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Introduccidn

Antecedentes

La diarrea es una enfermedad que afecta a nivel internacional a diferentes sectores de la
poblacién, se caracteriza por un aumento en el nimero y una disminucién de la consistencia de las
evacuaciones del individuo afectado. Los principales agentes que producen esta enfermedad son
bacterias, virus y parasitos. Se considera que al afio se presentan aproximadamente 1700 millones
de casos de diarrea alrededor del mundo en personas de todas las edades y mas de 700 mil nifios
al afio mueren a causa de este padecimiento (WHO, 2015).

El principal tratamiento de esta enfermedad es la rehidratacidon oral, que ha disminuido la
mortalidad por este padecimiento, sin embargo, la morbilidad se mantiene elevada, teniendo
mayor relacién con nifios en estado de desnutricion severa, haciendo un binomio que condicionay
afecta su crecimiento (Thiam et al., 2017).

El objetivo de la rehidratacién oral consiste en reponer los fluidos y electrolitos perdidos, factor
importante para mantener la homeostasis del paciente. Aunque en la mayoria de los casos de
diarrea la rehidratacion es el Unico tratamiento recomendado, en muchas ocasiones se
administran antimicrobianos. Sin embargo, el empleo de éstos tiene efectos adversos sobre el
individuo ya que puede eliminar parte de su microbiota normal, la cual tiene dentro de sus
funciones mantener el equilibrio de los microorganismos presentes en el tracto digestivo. Por otro
lado, el uso de antibidticos para ésta y otras enfermedades contribuye en forma importante en la
seleccion de cepas resistentes o multiresistentes, lo que en algunos casos da lugar al desarrollo de
microorganismos como Clostridium difficile que como patdégeno oportunista ocasiona cuadros
severos de colitis hemorragica (Rogaski et al., 2015). En México se estima que se recetan
antibidticos al 70% de los pacientes con infecciones, ya sean respiratorias o diarreicas agudas,
aunque solamente se justifiquen en un 15% de los casos (Dreser et al., 2008).

Las bacterias y virus son los principales agentes responsables de la diarrea; Escherichia coli spp es
una de las bacterias mas relevantes relacionadas con la patogénesis de la enfermedad, aunque
existen otras no menos importantes, como Campylobacter spp, Salmonella spp y Shigella spp (Bern
etal., 1992).

Escherichia coli

En 1885, Theodore Escherich, un pediatra aleman, aislé por primera vez la bacteria E. coli a la que
denomind Bacterium coli commune, por el hecho de su presencia universal en el intestino de
individuos sanos y enfermos de diarrea. Aunque esta bacteria forma parte de la microbiota
intestinal normal del hombre y otras especies animales, en la actualidad se conoce de la existencia
de cepas patdgenas responsables de distintos cuadros clinicos, incluida la diarrea.

E. coli forma parte de la familia Enterobacteriaceae, es un bacilo Gram negativo maévil, anaerobio
facultativo, entre otras funciones metabdlicas fermenta la glucosa y lactosa, reduce nitratos a
nitritos y es catalasa positiva. Posee una pared celular compleja conocida también como
membrana externa, la cual estd conformada por polisacdaridos, lipoproteinas, proteinas porinas y



otras proteinas, la bacteria ademas presenta flagelos pertricos y fimbrias que participan en la
adherencia a diferentes epitelios.

Al respecto, se ha identificado en la bacteria que su capacidad para adherirse a células se relaciona
con diferentes estructuras, incluidos diferentes tipos de fimbrias, los flagelos e incluso la capsula
(Nataro y Kaper, 1998). En el caso de las cepas de E. coli que causan diarrea, se han descrito
diferentes patrones o fenotipos de adherencia que por sus caracteristicas se han denominado
localizada, difusa y agregativa (Cravioto et al., 1979; Nataro et al., 1987; Scaletski et al., 1984). La
adherencia localizada de interés para el presente trabajo se distingue por la formaciéon de
microcolonias de bacterias que se encuentran en areas de poca extensién de la superficie de la
célula hospedero; las microcolonias son agrupamientos de la bacteria que presentan poco espacio
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entre las bacterias que la conforman (Figura 1. A).
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Figura 1. Patrones de adherencia. Fotos tomadas para este estudio.

(A) Adherencia localizada, (B) Adherencia Difusa y (C) Sin adherencia. Células HEp-2, Objetivo 100x.

La adherencia es el primer paso en el proceso de colonizacidn de las bacterias, ésta puede ser por
efecto de interacciones inespecificas (puentes de hidrdogeno, fuerzas de Van der Waals), o por
estructuras de la superficie bacteriana que pueden ser fimbriales o no fimbriales, las presentan
adhesinas que interaccionan con receptores celulares especificos.

Las fimbrias son estructuras proteicas en forma de varillas que pueden ser cortas o muy largas con
diferente grosor, algunas codificadas por genes presentes en el cromosoma o en plasmidos. Los
receptores son estructuras transmembranales disefiadas para reconocer factores de crecimiento,
hormonas o ligandos.

Kauffmann (1994) Describié a los grupos de E. coli asociados con la etiopatogenia de la diarrea
(DEC), se integraron de acuerdo a su estructura antigénica (antigenos somaticos O y flagelar H), el
tipo de cuadro clinico producido y grupos etarios a los que afectan, asi como su distribuciéon
epidemioldgica (Kaper et al., 2004). De forma mas reciente se han considerado la presencia de
genes relacionados con la patogenicidad por medio de la expresidon de componentes asociados a la
virulencia de la bacteria como son los factores genéticos de patogenicidad, el conjunto de todas
las caracteristicas (factores genéticos de patogenicidad, mecanismos de patogenicidad vy
serogrupos) ha permitido integrar a las cepas DEC en seis diferentes tipos patdgenos o patotipos
(Cuadro 1).




Grupo patégeno

Mecanismos
de
patogenisidad

Factores
genéticos de
patogenicidad

Serogrupos

Manifestaciones
clinicas

Epidemiologia

Enteroroxigénica Produccién CFA, STy LT 08:H9, 015:H11, 020:H-, Diarrea acuosa Nifos, viajeros, adultos
ETEC de 025:H-027:H7, 078:H12, Paises en desarrollo
enterotoxina 0148:H28, 0159:H20

Enteroinvasiva Invasion Plasmido de | 028:H, 0112ac:H-, 0144:H-, | Disenteria Nifos mayores de 1 aiio,
EIEC invasividad de | 0152:H-, 164:H-0167:H- preescolares

140MDa Mundial
Enterohemorragica | Produccion STX, p0157, | 0157:H7, 026:H11, Colitis hemorragica | Nifios de 2 a 7 afos
EHEC de citotoxinas | intimina 0103:H2, 0113:H21, Paises en desarrollo,

0119, 0128, 0145 Latinoamérica

Enteroagregativa Adherencia Plasmido de | O44:H18 Diarrea con moco Menores de 2 afos
EAEC agregativa 60MDa,

Citotoxina, OMP,

Fimbria AAFI y I

y EAST
Adherente Difusa | Adherencia Fimbria 1845, | 0126:H27 Diarrea acuosa Preescolares
DAEC difusa oMP Sin Distribucién especifica
Enteropatdgena Adherencia Plasmido EAE, y | O55, 086, 0142, 0111:H- | Diarrea acuosa Bebes menores de 6 meses
EPEC localizada BFP 0127 Paises en desarrollo

Cuadro 1. Caracteristicas de las cepas diarrogénicas patogenas de E. coli

CFA: Factor de colonizacidn antigénico, ST: Toxina termoestable, LT: Toxina termoldbil; STX: Toxina Shiga, pO157: ME FALTA; AAFl y Il: fimbria | y

Il de adherencia agregativa, EASTI: Toxina ST de cepas enteroagregativas; OMP: Proteina de membrana externa; EAE: Factor de adherencia de

EPEC y BFP: Pili con forma rizada. Fuente: Rodriguez-Angeles, 2002




E. coli enteropatégena

E. coli enteropatdgena (EPEC) fue el primero grupo asociado a diarrea en infantes. Cravioto et al.
(1979) reportaron que las llamadas cepas enteropatdégenas mostraban capacidad para adherirse a
células HEp-2 (Carcinoma faringeo humano, por sus siglas en inglés), formando microcolonias,
fenotipo al que posteriormente se le dio el nombre de adherencia localizada (Nataro y Kaper,
1998). Levine et al. (1984) describieron una proteina de 94 kDa con un papel importante en dicho
evento, misma que se denomind intimina, por su relacién con la adherencia intima de la bacteria a
la superficie de la célula. En afios posteriores se describieron varios genes involucrados en el
mecanismo de patogenicidad de EPEC, los cuales se localizan en el plasmido EAF (Enter Adherent
Factor) y en la isla de patogenicidad LEE (Locus of Enterocyte Effacement). En la actualidad se hace
referencia de dos variedades de cepas de EPEC, las llamadas tipicas que presentan los genes eae*y
bfpA* relacionados con la adherencia localizada y las lesiones histopatoldgicas que se llaman
“attaching and effacing (A/E) y las atipicas que son eae* bfpA". Los genes eae y bfpA se encuentran
en laisla LEE y el plasmido EAF, respectivamente.

Modelo de patogenicidad

La interaccidn entre EPEC y la célula del epitelio intestinal se da en 3 etapas importantes:
Adherencia inicial

El primer contacto de EPEC con la célula eucarionte es por la accidon de BFP (bundle-forming pilus),
esta estructura da la capacidad de adherencia localizada. Las fimbrias BFP forman haces que
permiten la interaccidn tridimensional entre las bacterias para formar los agregados bacterianos
conocidos como microcolonias (de 5 a 200 bacterias). Ademds, BFP se unen a las
microvellosidades de los enterocitos del epitelio, lo que permite adherirse herméticamente a la
superficie de la mucosa del intestino con la participacion del flagelo y los filamentos EspA (Girdn et
al., 1991; Girdn et al., 1993; Mellies et al., 2007).

