 

puede considerar como una modulación de la virulencia. Es posible que las lectinas 

de las amibas se saturen con la interacción de la bacteria y pierdan su capacidad 

de anclarse a la superficie de las monocapas celulares. Esto a su vez, generaría 

una re-organización del citoesqueleto de actina ya que se sabe que las 

modificaciones en la MBP pueden generar cambios en la organización de actina 

(Soto-Arredondo et al., 2014). Se ha descrito ampliamente que la MBP reconoce 

residuos de manosa (Kim et al., 2012). De igual manera, se ha reportado que la 

lectina se une al LPS de EHEC (Arnold et al., 2016), sin embargo, el sitio de 

reconocimiento permanece sin ser definido ya que la superficie de la bacteria no 

contiene manosa, por lo que se puede inferir que debe de existir un residuo 

estructuralmente parecido al azúcar que interactué con la proteína, a la fecha este 

fenómeno se desconoce (Arnold et al., 2016). No se sabe si existen elementos del 

LPS de E. coli HS que son reconocidos por A. castellanii, ni si los LPS de la bacteria 

comensal y la patógena tienen elementos en común. Es necesario conocer más 

sobre la estructura de E. coli HS ya que se observó un efecto similar al causado por 

el co-cultivo con EHEC sobre la adhesión de A. castellanii.  

Por otro lado, se pudieron observar cambios en la morfología ultraestructural 

amibiana en los co-cultivos con EHEC y con E. coli HS. Entre estos cambios 
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destacan la generación de dobles membranas de retículo endoplásmico rugoso que 

rodean algunas mitocondrias a las 3 horas de co-cultivo con EHEC. Fenómenos 

similares han sido detectados con endosimbiontes de Acanthamoeba spp. En 

bacterias del género Alphaproteobacteria se observaron membranas rodeando a 

las mitocondrias (Chan et al., 2018). De igual manera, estructuras similares a las 

observadas en este estudio se han encontrado cuando la amiba es expuesta a 

Amfotericina B (Taravaud et al., 2017) en donde las membranas se describieron 

como estructuras parecidas a autofagosomas inducidas por el estrés oxidativo 

causado por el fármaco. Sin embargo, en ninguno de los estudios anteriores se 

estudió más a fondo la autofagia mediante el uso de marcadores. Se sabe que el 

proceso de fagocitosis genera un estrés oxidativo (Davies et al., 1991), y es posible 

que se induzca la generación de las dobles membranas de retículo endoplásmico 

rodeando las mitocondrias. Se ha reportado que las membranas de autofagia 

probablemente sean generadas a partir del retículo endoplásmico rugoso 

(Duszenko et al., 2011; Hamacher-Brady & Brady, 2016; Lamb et al., 2013) y 

además se ha identificado a este organelo en autofagosomas por medio del 

marcaje con calnexina en estudios de MET (Nixon et al., 2005).  

De igual manera, es posible que la bacteria patógena, pero no la no 

patógena, también contribuya al estado oxidativo que la cepa no patógena, ya que 

estas estructuras solo se observaron en A. castellanii en co-cultivo con EHEC a las 

3 h, mientras que en co-cultivo con E. coli HS las mitocondrias permanecieron sin 

cambio. Es posible que las diferencias entre co-cultivos se deban a que EHEC 

cuenta con más mecanismos para sobrevivir a ambientes adversos que E. coli HS, 

por lo cual es más difícil la fagocitosis de la bacteria causante de la colitis 

enterohermorrágica. También es posible que debido a la degradación de EHEC, A. 

castellanii tenga que generar un mayor estrés oxidativo que con E. coli HS y esto 

resulte en el daño a las membranas mitocondriales. De manera adicional EHEC 

contiene algunos efectores que actúan sobre las mitocondrias del hospedero dentro 

de las que destacan la proteína asociada a mitocondria (MAP) y la hemolisina 

(EHEC-Hly) (Bielaszewska et al., 2014; Garmendia et al., 2005). MAP es un efector 

que se encuentra tanto en EHEC como en otra cepa virulenta, EPEC. La proteína 
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daña a las mitocondrias, modificando su potencial de membrana (Bielaszewska et 

al., 2014). EHEC-Hly es una toxina que puede actuar de distintas maneras. Al ser 

secretada genera la lisis de distintos tipos celulares como son los eritrocitos, sin 

embargo, cuando se encuentra asociada con las vesículas externas de la 

membrana (OMV) de EHEC es dirigida hacia las mitocondrias del hospedero. Una 

vez en el organelo la proteína induce la liberación del citocromo c y la inducción de 

la apoptosis por medio de la vía de la caspasa-9 (Bielaszewska et al., 2014). 