Las cepas EPEC atipicas, que no presentan el plasmido EAF, presentan una modificacion en su
patron de adherencia conocido como “adherencia parecida a la localizada”, donde los filamentos
EspA y el flagelo permiten la interaccién con la mucosa, lo cual es menor a la interaccién
presentada por BFP, ya que son menos la cantidad de bacterias que quedan unidas por adherencia
inicial, generando un patrén de adherencia donde las microcolonias se dispersan un poco. Se ha
observado que a falta de BFP los filamentos EspA son los principales promotores de la adherencia
en la colonizacion de la EPEC (Vuopio-Verkila et al., 1991; Cleary, 2004; Girdn, 2002.).

Sistema de secrecidn tipo Il

Una vez que EPEC se ha adherido, se genera la maquinaria que permitira anclarse por completo
sobre el enterocito, asi como para el paso de informacién para la activacién de sefiales en el
hospedero por proteinas efectoras. El sistema de secrecion tipo Il (“type lll secretion system”
[TTSS]), también conocido como inyectosoma, favorece la introduccion de diferentes moléculas
del interior de EPEC a la célula del hospedero (Jarvis et.al., 1995). La mayor parte de las proteinas



de esta maquinaria y de las proteinas que se van a secretar se encuentran codificadas en la isla de
patogenicidad LEE. Una vez que se ha generado la adherencia inicial, la estructura del TTSS se
polimeriza en el extremo cercano a la célula epitelial, lo que permite la formaciéon de un puente
fisico entre EPEC y la membrana de la célula, formando un conducto cilindrico por cuyo interior
pasaran las proteinas efectoras. Entre las proteinas transferidas se encuentran Tir, el receptor de
la intimina, proteina de la membrana externa de EPEC que contribuye a la adherencia intima de la
bacteria (Kenny y Finlay, 1995).

Adherencia intima

La unidn de Tir con la intimina produce la ultima etapa de la adherencia de EPEC, se caracteriza
por la unién estrecha bacteria-célula y la formacién de un pedestal que alberga a la bacteria. Una
vez que se introdujeron las proteinas efectoras de la bacteria a la célula epitelial, se activan
diferentes sefales, lo que favorece el aumento de la concentracién de Ca*™ y de inositol trifosfato
(IP3) en la célula epitelial. El aumento de intimina en la célula epitelial induce la fosforilacién de la
fosfolipasa Cyl (PLC- y1), lo que aumenta los niveles de IP3, lo que a su vez incrementa la
concentracién de Ca*™, generando dafio a las microvellosidades de la célula epitelial, lo que es
parte de las caracteristicas de la lesion A/E. La adherencia de EPEC a la célula epitelial también
produce la fosforilacién de otras proteinas de la célula epitelial, entre las que se encuentra la
miosina, lo que induce la permeabilidad de la célula epitelial. Asi mismo, al encontrarse EPEC
adherida a la célula, se disminuye la capacidad de adsorcién del epitelio del intestino, lo que
genera perdida de agua y algunos iones. Un efecto mas es la activacion del proceso inflamatorio
por medio de la interleucina 8 (IL-8), la cual recluta a los neutréfilos comenzando todo el proceso.
Por su parte Tir, una vez unida a la intimina, se fosforila, lo que recluta a proteinas reguladoras del
citoesqueleto (WASP y Arp2/3) para la polimerizacion de actina hacia donde esta Tir fosforilada
(Lommel et al., 2004). El pedestal se forma por debajo de donde se encuentra adherida EPEC,
gracias a la actina polimerizada y proteinas relacionadas con la misma. Esto genera los arreglos del
citoesqueleto, modificando su morfologia y fisiologia, lo que produce la pérdida de las
microvellosidades intestinales y por consecuencia su funcién se altera (Finlay et al., 1992).

Autoagregacion

La adherencia de EPEC se ha relacionado con otros fenémenos como la formaciéon de agregados
bacterianos, propiedad conocida como autoagregacién, dicha propiedad contribuye a la
supervivencia y permanencia de E. coli en el tracto gastrointestinal. El evento se puede analizar
por microscopia o al analizar la turbidez que producen suspensiones de bacterias en medios
liquidos estaticos. La autoagregacién en las cepas EPEC, se relaciona directamente con la
expresion de BFP (Bieber, 1998).

Adherencia inicial y BFP

Como se menciond anteriormente, se ha relacionado la adherencia inicial con tres estructuras
bacterianas, BFP, filamentos de EspA y el flagelo. Con respecto a lo descrito entre la adherencia y
BFP, Anantha et al. (1998) en un estudio relacionaron BFP con la adherencia localizada mostrando



gue el patrén de adherencia localizada de EPEC se modifica al inhibir la expresién de la proteina
BfpF en la cepa UMD916 (Figura 2).

Figura 2. Modificacion del patrén de adherencia localizada de EPEC por efecto de la inhibicion en
la expresion de BFP.

Ensayo de adherencia localizada en células HEp-2. Cepa silvestre EPEC (A) y cepa modificada en bfpF,
cepa UMD916 (B). Fuente: Anantha, 1998

Siguiendo con el interés de conocer el papel de BFP en la adherencia inicial, en otro estudio
Humphries et al. (2010), al utilizar N-acetillactosamina durante un ensayo de autoagregacion,
observaron que BFP interacciona con este compuesto, lo que interfiere la union entre las células
bacterianas y genera el abatimiento de la autoagregacion, pero este fendmeno no se observa en la
cepa UMD916, mencionada anteriormente. Por lo cual se propuso que BfpF tiene un papel
importante en el fendmeno de autoagregacion en la adherencia inicial, ya que su ausencia no
permite la accién del inhibidor N-acetillactosamina. La grafica de autoagregacién de dicho articulo
se presenta a continuacioén (Figura 3) y se observa que la cepa sin BfpF tiene una autoagregacion
similar con el compuesto o sin él.
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Figura 3. Ensayos de autoagregacion de diferentes cepas de EPEC.

Efecto de 0.8mg/ml de LacNAc-BSA en la autoagregacién de diferentes cepas. Las barras de
error representan desviacion estandar, ** P< 0.001, n=3. Fuente: Humphries et al., 2010

La adherencia inicial es un fendmeno que se presenta en condiciones especificas del ambiente. La
respuesta bacteriana ante los cambios del ambiente estd mediada por la regulacion de multiples
factores, por lo general a partir de una proteina que funciona como regulador y puede sefializar
para inducir o reprimir genes (Blumenthal et al., 1996.). Entre los sistemas que reconocen las
sefiales del medio y modifican la expresién de genes se encuentran los sistemas de dos
componentes. En E. coli se han descrito, entre otros, los sistemas EnvZ/OmpR, CpxRA y RcsCDB, los
cuales responden a multiples estimulos, activando de diferentes vias de sefalizacion para
responder a los estimulos. De forma generaliza EnvZ/OmpR esta relacionado con la respuesta al
cambio osmdtico, modificando la expresidn de porinas de membrana; CpxRA actua ante el estrés
del ambiente, como modificaciones de pH, regulando la expresion de proteinas de degradacion,
plegamiento y unién; RscCDB se asocia al estrés del ambiente y la sobreexpresion de proteinas del
periplasma (Clarke y Voigt, 2011).

El sistema CpxRA estd compuesto por CpxA, una histidina cinasa de membrana interna, y CpxR, un
regulador citoplasmatico de respuesta. Al presentarse estrés en el medio, CpxA se autofosforila y
transfiere el grupo a CpxR para fosforilarlo. Dentro de los efectos conocidos del sistema CpxRA se
encuentran la regulacion negativa de distintas proteinas, una de ellas BFP, lo cual da lugar a la
disminucion de la autoagregacion (Figura 4) de EPEC (Vogt et al., 2010). Lo anterior se confirmé al
utilizar una cepa mutada en el dominio de CpxA con lo que se genera un efecto de sefializacién de
estrés constante y se observd la modificacién en la expresion de distintas proteinas de BFP y
fenotipicamente la disminucién del indice de autoagregacion.
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Figura 4. Efecto de la activacion de Cpx sobre BFP y la autoagregacion

Inhibicién de la formacion de BFP por cpxA24. A. Andlisis por Western blot de la expresién de proteinas
de BFP en la cepa silvestre y cpxA24. (NSB banda inespecifica). B. Indice de autoagregacion (*diferencia
significativa P<0.0001, n=3). Fuente: Vogt et al., 2010

Adherencia inicial y filamentos EspA

Los filamentos EspA son estructuras proteicas del TTSS, éstos son mondmeros de la proteina EspA
de 25kDa, su principal funcién dentro del SSTT es la de generar conductos para conectar a EPEC
con la célula eucarionte, asi mismo se ha reconocido la participaciéon de estas proteinas en la
adherencia inicial (Cleary et al., 2004). La adherencia relacionada con EspA (Figura 4) es mas débil
gue la descrita para BFP, pero participa en el proceso de adherencia de EPEC.




Figura 5. Adherencia mediada por EspA

Imagenes de microscopia confocal de la cepa UMD886 (bfpA™ espaA* eae’) infectando células Caco-2. A.
Adherencia escasa de bacterias después de tres horas de incubacién (bacterias en color rojo por ioduro
de propidio). B. Aumento de la adhesion después de un procedimiento de lavado. C. filamentos EspA
marcado con verde, de forma horizontal. D. En forma vertical, bacterias adheridas a las células del
borde del epitelio. Barras de 5u. Fuente: Cleary et al., 2004

La relacion entre TTSS y CpxRA fue descrita por Mac Ritchie et al. (2008), quienes mostraron que la
cepa E2348/69 modificada para sobreexpresar CpxR (E2348/69 pUC-19cpxR) disminuye la
expresion de varias proteinas del TTSS, entre las que se encuentra EspA, al ocupar una cepa que
sobre-expresa CpxR (E2348/69 pUC-19cpxR) se disminuye drasticamente la expresion de varias de
las proteinas del TTSS, entre las que se encuentra EspA (Figura 6).
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Figura 6. Modificacién de la expresion de EspA por CpxR

Western blot para conocer la expresién de diversas proteinas en distintas cepas. A. Expresion de
proteinas; carriles: 1 E2348/69; 2 CFM 14-2-1 mutante en TTSS; 3 E2348/69 pUC19 control del vector; 4
E2348/69 pUC19-cpxR. Los niveles de EspA, EspB y EspD se determinaron por SDS-PAGE y azol de
Coomassie. Fuente: MacRitchie 2008




Adherencia inicial y flagelo

Con respecto a la adherencia inicial y su relacion con el flagelo, Girdn et al. (2002) refieren que la
delecién del gen de la proteina estructural del flagelo (fliC), conocida como flagelina, disminuye la
autoagregacién, ademas sefialan que dicha delecién también evita la expresiéon de bfpA. Sin
embargo, al reconstituir fliC se observa que parte de la adherencia se restaura, aunque no se da la
expresion correcta de BFP (Figura 7). Por lo anterior concluyen que el flagelo funcional participa en
la adherencia inicial de EPEC.

E2345/69

i€ (pFliC)

Figura 7. Adherencia mediada por fliC

Adherencia de EPEC en células Hela. E2348/69; fliC ; fliC ~ (pFliC); bfpA". Fuente: Girdn, 2002

Raivio et al. (2013) demostraron que la activacion de CpxRA regula la expresion de diversos genes.
Al respecto, refiere la disminucion de la expresion del operon maestro del flagelo (f/hDC) lo que
disminuye la expresién de fliC, lo anterior se concluyd de forma indirecta al observar diminucién
de la motilidad de la bacteria.

Control de la diarrea

La diarrea es un proceso complejo relacionado con diferentes microorganismos, la patogénesis del
padecimiento depende de cada agente causal y de la complejidad de los mecanismos de virulencia
de cada una de las bacterias. Un aspecto relevante en el manejo del padecimiento es el uso
inadecuado de los antimicrobianos y la multirrsistencia de los microorganismos a estos, situacién
que se ha convertido en la actualidad en un problema de salud publica. La mortalidad asociada a la
diarrea ha disminuido en forma importante, principalmente porque el manejo de las diarreas es
simple, ya que sdlo se requiere mantener rehidratado al paciente. Sin embargo, la morbilidad del
padecimiento se mantiene en niveles elevados lo que, en conjunto con el estado nutricional
deficiente principalmente de los niflos, hace que las diarreas continden representando un
problema importante de salud publica. Por lo antes mencionado es que se ha incrementado el
interés de la comunidad cientifica por encontrar tratamientos alternos para el control de estas
infecciones. Entre las caracteristicas principales que deben tener dichos tratamientos es que sean
especificos y que su aplicacidon no dafie a la microbiota normal del individuo.
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Si se considera que un aspecto relevante en la patogénesis de las bacterias es la colonizacién de
los epitelios, una alternativa para su control seria inhibir la adherencia. Sin embargo, para dicho
propdsito se tendrian que bloquear los receptores celulares con los que interaccionan las
adhesinas, desafortunadamente al bloquearlos ademas de inhibir la adherencia de la bacteria se
puede alterar el funcionamiento normal de la célula. Ante tales dificultades se debe considerar la
busqueda de procedimientos alternativos de tipo no invasivo.

Antecedentes
Campo magnético

Se dice que los imanes fueron descubiertos por un pastor de la tribu de los Magnetos, al respecto
se menciona que cuando el pastor caminaba por el monte Ida de la isla de Creta, de repente su
caminar se detuvo al ser atraido por el suelo, tal hecho se atribuyd a los clavos de sus zapatos y la
punta de su bastdn. El pastor removid la tierra para buscar la razén de dicha atraccion y fue asi
gue encontrd que una piedra conocida en la actualidad como Magnetita, era la responsable del
efecto atrayente sobre los materiales metalicos que portaba el pastor (Rodriguez, 2004). La
actividad de estos compuestos, no solo se han utilizado para atraer metales, los chinos la
emplearon en la elaboracién de la brujula (121 a.C.); Tales de Mileto (624-548 a.C.) describe en sus
escritos el uso de los magnetos para el tratamiento de algunas enfermedades. Lo anterior muestra
que el magnetismo ha estado presente en la vida del ser humano desde dichas épocas.

El fendmeno de generar fuerzas de atraccion o repulsion con otros materiales es llamado
magnetismo, y en general se denominan magnetos a los materiales que generan dicha fuerza de
forma visible. Lo que generan dichos materiales es un campo magnético (B), o campo de induccién
magnética. Para establecer la presencia y magnitud de un campo magnético, se considera la
interaccion que éste produce sobre una particula puntual con un valor de carga eléctrica (q) y que
se desplaza a cierta velocidad (v). Presentando el efecto de esta interaccion por el vector fuerza (F)
sobre la particula cargada, se tiene experimentalmente que es una cantidad vectorial cuya
direccion es perpendicular tanto al vector velocidad como al campo B. La ecuacidén que mejor
describe esta interaccidn y que establece el valor de la magnitud de este vector es:

F=qg(vxB)

Donde F y B son magnitudes vectoriales para la fuerzo (newton) y la induccién magnética (Tesla),
cuando la velocidad tiene unidades de m/s y la carga coulombios. Debe notarse que entre vy B
existe un producto vectorial (x) que el vector resultante es simultdaneamente perpendicularavy a
B.
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Figura 8. Campo magnético

En el caso de las particulas con carga, un campo magnético asociado con su movimiento, también
vendrd acompafado por un campo eléctrico y la suma de la fuerza de estos dos campos es la
fuerza de Lorenz descrita como:

SF=gE+g(vxB)
Donde gE es la fuerza eléctrica que esta dada por el producto directo de qy el campo eléctrico (E).
Para describir las caracteristicas de un campo magnético existen las siguientes leyes:

e Ley de Biot Savart, describe que el campo magnético en la vecindad de un conductor
portador de una corriente (I) y estd en funcion del valor de dicha corriente y de las
magnitudes de los vectores asociados con la direccion de la corriente (positiva) y el vector
unitario de posicion, dirigido desde un elemento diferencial del conductor y hasta el punto
P en el que se desea estimar el valor del campo de induccién magnética.

Carga puntual Campo total
6B =y I(6s xF) B=ypol [ Osx¥
4t r? 4n r

Ho = Permeabilidad del especio libre 4m x 107 Tm/A.
Os = Elemento de longitud del conductor, con direccién asociada a la de la corriente.
I = vector unitario desde &s al punto de interés.
r = distancia de &s al punto de interés.
y el valor de la integral debe considerar la longitud total del conductor.

e Ley de Ampere, donde se menciona que la integral para una trayectoria cerrada que
considere el producto escalar entre el vector B y un elemento de longitud de un portador
de corriente | (ds), serd igual al producto de la corriente y la permeabilidad magnética del
vacio.

LB'&S=}J.0|
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e Laley de Gauss del magnetismo establece que la integral evaluada para toda la superficie
cerrada del flujo del vector campo magnético es cero ya que la misma cantidad de lineas
gue entran salen de la misma superficie.

[Be8A=0

donde dA representa un vector de superficie, perpendicular a un elemento de area en el
contorno de la superficie.

e Ley de Faraday, sefiala que el valor de la fuerza electromotriz (fem, €) se induce a partir de
los cambios de flujo magnético (¢s) en el tiempo.

€=-6§l23
6t

Los campos magnéticos como se han descrito ahora se originan gracias al flujo de carga eléctrica.
En términos de los campos que frecuentemente se usan en un laboratorio, existen aquellos
asociados con un flujo constante de carga (una corriente directa) que también se llaman campo
magnético DC; por el contrario, cuando se tiene un campo producido por una corriente alterna, y
las caracteristicas mismas de la corriente, en lo que refiere a intensidad y direccién de la misma,
tiene asociado un campo magnético alterno o campo AC. Existen, por otro lado, aquellos campos
magnéticos que son producidos por los imanes permanentes que frecuentemente se llaman
magnetos permanentes, y con los que ahora se pueden conseguir intensidades de campo
importantes, especialmente si se usan los “superimanes” de tierras raras. En el trabajo que aqui se
describe se han utilizado imanes permanentes como fuentes de campo magnético y para ellos se
utilizaron, tanto ferritas comerciales como imanes a base de samarioSegun sea la respuesta de una
substancia ante un campo magnético, se le clasifica como no magnético o magnético. En términos
de la estructura de las sustancias que lo componen, se sabe que el material es paramagnético (con
momentos magnéticos sin interaccién entre ellos), diamagnéticos (con momentos exactamente
cancelados, pero con una respuesta magnéticos que los hace expulsar el flujo del campo
magnético), y finalmente aquellos con momentos magnéticos ordenados y los de momentos no
cancelados (ferromagnéticos los primeros y ferrimagnéticos los segundos). Los cuerpos
paramagnéticos presentan buena permeabilidad magnética, como consecuencia de que a través
de ellos pueden penetrar lineas de campo magnético. En general, la magnetizacion de los
materiales, que implica un ordenamiento de los momentos magnéticos individuales, depende
fuertemente de la temperatura; la dependencia es inversa y cuando la temperatura es
suficientemente alta, los materiales son incapaces de ordenar sus momentos magnéticos por
encima de una contante caracteristica que se denomina temperatura de Curie. En general, el
magnetismo de los materiales es un fendmeno colectivo que es mejor entendido desde la
perspectiva de la termodinamica estadistica de los sélidos. Como principales contribuyentes en la
formaciéon de los momentos magnéticos individuales, se tiene el movimiento orbital de los
electrones (momento angular orbital) y el momento angular de espin. De estos se origina el
momento magnético orbital y el momento magnético de espin, ambos estdn cuantizados y el de
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mayor magnitud es el de espin. Cada una de estas dos contribuciones debe considerarse en
interaccion con la otra, para producir un momento angular total; a este momento angular total es
posible asociar un momento magnético total. En general, la magnetizacién de una substancia
depende importantemente de la temperatura de manera inversa; cuando los sélidos estan en baja
temperatura los materiales ceden ante la interaccién de ordenamiento, mientas que si la
temperatura es elevada, la agitacidon térmica impide el establecimiento de un orden magnético
que se extienda por todo el sélido. Por encima de la temperatura de Curie, los materiales no
pueden retener su magnetizacion y una vez que se consigue esta, la magnetizacién se pierde.