Aunque no se ha reportado en ningún tipo celular, es posible que las dobles 

membranas observadas sean un mecanismo de adaptación a los efectores de 

EHEC con el fin de eliminar a las mitocondrias dañadas y preservar la integridad de 

la amiba. Sin embargo, se requieren más estudios para determinar si existe un 

fenómeno de autofagia en el co-cultivo e identificar a los efectores específicos que 

están interviniendo en este proceso.    

Por otro lado, en el análisis ultraestructural también se observaron algunas 

zonas electrón-densas en las áreas de contacto entre las bacterias y las amibas 

que sólo ocurrieron en las interacciones con EHEC. La bacteria patógena EHEC 

cuenta con mecanismos para remodelar la actina, lo que hace posible que los 

efectores de EHEC causen la remodelación del citoesqueleto de las amibas lo cual 

puede servirle para adherirse a la superficie y evitar ser fagocitadas. Sin embargo, 

algunas bacterias sí pueden ser internalizadas, por lo que deben existir dos eventos 

que rigen la distribución de la actina de A. castellanii en el co-cultivo. Por un lado, 

los efectores de EHEC sobre las amibas generan zonas íntimas de contacto con la 

bacteria en donde posiblemente se acumule actina polimerizada mientras que, por 

otro lado, la amiba modifica su propio citoesqueleto para iniciar el proceso de 

fagocitosis. 

En el hospedero humano, EHEC es capaz de inducir la formación de 

pedestales en las zonas de contactos con la célula blanco. Esto lo hace por medio 

del SSTT el cual inyecta una variedad de efectores al citosol de la célula, entre ellos 

TIR (Nguyen & Sperandio, 2012). Se realizó un WB para determinar si TIR se podía 

encontrar en los extractos totales de las amibas co-cultivadas con EHEC o bien en 

los productos de secreción. En este ensayo no se encontró al efector en los co-
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cultivos. Es posible que esto se deba a que la cantidad de proteína bacteriana 

dentro y en contacto con las amibas sea muy poca y pueda no ser detectada por 

esta metodología. Es probable que si se realiza un inmunomarcaje de TIR pueda 

ser observado por microsopía confocal o por MET con marcaje con oro coloidal. Sin 

embargo, con los resultados obtenidos hasta el momento no es posible afirmar si 

EHEC utiliza sus efectores para alterar el citoesqueleto de A. castellanii. 

Adicionalmente, también se podrían detectar otros efectores de EHEC involucrados 

en la alteración del citoesqueleto de actina como EspFu.  

Al observar las muestras por MET, en las amibas interaccionadas con EHEC, 

las bacterias internalizadas se observaron principalmente en el citoplasma, 

mientras que en la interacción con E. coli HS, éstas se observaron más 

frecuentemente dentro de vacuolas. En estudios previos con otros microrganismos, 

se han encontrado bacterias en vacuolas, en el citoplasma, e incluso en la vacuola 

contráctil de Acanthamoeba spp. (Bozue, 1996; Van der Henst et al., 2016). L. 

pneumophila evita la acidificación de las vacuolas para sobrevivir intracelularmente 

(Isberg et al., 2009). A la fecha no se ha reportado ningún mecanismo de 

sobrevivencia de E. coli HS. Es posible que E. coli HS se degrade dentro de las 

vacuolas y sea eliminada eficientemente. Los estudios de protección a gentamicina 

concuerdan con esta observación ya que la bacteria no patógena no sobrevive en 

la misma proporción ni el mismo tiempo internalizado que EHEC. Por otro lado, 

EHEC parece no encontrarse en vacuolas, por lo que su fagocitosis resulta más 

lenta por parte de las amibas. La aparente evasión para ser internalizadas de EHEC 

por A. castellanii podría ser uno de los mecanismos que le permiten sobrevivir 

dentro de la amiba.   