Los sdlidos ferromagnéticos son aquellos que aun en ausencia de un campo magnético externo
ellos presentan orientacion neta en su magnetizacidn. Las ferritas son materiales que para ciertos
fines se comportan como los materiales ferromagnéticos, especialmente cuando la temperatura
es constante. Son ferrimagnéticos porque, aunque la orientacion de sus momentos magnéticos
individuales es opuesta, dichos momentos no tienen la misma magnitud y resulta un momento
magnético no cancelado. Existen muchas ferritas naturales y sintéticas, las mas importantes
presentan una estructura de espinela, donde la existencia de estados de oxidacién mezclados de
los cationes implicados les confiere una complejidad adicional.

Un auxiliar grafico para el estudio de los materiales “con campo” (principalmente eléctrico o
magnético) son las lineas de campo. El campo magnético de un iman se representa por dos polos,
el polo norte magnético se considera como una fuente de lineas de campo al exterior del mismo;
éstas, en el vacio, se dirigirdn hacia el polo sur magnético. La interaccién entre estos polos es
atractiva cuando la polaridad es opuesta, y repulsiva cuando son iguales. La magnitud de la
interaccion es, como en el caso eléctrico, inversamente proporcional al cuadrado de la distancia
que separa a dichos polos. Una representacién de estas lineas de campo puede verse en la figura
9.

VAR

N

Figura 9. Campo magnético de un iman.

Si se colocan dos imanes se puede sentir la atraccidon o repulsidn de ellos, dependiendo de las
polaridades que estén mas cerca entre los imanes. Si un par de placas de material magnetizado se
colocan con polaridad opuesta de forma que el polo norte de uno, encara el polo norte del otro, se
producira entre ellos un campo magnético que es de buena homogeneidad (direccion y magnitud);
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si por el contrario, los polos fueran opuestos, el campo en el interior entre ellos, quedara
practicamente cancelado. Lo anterior describe el tipo de campo que se ha utilizado en los
experimentos de este reporte. Con un par de placas de material magnetizado se produjo un
campo entre ellos, cuya magnitud y direccién se describe en detalle los experimentos de esta tesis.

Las unidades con las que se miden los campos magnéticos son principalmente Tesla y gauss, estas
se definen como la densidad de lineas magnéticas por unidad de superficie, donde la densidad
magnética puede estar dada por las unidades Weber o Maxwell. A partir de esto, 1 Tesla = 1
Weber/m? y 1 Gauss = 1 Maxwell / cm?; y la relacién entre ellas es 1T = 10,000G. Para definir un
Tesla se dice que es el campo magnético que ejerce un Newton de fuerza sobre una carga de un
culombio que se mueve a la velocidad de un metro sobre segundo.

Respuesta bioldgica ante el campo magnético

Estudios relevantes que relacionan el campo magnético con la biologia se han dado desde hace ya
varios afios, entre ellos se encuentra el trabajo desarrollado por el Dr. Karl von Frisch premio nobel
de medicina en 1973, quien estudio la orientacion de las abejas por medio de campos magnéticos.
Poco tiempo después en 1975 Richard P. Blakmore reportd como algunas bacterias son orientadas
en sus movimientos, mediante el empleo de campos magnéticos. En general se ha observado que
un campo magnético genera un momento magnético, en la sustancia colocada en forma
perpendicular al campo y que los diferentes compuestos, principalmente las estructuras proteicas
y con anillos, se alinean y se orientan en paralelo con respecto al campo.

Entre las posibles formas de interaccién de un campo magnético con la materia viva se
mencionan:

e Atraccion / repulsién de iones o moléculas cargadas.

e Concentracién de material con hierro o ferromagnéticos.

e Modificaciones en la polarizacidén de las membranas (diferencia de cargas dentro y fuera
de éstas).

e Modificaciones en la capacidad de movimiento dentro de la célula debido a las
alteraciones del movimiento Browniano.

Ademads, se ha demostrado un efecto sobre la reaccidon enzimatica, la interacciéon de oxigeno con
otras moléculas, incremento en acidos nucleicos, modificacién de estructuras de coldgena y de
transportadores de la membrana, entre muchos otros. Estos efectos demostrados han generado
mayor interés para conocer sus diferentes acciones sobre las células de distintos organismos.

Efecto del campo magnético sobre células

Existen diversos trabajos que refieren la accion de campos magnéticos AC sobre diferentes
organismos, tejidos y lineas celulares, pero estos a su vez han generado controversias. Por otro
lado, también existen estudios del efecto de un campo magnético DC sobre estructuras celulares,
sin embargo, al momento estos se han elaborado con menor frecuencia.
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Algunos estudios se han realizado en lineas celulares, en éstos se ha observado la induccién de
cambios estructurales (Xu et al., 2008; Pagliaria et al., 2005; Chionna, et al., 2003; Kroupava et al.,
2007), interiorizacion de Ca (Chionna et al., 2005), modificacién de la membrana celular (Chionna
et al. 2005) e incluso la induccidn de apoptosis (Fanelli et al., 1999). Sin embargo, también existe
controversia sobre el efecto de los campos magnético ya que en otros reportes se menciona que
no han sido observados los cambios antes referidos (Sato, 1992, Tenuzzco et al., 2009; Wang et al.,
2010). Un aspecto relevante al respecto, es que al realizar la mayoria de dichos estudios no existe
una constante de los datos relacionados con la intensidad de campo y el tiempo de exposicidn,
sino que los diferentes autores emplean distintas condiciones, lo que pudiera estar influyendo en
la variabilidad de sus resultados.

Los campos magnéticos no solo ejercen efecto sobre lineas de células en cultivo, también se ha
observado que inducen cambios sobre microorganismos y entre ellos las bacterias. Al igual que lo
reportado en los ensayos sobre células eucariontes, los efectos de los campos magnéticos que se
han identificado en la interaccién de éstos con las bacterias en cultivo son diversos. Entre los
efectos observados se refieren modificaciones en la proliferacidn, alteraciones sobre la pared
celular, en la estructura de proteinas, en la actividad de enzimas, en la expresidon de genes y en la
resistencia a los antimicrobianos. Existen diversos trabajos que refieren la accién de campos
magnéticos AC, aunque, también se ha estudiado el efecto de campos magnéticos DC, esto ha sido
con menor frecuencia.

Analizando la bibliografia encontramos algunos reportes de trabajos que han utilizado campos
magnéticos AC en bacterias. Okuno et al. (1993) emplearon tiempos de exposicion de una y hasta
4 horas con 11.7 T, en su ensayo observaron un incremento en las unidades formadoras de
colonias por mililitro (UFC/ml). Resultados similares fueron obtenidos por Tsuchiya et al. (1999),
quienes refieren que en presencia de un campo magnético de 5.2 — 6.1 T por 10 horas, cultivos de
E. coli presentan incrementos en el crecimiento cuando comparan con los testigos sin tratar. Con
la misma intensidad de carga Horiuchi et al. (2002), encontraron que las UFC/ml de E. coli son
mayores al control hasta las 72 horas, aunque el estimulo solo fue entre las 20 y 32 horas.
También ha sido observado que la exposicion a tiempos cortos disminuye el crecimiento, al
respecto Fojt et al. (2004) reportaron que una carga de 10mT aplicada en la fase logaritmica por 5
minutos disminuye aproximadamente entre un 10% y 20% el crecimiento de E. coli.

En bacterias no sélo se han estudiado las modificaciones con respecto al crecimiento, también se
ha analizado el efecto de los campos magnéticos AC sobre proteinas de la membrana. She et al.
(2009), refieren que después de aplicar un campo magnético de 14T durante una hora, se
observaron modificaciones en la estructura secundaria de una proteina de E. coli. También se ha
observado que campos de 5.2 — 6.1 T modifican la actividad de enzimas como la B-galactosidasa
(Tsuchiya et al., 1999). En otro estudio se identificd que en el extracto celular de un cultivo de E.
coli tratado con un campo de 1.1mT por 5 minutos, se presentaba un aumento transcripcional del
gen c-myc colocado en un plasmido (Tuinstra et al., 1997).
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Con respecto a campos magnéticos DC, Ji et al. (2009) refieren que al evaluar la respuesta de E.
coli 10032 expuesta a un campo magnético de 450 mT, después de la fase de crecimiento
exponencial, observaron que las UFC disminuyen de forma considerable a partir de los 5 minutos,
y si se expone a diferentes campos durante su fase de crecimiento exponencial también se ve una
disminucion, pero menos marcada. Por su parte, Dai y Dong (2009) con tratamientos de 120 y
40mT por 2 horas, observaron aumento de las UFC y después de 8 horas identificaron que la
superficie de la membrana sufria modificaciones. Lo antes referido muestra que los efectos
inducidos con campos magnéticos AC son diferentes a los respectivos inducidos por campos
magnéticos DC. En general nos dejan reconocer que existe un efecto del campo magnético sobre
las UFC, el cual se modifica con respecto al tiempo de exposicién y la magnitud del campo;
siguiendo con la modificaciones, en la membrana se observé una respuesta con respecto a la
presencia de un campo magnético DC y AC, y esto ha sugerido que tiene relacién con otros
cambios que se han identificado, como son el incremento de la resistencia a la penicilina, tal
observacion se identificd en cultivos de E. coli (WHMC4202) tratados con un campo magnético DC
entre los 8 y 60mT después de 12 horas (Stansell et al., 2001).

También ha sido reportado cdmo las ondas magnéticas ocasionan alteraciones transcripcionales.
Potenza et al. (2004) refieren que al analizar por electroforesis fragmentos de cDNA de bacterias
tratadas con un campo magnético DC de 300mT por 50 horas, observaban cambios en el perfil de
bandas con respecto al obtenido con el DNA de bacterias no tratadas.

Por otro lado, se han observado diferencias en el comportamiento de diferentes géneros de
bacterias. Al respecto, el tratamiento de Serratia marcescens por un tiempo prolongado en un
campo magnético DC de 8mT, proveniente de un imdn, disminuye su tasa de crecimiento al
parecer por cambios en la respuesta al estrés oxidativo (Piatti et al., 2002).

Efecto del campo magnético en la interaccion hospedero — parasito

Ensayos realizados por Kimura et al. (1994) mostraron que la exposicidn a un campo magnético DC
de 450mT a de E. coli en diferentes fluidos humanos, no modificaba el desarrollo de la bacteria,
pero al someter los cultivos a un cambio osmodtico después de la exposicion de dicho campo
magnético, se observa disminucion de la cantidad de bacterias. Saito et al. (1997a) al realizar
ensayos de adherencia de E. coli en células Hela, observaron que al tratar con un campo
magnético DC de 450 mT se presentaba aumento de la adherencia, pero solo si el tratamiento se
realizaba mientras bacterias y células estdn en contacto, ya que si se tratan ambas (bacterias y
células) por separado antes del ensayo, no se observa el efecto de incremento de la adherencia.
En otro estudio realizado por los mismos autores (Saito et al., 1997b) con una E. coli aislada de
infeccién de vias urinarias, observaron resultados similares a los de su estudio anterior, sin
embargo, cuando la intensidad del campo magnético era mas pequefia se observé disminucidn en
la adherencia de la bacteria a las células Hela.
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Justificacion

Las diarreas representan un importante problema de salud publica, cada afio se reportan en el
mundo cerca de 2 billones de casos de diarrea infecciosa, principalmente en los paises
subdesarrollados. Es en estos paises en los que la enfermedad suele ser causa importante de
morbilidad en todas las edades y de mortalidad en lactantes y nifios pequenos. En el mundo
industrializado, los lactantes y nifios pequenos tienen menos episodios de diarrea, siendo la mayor
parte de ellos leves. En adultos son menos frecuentes, salvo en epidemias especificas o en brotes
con un origen comun debido a alimentos o agua contaminados. Sin embargo, algunos viajeros han
experimentado, al visitar paises en vias de desarrollo, una incidencia extraordinariamente alta de
enfermedades diarreicas (diarrea del viajero) y los microorganismos causantes suelen ser los
mismos que provocan la mayor parte de las diarreas infantiles en el pais visitado. Aunque la
etiologia del padecimiento es diversa, las bacterias y en particular E. coli se consideran entre los
mas frecuentes agentes responsables del padecimiento.

El mecanismo relacionado con la patogénesis de la diarrea causada por EPEC es complejo y no
obstante que existen un importante nimero de investigaciones que tratan de dilucidarlo, hasta el
momento no se han presentado avances al respecto. Por tal motivo, es necesario buscar
alternativas que permitan por un lado conocer que sucede con la bacteria durante el proceso de
colonizacidn y por otro lado que ocurre con la célula colonizada. El empleo de campos magnéticos
es un procedimiento que se ha venido utilizando de forma independiente, para conocer el efecto
que tienen sobre células en cultivo y sobre EPEC. En el presente proyecto proponemos evaluar el
efecto de diferentes campos magnéticos sobre EPEC, un patdgeno asociado a un problema de
salud publica. En el estudio proponemos analizar el efecto de campos magnéticos sobre dos
eventos que participan en la colonizacidn del microorganismo al hospedero, la adherencia y la
autoagregacion.

Pregunta de investigacion
¢Qué alteraciones en el fendmeno de adherencia y en particular en la autoagregacion de E. coli

cepa E2348/69 induce un campo magnético producido por un iman en un intervalo de 50 a 400mT
por una exposicion entre 5 y 45 minutos?

Hipdtesis

La aplicacion de campos magnéticos sobre cultivos de EPEC cepa E2348/69, que causa enfermedad
en humanos, modificard la capacidad de adherencia y autoagregacién de la bacteria.

Objetivos
Objetivo general
Conocer el efecto del campo magnético producido por un imdan sobre la autoagregacion y
adherencia de EPEC E2348/69.

Objetivos especificos
e Conocer el efecto de diferentes magnitudes de campo magnético y durante diferentes
tiempos de exposicién sobre la autoagregacion.
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e Conocer el efecto en la viabilidad de diferentes magnitudes de campo magnético
durante 30 minutos de exposicién de la cepa EPEC E2348/69, previo a la evaluacién
del crecimiento durante tres horas por medicién de su masa y en la capacidad de
formar unidades de colonias.

e Conocer el efecto de un campo magnético en la adherencia in vitro.

e Conocer si el efecto se relaciona con alteracién de la estructura bacteriana.

e Proponer cudl o cudles pudieran ser los eventos involucrados en la alteracién del la
autoagregacion.

Metodologia
De forma general se evalud en funcién de los objetivos el efecto del campo magnético DC en la

autoagregacion de la cepa EPEC E2348/69 a diferentes magnitudes y por diferentes tiempos de
exposicion, asi como en otras cepas modificadas para confirmar los posibles mecanismos
involucrados. También se evalud el efecto del campo magnético en la viabilidad de la cepa de
estudio, en la adherencia y de forma visual sobre las estructuras externas (Diagrama 1)

'Efecto sobre la autoagregacion

lEfecto sobre la viabilidad

IEfecto sobre la estructura externa

Diagrama 1. Metodologia general

Procedimientos generales.

Efecto de diferentes campos magnéticos sobre la autoagregacion de E2348/69.

- Evaluacion de la autoagregacion de E2348/69 en el medio de cultivo del ensayo de
adherencia (MEM) con vy sin tratamiento con diferentes campos magnéticos por diferentes
intervalos de tiempo.

- Evaluacion de la autoagregacidn en cepas mutadas en TTSS de E2348/69 y sin BFP.

Efecto de diferentes campos magnéticos sobre la viabilidad de E2348/69.

- Evaluacion del crecimiento de EPEC después de transferir al medio de cultivo del ensayo de

adherencia (MEM preacondicionado) con y sin tratamiento con campos magnéticos.

Efecto de un campo magnético sobre la adherencia de E2348/69.

- Evaluacién de la adherencia de E2348/69 en células HEp-2 con la presencia del campo

magnético.
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Efecto de un campo magnético sobre la morfologia de la estructura externa de E2348/69.
- Observacién por microscopia electrdnica.
- Evaluacién de la permeabilidad de la membrana.

Cepas utilizadas en el estudio

EPEC E2348/69, JPEP30 (EPEC E2348/69 sin pEAF - StpR), AescN (EPEC E2348/69 sin el
componente de la ATPasa del TTSS— StpR), AescN + pAEscN (AescN complementada — StpR KanR),
donadas por la Dra. Bertha Gonzalez Pedrajo. La cepa E. coli HB101 (no agregativa, no adherente),
donada por el Dr. Armando Navarro, se usé como control negativo. Los genotipos de las cepas se
corroboraron por PCR con la amplificacion de los genes eaeA y bfpA.

Obtencion de DNA y PCR

Muestras del cultivo de bacterias se mezclaron con 1ml de agua desionizada en tubo eppendorf el
cual se colocé en agua hirviendo por 5 minutos, después las muestras se pasaron a hielo y se
centrifugaron a 10,000 rpm por 5 minutos y se conservan en hielo las muestras de DNA al
terminar.

Mezcla de reaccién para PCR

Marca Mezcla de reaccién | Volumen
Vivantis USA Buffer 2.5 ul
Vivantis USA Macl 0.75 ul
Fermentas USA dNTPS 0.5ul
Sigma-Aldrich USATX | Primers 1.25 ul c/u
Vivantis USA Taq 0.1l

H20 16.65 pl

DNA 2ul
Volumen final de reaccion. 25 ul

Iniciadores empleados para la amplificacidon de eaeA y bfpA

Gen Secuencia (Lépez et Producto esperado
al., 2003)
eaeA gacccggcacaagcataage 384

bfpA aatggtgcttgegcttgetge 324

F
R ccacctgcagcaacaagagg
F
R

gccgctttatccaacctggta

20



Termociclador Thermal Cycler C 1000 ™ BIO-RAD condiciones para la amplificacion

95°C 95°C
Imin Imin
72°C 72°C
Imin 10min
55°C
Imin
4°C
30X oo

Una vez que se tuvo la amplificacién los productos se analizaron por electroforesis en un gel de
agarosa (1%), la electroforesis se realizd en una camara (BioRad) a 100 Volts durante 35 minutos.
Las bandas fueron reveladas con solucion de bromuro de etidio (0.02% en agua) y se observo en
un transiluminador UV (Benchtop).

Determinacion de la magnitud de campo magnético

Las magnitudes de los campos magnéticos utilizados se definieron al realizar tres mediciones en
distintos dias en las mismas condiciones, en el drea entre los dos imanes se realizé una cuadricula
con una separacion de 0.5 cm tanto de forma vertical como horizontal, en cada uno de los puntos
de interseccidn de la cuadricula se hicieron las mediciones con una sonda Hall, (DC Gaussmeter,
GM-1-HS). Los resultados se graficaron de forma tridimensional y se obtuvo el promedio, asi como
la desviacién estandar.

Tratamiento por campo magnético

El tratamiento por campos magnéticos consistié en colocar la muestra en la caja de cultivo (Nunc
cell, USA) con pozos entre un par de imanes (de ferrita BaF12019 6 neodimio Nd,Fe14B), donde el
campo magnético que se generd entre ellos fue homogéneo (Figura 10), las muestras se
mantuvieron por 30 minutos a temperatura ambiente con en el campo magnético y
posteriormente se retiraron los imanes, las placas se incubaron (Riossa) a 372C por un lapso de dos
horas y media para completar tres horas de duracidn del experimento. Pasado el periodo las
muestras se sacaron de la incubadora y se procesaron.
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Caja de
cultivo con
pozos

Imanes con polos ' Caja de cultivo con

orientados en la tratamiento
misma direccion

Figura 10. Produccidon de campos magnéticos.