Una vez observados los cambios ultraestructurales de estas interacciones, 

se procedió a determinar si existían cambios en la expresión de proteínas de  

A. castellanii co-cultivadas con EHEC o con E. coli HS. Los resultados mostraron 

cambios en el perfil de proteínas en los productos de secreción mientras que en los 

extractos amibianos los cambios no fueron tan aparentes. Es posible que las 

proteínas que desaparecen en los perfiles proteicos  podrían pertenecer a proteínas 

involucradas en adhesión ya que ésta es una de las principales propiedades que 
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se pierden durante la interacción. La proteína de unión a manosa contiene 

subunidades de 130 KDa. En en este peso molecular de los geles teñido con plata 

no se observaron cambios notables en los experimentos realizados, sin embargo, 

A. castellanii contiene otras proteínas de adhesión poco estudiadas que se 

encuentran dentro de los pesos moleculares de 77 y 84 KDa (Soto-Arredondo et 

al., 2014) la cual corresponde al rango de pesos en dónde probablemente exista la 

disminución de bandas proteicas de los co-cultivos realizados con EHEC.   

En cuanto a las proteínas que se encuentran sobre-expresadas, es posible que 

sean proteínas que participen en el estrés oxidativo generado durante la fagocitosis. 

Sin embargo, es necesario realizar geles en dos dimensiones y analizar las bandas 

por espectrometría de masas para confirmar las proteínas que son expresadas 

diferencialmente.  

La expresión de proteasas, otro de los principales factores de virulencia de  

A. castellanii también fue analizada. Se obtuvieron perfiles proteolíticos de  

trofozoítos de A. castellanii sin interaccionar similares los reportados previamente 

(Serrano-Luna et al., 2006). La actividad fue inhibida casi totalmente por PMSF, un 

inhibidor de serina proteasa y esto concuerda con experimentos de otros grupos 

que confirman que el género Acanthamoeba presenta principalmente serina 

proteasas. La actividad de los productos de secreción también fue similar o los 

trabajos previamente reportados (Serrano-Luna et al., 2006). En cuanto a los 

zimogramas, se puede observar una disminución en la expresión de proteasas de 

bajo peso molecular a causa del co-cultivo con EHEC, sin embargo, no existe una 

disminución en la expresión de proteasas en la interacción con E. coli HS. En los 

ensayos con Azocoll se observó una disminución de proteasas en ambas 

interacciones. Con estos resultados podemos especular que las diferencias 

observadas entre la técnica del Azocoll y los zimogramas se debió a que la primera 

es una técnica más sensible y cuantificable para determinar la actividad proteolítica 

total. Además, es posible que la disminución en la actividad de proteasas sea 

debido a los cambios metabólicos que ocurren en la amiba al tratar de degradar a 

las bacterias. Se ha reportado que cuando A. castellanii se encuentra bajo estrés, 

aumenta la expresión de proteínas relacionadas con el metabolismo oxidativo y 
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metabolismo de aminoácidos (Gonçalves et al., 2018). También se ha reportado 

que cuando la amiba es expuesta a estrés debido a un ambiente altamente 

oxidativo hay un probable daño en la sintasa de ATP y la ruta respiratoria de la 

amiba sin aparente daño en la integridad de la mitocondria (Woyda-Ploszczyca et 

al., 2011). El gasto energético para A. castellanii podría ser demasiado alto al tener 

que fagocitar a las bacterias y las amibas podrían dejar de producir algunas 

proteasas. Sin embargo, el mecanismo exacto por el cual existen diferencias en el 

patrón proteolítico de las interacciones con EHEC y E. coli HS permanecen sin 

entenderse completamente. EHEC contiene distintas proteasas, principalmente, la 

serina proteasa EspP (Kuo et al., 2016) y la metaloproteasa StcE (Grys et al., 2006), 