Cultivo bacteriano.
Sembrar en caldo triptona 1% con D-manosa 1% (37°C por 16-18 horas).
Centrifugar 5 minutos a 10,000 rpm y lavar con PBS (2 veces).

Resuspender en PBS y ajustar a 1 de Mc Farlan.

ababa

w

En bolsa estéril colocar 30 ml de MEM preacondicionado al 1% de D-manosay 3 m

del in6culo.

Medir densidad 6tica a 600nm. Cada hora (Tiempo 0, 1, 2, 3).

..

—

Sembrar en agar LB diluciones de cada una de las muestras (Tiempo 0, 1, 2,3

La primera media hora se les colocan los imanes a la muestras tratadas.

Introducir a la incubadora por 2:30 horas hasta terminar el ensayo.

Incubar las muestras de agar LB 24 horas

cacce

Cuantificar las colonias obtenidas

Diagrama 2. Efecto de diferentes magnitudes de campo magnético sobre la viabilidad de EPEC
E2348/69

Ensayo de la viabilidad

Para evaluar si la viabilidad de E2348/69 se modificaba por efecto de los campos magnéticos se
realizd un cultivo de la bacteria en medio MEM preacondicionado. El dia previo al ensayo se crecié
la bacteria por 18 horas a 379C sin agitacion en caldo triptona al 1% con D-manosa al 1%,
concluido el periodo de incubacion se centrifugd por 5 minutos a 10,000 rpm (Centrifuge 5415C
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eppendorf pais), se retiré el sobrenadante, se suspendié en PBS 1x y se volvié a centrifugar, el
paquete de bacterias suspendié en PBS 1x y se ajustd al 1 de la escala de Mc. Farland que
corresponde a 3x10® UFC/ml (Versalovic et al., 2011). Para el ensayo se utilizaron 27ml de MEM o
MEM preacondicionado con 1% de D-manosa, se agregaron 3ml de indculo ajustado por muestra
en bolsas tipo ziploc estériles cerradas herméticamente. Las muestras, excepto el control, fueron
tratadas con los diferentes campos magnéticos (94 y 96.4 mT) por 30 minutos, al terminar los 30
minutos todas las muestras se introdujeron a la incubadora a 372C. A partir del momento en que
se colocé el inéculo de bacterias y hasta el final del ensayo (3 horas), se tomaron muestras cada
hora a las cuales se les midié la densidad éptica (DO) a 600 nm en el espectrofotdmetro (Genesys
2 Spectronic). Para conocer el nimero de UFC'’s alicuotas de diferentes diluciones (cuantas) en PBS
se sembraron en cajas petri con agar LB, las cajas se incubaron (37°C/24 hrs.) y al concluir el
tiempo de incubacidn se realizé la cuenta de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) por mL.

Cultivo bacteriano.

\/

Sembraren caldo triptonal%con D-manosa 1% (372C por 16-18 horas).

Centrifugar5 minutosa 10,000 rpm y lavarcon PBS (2 veces).

\d

Resuspenderen PBS y ajustara 1 de Mc Farlan.

En caja petri esteril colocar 90% de MEM al 1% de D-manosay 10% del inoculo.

Tratarlas muestras en un campo magnético por el tiernpo propuesto a excepcion del
controly después incubar a 372C hasta las 3 horas.

¥

Medirla DO a 60nm.

Agitar vigorosamente en vortex por 30 segundos y leer inmediatamentela DO a 600nm.

Diagrama 3. Efecto sobre la autoagregacion de E2348/69 de campos magnéticos de diferentes
magnitudes
Ensayo de autoagregacion

Para conocer el efecto del tratamiento con campos magnéticos de diferente intensidad y a
diferentes tiempos de exposicién sobre la autoagregacion de EPEC E2348/69 se utilizd el
procedimiento descrito por Anantha et al. (1998) con pequefias modificaciones. La bacteria se
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crecid durante 18 horas a 37°C en caldo triptona con D-manosa; el cultivo obtenido se centrifugd 5
minutos a 10,000 rpm (5415C Eppendorf), se retird el sobrenadante y se lavd 2 veces con PBS,
después del segundo lavado con PBS se ajustd el inéculo al tubo uno del nefelémetro de Mc
Farland, se preparé un pozo o caja petri con medio MEM al 1% de D-manosa, se colocé el
antibiotico que le correspondiera a la cepa en caso de ser necesario (segun lo indicado en el
apartado de cepas utilizadas en el estudio) y se inoculd la bacteria en una relacion de 10% con
respecto al volumen total. Se utilizaron las condiciones de campo que les correspondieran y
posteriormente se les introdujo sin los campos a la incubadora a 379C, pasadas 3 horas se
retiraron de la incubadora y se les midié la DO a 600 nm se recuperd la muestra en un tubo
eppendorf estéril y se le agité en vértex por 30 segundos y se le volvié a medir la DO a 600 nm a
cada tubo, se tomd la primera lectura como el 100% y en funcién de eso se evalué el indice de
autoagregacion como el aumento en la DO.

En una primera etapa fueron evaluadas las siquientes magnitudes 53.6 mT, 106.7 mT 6 399.8 mT
por tiempos de 5, 10, 15, 30 o 45 minutos, para lo cual solo se utilizé la cepa EPEC E2348/69 y el
control. Y ya con las condiciones establecidas para este estudio de 106.7 mT por 30 minutos se
trataron todas las cepas.

24



Cultivo bacteriano.

Cultive celular confluente.

con D-manosa 1% (372C por Sembrar pozos.
16-18 horas).

10,000 rpm y lavar con PBS (2 Incubar por 24 horas,
veces).

Resuspender en PBS y ajustar

alde McFarlan. Lavar 2 veces con PBS.

Anadir 450 pl de MEM con D-manosa al 1% y 50 pl de inoculo.

a primera meadia nora se lescolocaron los imanesa 1as n¥iesiras a excepcion dei control.

Incubar por 2:30 horas, para un total de 3 horas.

Eliminar el medio y lavar 2 veces con PBS.

Agregar 1 ml de metanol yretirarlo 1 minuto despues.

Tenir con colorante Giemsa de 8-10 minutos.

Lavar con agua desionizada.

Deshidratar |a muestra por acetona, acetona-xilol y xilol.

Colocar laslentejas en los portaobjetos adhiriendolas con balsamo de Canday dejando secar toda
lanoche

Observar al microscopio

Diagrama 4. Efecto del campo magnético sobre la adherencia de E2348/69 en células HEp-2

Ensayos de adherencia de EPEC E2348/67 en células HEp-2

Se utilizé el método reportado por Cravioto et al. (1979) con algunas modificaciones. Se realizé un
cultivo de la bacteria incubando 18 horas a 372C sin agitaciéon en caldo triptona al 1% con D-
manosa al 1%. Al concluir el lapso se centrifugé a 10,000 rpm por 5 minutos, se retiré el
sobrenadante, el paquete de bacterias se suspendid en PBS (pH 7.2) estéril y se volvid a
centrifugar, el paquete de bacterias suspendié nuevamente en PBS estéril y se ajustd la
concentracion de bacterias con el tubo 1 de la escala de Mc. Farlan. En forma paralela las células
HEp-2 crecidas en botella con medio MEM adicionado y confluentes al 90%, se despegaron con
tripsina para preparar la placa de experimentacion (4-well Multi-Dish plates Nunco), que en cada
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pozo contenia una lenteja de vidrio al fondo de cada pozo, las células se ajustaron 500,000 por
pozo y se incubaron a 37°C en camara de CO; (5%) en ambiente hiumedo. Al dia siguiente se
analizaron las placas para evaluar confluencia y viabilidad de las células. Se elimind el medio MEM
y se colocaron a cada pozo 450 pl de MEM con D-manosa (1%) sin suero y sin antibiéticos. A cada
uno de los pozos se les agregd 50 pl del cultivo de bacterias previamente preparado, las placas se
mantuvieron a temperatura ambiente durante 30 minutos y posteriormente se incubaron por dos
y media horas a 37°C. En el caso de las placas tratadas con campos magnéticos se les aplicd un
iman arriba y otro debajo de la placa del ensayo, los magnetos se orientaron para obtener el
campo magnético de 106.7, durante 30 minutos. Concluido el lapso se retiraron y las placas se
incubaron por dos y media horas en las mismas condiciones referidas para las placas no tratadas.
Concluido el tiempo de incubacidn las placas se sacaron se retird el medio de los pozos, se lavaron
con PBS 2 veces, después del ultimo lavado las células se fijaron adicionando a los pozos 0.5 ml de
metanol por 1 minuto, se tind con colorante Giemsa por un lapso de 10 minutos, se retird el
colorante y se lavd con agua destilada estéril hasta quitar el exceso de colorante. Se retiré el PBS y
las lentejas se colocaron sobre un portaobjetos adhiriéndolos con Balsamo de Canadi, se dejo
secar y se observaron al microscopio las laminillas.

Ensayo de modificacion sobre la estructura externa de E2348/69

Para evaluar el efecto del tratamiento con un campo magnético sobre la morfologia de la bacteria,
después de un tratamiento similar al anteriormente descrito los cultivos se analizaron por
microscopia electrdnica de transmision.
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Cultivo bacteriano.

Sembrar en caldo triptona 1% con D-manosa 1% (37°C por 16-18 horas).

Centrifugar S minutos a 10,000 rpm y lavar con PBS (2 veces).

Resuspender en PBS.

En caja petri estéril colocar 90% de MEM al 1% de D-manosa y 10% del indculo.

La primera media hora se les colocan los imanes a la muestras tratadas.
Introducir a la incubadora por 2:30 horas hasta terminar el ensayo.
Tomar muestras al retirar los imanes y al terminar las 3 horas del ensayo.

Colocar las muestras (10pl) en la rejilla para microscopia por 10 minutos.

Remover el exceso de medio y agregar Sul de acetato de uranilo al 3%, dejando secar
en oscuridad a temperatura ambiente. l

Observar al microscopio

Diagrama 5. Ensayo de microscopia electronica de transmision, para evaluar el efecto sobre la
membrana externa de la bacteria posterior al tratamiento con un campo magnético

Muestras de la cepa EPEC E2348/69 con el tratamiento del campo magnético seleccionado vy sin el
se ocuparon tomando una alicuota de 10 pl después de los 30 minutos de exposicion y a las 3
horas. Estas muestras se colocaron sobre la rejilla para microscopia correspondiente y se dejé
secar por 10 minutos a temperatura ambiente, se recogio el exceso de medio y se le agregd a cada
muestra 5 pl de acetato de uranilo al 3% para dejar secar las muestras a temperatura ambiente en
oscuridad. Una vez que se secaron las muestras se observaron en el microscopio electrénico Libra
120 (Zeiss).
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Cultivo bacteriano.

Sembrar en caldo triptona 1% con D-manosa 1% (37°C por 16-18 horas).

Centrifugar 5 minutos a 10,000 rpm y lavar con PBS (2 veces).

Resuspender en PBS.

En caja petri estéril colocar 90% de MEM al 1% de D-manosa y 10% del inéculo.

Colocar los imanes 30 minutos a la muestras tratadas.

Agregar 1 pl/ml de yoduro de propidio e incubar a temperatura ambiente, en
oscuridad por 10 minutos.
Observar una muestra de 300 pl en el citometro de flujo ImageStream Markll con una
lectura a 561nm. l

Analizar los resultados con el software IDEAS.

Diagrama 6. Ensayo para evaluar el efecto de campos magnéticos sobre la permeabilidad de la
membrana de E2348/69

Siguiendo el mismo procedimiento del ensayo de auto-agregacién con la diferencia de que al
terminar la exposicién al campo magnético las muestras se trataron con yoduro de propidio a una
concentracion de 1ul/ml del stock a una concentracién de 10 mg/ml. Las muestras se incubaron
por 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Para el control positivo de permeabilidad
se utilizd una alicuota de la cepa E2348/69 tratada de la misma manera, sin exposicién al campo
magnético pero tratada durante cinco minutos con 0.1% de tritdn (100X). La muestra se lavé con
PBS y se suspendi6 con RNAsa (20mg/ml) diluida 1:5000, y posteriormente se le agregd el yoduro
de propidio en las mismas condiciones que al resto de las muestras. Las imdagenes y el conteo de
las células se realizaron con Citometro de flujo (ImageStream Mark Il Amnis), los datos para
obtener los resultados se analizaron con el software IDEAS.

Analisis estadistico

Se utilizé el programa Origin Pro (Origin Lab) para obtener los andlisis estadisticos de desviacion
estandar, lineas de tendencia, ajuste de las curvas, ANOVA de dos vias y error estandar.

Resultados

Caracterizacion de las cepas evaluadas en el estudio

Deteccidon de genes en cepas control.

Los genes eaeA (384pb) y bfpA (324pb) fueron amplificados por las cepas de estudio. Para el gen
eaeA se observd que sélo el control HB101 no lo presento como se esperaba (Figura 11)
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Figura 11. Productos de PCR de eaeA para las cepas de estudio

Electroforesis en Gel de agarosa (1%). Productos del ensayo de PCR para eaeA (324pb).

Carriles 1 marcador de peso molecular, 2 EPEC E2346/69, 3 JPEP30, 4 AescN, 5 AescN +
pAEscN, 6 HB101.

La presencia del gen bfpA en los resultados de PCR confirma que se encuentra presente en las
cepas, con excepcién de JPEP30 y HB101, tal como se esperaba (Figura 12).

1(2|3(4(5/(6
ﬂ

Figura 12. Productos de PCR de bfpA para las cepas de estudio

Electroforesis en Gel de agarosa (1%). Productos del ensayo de PCR para bfpA (384pb).
Carriles: 1 marcador de peso molecular, 2 EPEC E2346/69, 3 JPEP30, 4 AescN, 5 AescN +
pAEscN, 6 HB101.
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Campos magnéticos

Las figuras generadas de las mediciones de los campos magnéticos con el promedio de la medicidn

y su desviacién estandar muestran que en el centro de las areas se tiene un campo homogéneo.

Distribucién del campo magnético 53.6mT Distribucién del campo magnético 106.7 mT
Desviacion estandar + 2.8mT Desviacion estandar + 3.2mT
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Grafica 1. Distribucion de las magnitudes de los diferentes campos magnéticos

Los resultados corresponden a 3 mediciones para cada punto del drea entre los imanes (0.5 cm de

separacion) Desviacion estandar del area en el titulo.
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Efectos de campos magnéticos en la viabilidad de E2348/69

Existen datos controversiales con respecto al efecto de campos magnéticos sobre la viabilidad de
las bacterias. Para conocer el efecto de dos diferentes campos magnéticos sobre la viabilidad de la
cepa E2348/69, se implementd un ensayo bajo las condiciones de una prueba de adherencia con
un tratamiento previo de las bacterias por 30 minutos con los campos magnético. Al analizar los
datos de densidad éptica y de UFC (Figura 4 A y B) se observd que el crecimiento de EPEC no se
modificaba con ninguna de las dos intensidades (94mT y 96mT) de campos magnéticos empleadas.
Los resultados obtenidos se compararon con los correspondientes de la bacteria sin tratar crecida
en las mismas condiciones que las tratadas.
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Grafica 2. Efecto de campos magnéticos en la viabilidad de E2348/69

Curvas de crecimiento de E2348/69 (D.O y UFC), posterior al tratamiento con dos diferentes
campos magnéticos con tiempo de exposicién de 30 minutos y en dos diferentes medios de
cultivo. Las barras de error presentan el error estandar de tres ensayos.

Efecto del tratamiento con diferentes magnitudes de campo magnético en la autoagregacion de
E2348/69

Se analizé el indice de autoagregacion (Al) en diferentes tiempos e intensidad de los campos
magnéticos. Para estandarizar las condiciones se utilizo inicialmente la cepa de referencia (Figura
2), en ésta se observa que con la intensidad de 53.6 mT no se afecta la autoagregacién durante el
tiempo que durd el ensayo. Con relacion a los otros dos tratamientos (106.7 mT y 399.8 mT), en
los cuales no se afecta la viabilidad, se identifica a los 30 minutos un indice de autoagregacion por
abajo del 2% que es el que se obtiene con la cepa HB101 que es el control negativo. En la parte
superior, la linea continua es el valor de la cepa silvestre sin el tratamiento con campo magnético.
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Grafica 3.Efecto sobre la inhibicidn de la Autoagregacion inducida por campos magnéticos

El tratamiento con dos de los campos magnéticos evaluados disminuyé el indice de
autoagregacion por debajo de los resultados obtenidos con la cepa HB101 utilizada como control
negativo. Las barras de desviacién estandar representan los datos de tres ensayos.

Para definir el o los componentes de EPEC que pudieran estar involucrados con la inhibicién de la
autoagregacion inducida por los campos magnéticos, se realizé un ensayo con las cepas EPEC
E2348/69, JPEP30 (pEAF -), AescN (componente de la ATPasa del sistema de secrecidn tipo tres)
yAescN + pAEscN (AescN complementada). Los resultados obtenidos mostraron que las cepas
AescN y su complementada mostraron un comportamiento similar al obtenido con la cepa
silvestre. Sin embargo, la cepa JPEP30 que carece del plasmido EAF involucrado en la expresion de
BFP no muestra autoagregacion, incluso sin tratamiento con el campo magnético (Figura 3).
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Grafica 4. Efecto del campo magnético en la autoagregacion de distintas cepas de E. coli
Las cepas utilizadas fueron HB101 como control, EPEC E2348/69, una cepa sin el plasmido EAF
(JPEP30), una mutante en el componente de la ATPasa del sistema de secrecidn tipo tres (AescN )
y la reconstituida de la misma pAEscN. Los ensayos de autoagregacion para las diferentes cepas
con o sin un tratamiento con un campo magnético (106.7 mT) con tiempo de exposicion de 30
minutos. Las barras de error representan la desviacion estandar de tres ensayos.

Efecto del tratamiento de un campo magnético sobre la adherencia en células HEp-2 de la cepa
E2348/69

Estudios previos en los que se evalud la adherencia de EPEC en células Hela refieren cambios en el
perfil de adherencia debido a la accion de un campo magnético (Saito et al., 1997a y b), dicho
ensayo se realizé utilizando exposicidon a un campo magnético DC de 450mT. En nuestro estudio se
empled un campo magnético DC menor (106.7 mT) que se obtienen con imanes comerciales. Los
resultados obtenidos mostraron modificacién del patréon de adherencia localizada (Figura 19 A)
después de la exposicién al campo magnético, con la formacidon de acumulos dispersos de
bacterias, en lugar de microcolonias bien definidas (Figura 19 B). Esto como resultado de la Unica
variable que se modificé que fue el campo magnético.
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Figura 13. Ensayo de adherencia en células HEp-2.

Se observa un cambio del patron de adherencia localizada (A cepa sin tratar) a un patrén no
definido (B cepa tratada) en el que las bacterias se dispersan sobre la superficie de la preparacién).
Objetivo 100X. Fotos representativas de tres experimentos independientes por duplicado.

Efecto de un campo magnético sobre la modificacion de la estructura externa de E2348/69

Se analizé el efecto sobre EPEC E2348/69 de un campo magnético de 107 mT por microscopia
electrénica de transmisién, para conocer si se inducian alteraciones visibles en la estructura que
estuviesen contribuyendo a la inhibicidn de la autoagregacién y en la adherencia. Como
complemento para evaluar el dafio potencial del tratamiento con el campo magnético se analizo si
la permeabilidad de la membrana se modificaba.