sin embargo, la cantidad de proteasas expresadas por A. castellanii es mucho 

mayor a la de las bacterias. Tanto en los experimentos con Azocoll como en los de 

zimografía no se detectaron actividades proteolíticas en las bacterias solas. Esto 

pudo haberse debido a que las proteasas de EHEC que se encuentran en la 

bacteria son mucho menores y tienen sustratos mucho más específicos y diferentes 

a los de las proteasas de  A. castellanii. Por ejemplo, en el caso de EsP, la proteína 

escinde específicamente factores los factores de coagulación V, VII, VIII y XII 

mientras que no tiene actividad sobre los factores IX, X y XI (Kuo et al., 2016). Por 

otro lado, se ha reportado que StcE actúa sobre la mucina 7 y la proteína C1-INH. 

Sin embargo, no tiene actividad sobre MUC2 o MUC5 (Grys et al., 2006). Es posible 

que usando un sustrato de mucina o uno específico para alguna proteasa de EHEC 

se pueda observar la actividad no observada con la gelatina porcina.  

Los estudios ex vivo, cuando se interaccionaron a las amibas con las córneas 

de los hámsteres, sugieren fuertemente que el co-cultivo entre EHEC y A. castellanii 

aumentó la virulencia amibiana. Se observó más daño en la capa epitelial, 

destrucción de la membrana de Bowman, llegándose a observar daño hasta el 

estroma. Estos resultados fueron más severos en las córneas cuando se 

compararon con las amibas solas, con la bacteria no patógena y con EHEC sola. 

Este resultado coincide con un estudio previo en donde se obtuvieron muestras 

clínicas de Acanthamoeba spp. encontrando una correlación entre las amibas que 

portaban bacterias en su interior y el aumento en el efecto citopático generado a un 
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cultivo de células corneales (Iovieno et al., 2010). El uso de este modelo 

experimental previamente reportado (Omaña-Molina et al., 2004) permite simular 

de una forma más fisiopatológica en la progresión clínica de la QA en los humanos. 

En resumen, este trabajo representa uno de los primeros hallazgos en donde se 

explora el impacto de las interacciones de EHEC con A. castellanii en la virulencia 

amibiana. Los datos que se obtuvieron en el presente estudio indicaron que la 

bacteria patógena, que comparte varios de los nichos ecológico con las amibas, 

tiene un impacto en la biología celular de A. castellanii y puede potenciar la 

severidad de los casos de QA resultando en un daño más grave en la córnea.  

 

 

10. Conclusiones 

1. En el presente trabajo se generaron dos endocitobiontes de A. castellanii 

con EHEC y E. coli HS.  

2. La interacción de EHEC y E. coli HS con A. castellanii induce cambios en la 

adherencia que se relacionó con la modificación del citoesqueleto amibiano 

sin afectar la sobrevivencia de la amiba.  

3. EHEC induce cambios ultraestructurales en la amiba incluyendo la formación 

de dobles membranas de retículo endoplásmico rugoso alrededor de las 

mitocondrias y áreas electrón-densas en los sitios de contacto amiba-

bacteria. En la cepa E. coli HS no se observó este fenómeno. 

4. EHEC y E. coli HS causan cambios en la expresión de proteínas de 

secreción y de proteasas de A. castellanii.  

5. El co-cultivo con EHEC aumenta la virulencia de A. castellanii resultando en 

un mayor daño a la córnea, implicando una QA más severa.  
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11. Perspectivas 

 
1. Detectar la proteína TIR en ensayos de “dot blot”, microscopía confocal y 

MET con inmunomarcaje en trofozoítos de A. castellanii. 

2. Identificar a las proteínas específicas de A. castellanii que cambian su 

expresión después de la interacción con EHEC y E. coli HS por medio 

análisis proteómico. 

3. Analizar de los cambios en la expresión de los genes relacionados con la 

adhesión (MBP) de A. castallenii debido a las interacciones con EHEC y  

E. coli HS.  

4. Identificar los cambios en la virulencia de EHEC a causa el co-cultivo con A. 

castellanii por medio de ensayos de adherencia y formación de pedestales 

con un cultivo celular intestinal (Caco-2).  
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