Microscopia electrénica de Transmision

Las imagenes de la microscopia obtenidas después de 30 minutos de tratamiento con el campo
magnético muestran alteraciones en 89% de 257 bacterias analizadas. Las alteraciones consisten
en arreglos que dan la apariencia de invaginaciones en diferentes partes de la bacteria (Figura 20 C
y D). Alteraciones similares se observaron solo en 25 % de 229 bacterias no tratadas (Figura 20 Ay
B). Preparaciones elaboradas 3 horas después de haber tratado el cultivo de EPEC con el campo
magnético, solo presentaron modificaciones 8% de 245 bacterias analizadas (Figura 20 G y H),
resultado similar al obtenido sin tratamiento que presentaron morfologia normal en 90% de 229
bacterias (Figura 14 Ey F).
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Tiempo | E2348/69 control E 2348/69 tratadas con un campo magnético
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Figura 14. Microscopia electrénica de transmision de EPEC E2348/69 sometida a un campo
magnético.
Ay B Control a los 30 minutos de EPEC no tratadas; Cy D EPEC observadas después de haber sido
tratadas 30 minutos con un campo magnético de 1078 mT; E y F Control de EPEC a las 3 horas del
ensayo; G y H EPEC tratadas 3 horas después del tratamiento con el campo magnético.

Permeabilidad de la membrana

Para conocer si las alteraciones de la membrana observadas en el ensayo anterior afectaban Ia
permeabilidad de EPEC se utilizd un ensayo con yoduro de propidio. Al realizar las lecturas de las
cepas tratadas con el campo magnético y los controles no tratados no se observaron diferencias
significativas, dando sélo 2% de células fluorescentes. Sin embargo, al comparar los datos
anteriores con los obtenidos en el control positivo permeabilizado las diferencias fueron
altamente significativas, dando 75% de células fluorescentes.

Anadlisis de resultados
EPEC es uno de los patdgenos bacterianos importantes responsables de la diarrea en nifios a nivel

mundial, su patogénesis esta caracterizada por eventos de adherencia inicial mediada por fimbrias
y adherencia intima relacionada con el sistema de secrecion tipo lll. Un aspecto relevante de las
diarreas es el impacto que tienen sobre el desarrollo y crecimiento de los nifios, aunque la
mortalidad por el padecimiento ha disminuido considerablemente por el empleo de Ia
rehidratacién oral, continta siendo un padecimiento con elevada morbilidad que representa un
importante problema de salud publica. Ante esto surge la necesidad de buscar alternativas para su
tratamiento y control, el tratamiento con antimicrobianos esta contraindicado y a la fecha no
existen vacunas que prevengan la colonizacion del intestino por EPEC.

Desde hace varios afios se ha evaluado el efecto del magnetismo sobre células procariotas y
eucariotas (Okuno et al., 1993; Bondemark et al., 1995; Fojt et al., 2004, Ji et al., 2009; Nguyen et
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al., 2015). Aunque, con resultados variables se ha logrado observar que dependiendo de la
intensidad (mT) de los campos magnéticos y el tiempo de tratamiento se inducen cambios en las
bacterias que podrian ser Utiles para el control de las diarreas.

En este trabajo se evalud el efecto de diferentes campos magnéticos sobre diferentes propiedades
relacionadas con la patogenicidad de E. coli enteropatdgena E2348/69. Para ello inicialmente fue
necesario estandarizar las condiciones para generar diferentes intensidades de los campos
magnéticos, lo anterior por el hecho de que se estaban empleando imanes de uso comercial. Los
resultados al respecto fueron interesantes y se logrdé generar intensidades desde 93 mT hasta 399
mT. Con estos resultados se decidid analizar el efecto de la magnitud del campo y el tiempo sobre
una de las propiedades EPEC relacionadas con su patogénesis, la autoagregacién. En este ensayo
se observd que entre mayor era la magnitud del campo magnético, la capacidad de
autoagregacién de EPEC disminuia; sin embargo, esto no se da en una relacion lineal ya que EPEC
como todos los organismos vivos presenta un limite. Con respecto al tiempo se observd un
comportamiento similar, es decir, a mayor tiempo de exposicion menor autoagregacion, con una
relacidén no lineal. Por lo antes referido es que se decidié continuar el estudio utilizando solo una
magnitud de campo magnético (106.7 mT), con una exposicion de 30 minutos, ya que bajo estas
condiciones la autoagregacion de la cepa E2348/69 se abatia, teniendo valores similares a los de la
cepa control E. coli HB101, que no se autoagrega.

En otros estudios se ha reportado que el tratamiento con campos magnéticos de baja intensidad,
como los utilizados en este estudio, por periodos de tiempo corto pueden disminuir la viabilidad
de E. coli (Fojt et al., 2004). Ante esta posibilidad se evalud la viabilidad de EPEC E2348/69 con
magnitudes de campo magnético similares a las condiciones que presentaron la disminucién de la
autoagregacion. Los resultados de crecimiento de EPEC después del tratamiento con campos
magnéticos indicaban que la inhibicién de la autoagregacidn observada en EPEC E2348/69, no era
debida a la muerte de la bacteria. Por lo que consideramos necesario indagar, que componentes
eran los que se modificaban o alteraban por el tratamiento de EPEC con los campos magnéticos.

Girdn, et al. (1993), mostraron la participacion de BFP en la adherencia y autoagregacion de EPEC.
Utilizando la autoagregaciéon como un ensayo indirecto del correcto funcionamiento de BFP. Para
analizar si BFP era el componente de EPEC que se alteraba por efecto de los campos magnéticos se
utilizé como control de no autoagregacion a E. coli HB101 y como EPEC no autoagregativa a la
cepa JPEP30 (EAF) que no expresa BFP. Los resultados corroboraron que la cepa no se autoagrega
y presenta un comportamiento de autoagregacion similar al de la cepa HB101. En este ensayo se
observé que el tratamiento con los campos magnéticos no modifica el comportamiento de la cepa
JPEP30, ya que el ensayo con y sin exposicion a los campos magnéticos dio el mismo resultado de
no autoagregacion. Otro elemento importante en la patogénesis de EPEC lo constituye el TTSS,
gue participa en la adherencia intima de EPEC. El TTSS esta codificado por genes presentes en la
isla de patogenicidad LEE (Jarvis et al., 1995). Para analizar si el efecto del tratamiento con imanes
pudiera tener efecto sobre la isla de patogenicidad LEE se utilizé la cepa EPEC AescN a la cual se
mutd el gene de la ATPasa relacionado con la translocacién de los efectores de EPEC a la célula
hospedera (Andrade, 2007); asimismo, se uso también la cepa EPEC AescN complementada con el
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plasmido pAEscN, el cual expresa el gen previamente mutado. Los resultados del Al reflejan que al
no tener el estimulo de los imanes y con el estimulo se comportan de forma similar a los Al
obtenidos con la cepa EPEC E2348/69, lo anterior confirma que la alteracion inducida por los
imanes ¢se debe a probables cambios relacionados con BFP y no afecta componentes expresados
por LEE.

En el estudio se analizé ademas el efecto del tratamiento con campos magnéticos sobre la
adherencia a células HEp-2 de EPEC E2348/69. Los resultados obtenidos mostraron la modificacién
en el patrén de adherencia localizada, generando un fenotipo de adherencia difuso con dispersién
de las bacterias. Esta observacion coincide con lo reportado por Saito et al. (1997a; b), quienes
describen un patrén de adherencia difusa en una cepa EPEC que fue sometida a un campo
magnético. Humphries et al. (2010), para reafirmar el patron que permite el plasmido EAF,
utilizaron una cepa EAF en ensayos de adherencia y observaron pérdida del fenotipo de
adherencia localizada, esta observacidn en conjunto con los referido previamente por Girdn, et al.
(1993), apoyan el efecto de los imanes sobre BFP y su participacion en la adherencia y
autoagregacion de EPEC.

Un estudio previo realizado por Ji et al. (2009) refiere que el tratamiento de una cepa de E. coli no
patdégena con un campo magnético DC de 450 mT produjo modificaciones en la superficie de la
bacteria ocasionando la ruptura en los limites de la misma. Para saber si esto pudiera tener alguna
relacion con nuestros resultados, se propuso conocer el efecto directo sobre la estructura de
EPEC. Al respecto nos planteamos dos posibles situaciones relacionadas con las modificaciones en
las propiedades antes mencionadas. Una de ellas es el efecto directo sobre la estructura de EPEC.

Para evaluar si los cambios observados en la autoagregacion y la adherencia de EPEC E2348/69
pudieran relacionarse con dafo sobre la estructura de la bacteria, se realizé la observacién por
medio de microscopia electrdnica de transmision de muestras de un ensayo de autoagregacion.
Los resultados obtenidos en las preparaciones inmediatamente después del tratamiento de 30
minutos con el campo magnético, mostraron la presencia de modificaciones en la superficie de
EPEC. En un estudio similar, Ji et al. (2009) reportaron alteraciones muy parecidas a las
identificadas por nosotros. Para evaluar si los cambios en la superficie de EPEC eran permanentes,
se analizaron muestras obtenidas después de tres horas de aplicado el tratamiento con los campos
magnéticos. Los resultados observados en estas preparaciones mostraron que EPEC recupera la
forma de su superficie, por lo cual se puede considerar que la inhibicidon de la autoagregacién no
depende de modificaciones estructurales de EPEC.

Para confirmar que no existe dafo y que la integridad de la superficie de EPEC se mantiene, se
realizé un ensayo para evaluar la permeabilidad de la membrana. Siguiendo el procedimiento
descrito por Nguyen et al. (2015), se analizo la permeabilidad al yoduro de propidio y se observo
que el porcentaje de fluorescencia en las células tratadas no tenia diferencia significativa con las
células sin tratar. Como fue descrito previamente, la integridad de la membrana de EPEC no se
altera por efecto del tratamiento con campos magnéticos, lo que confirma que no se ocasiona
dafio estructural.
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Los resultados obtenidos en nuestro trabajo experimental permiten reconocer que, aunque existe
modificacién en la superficie de EPEC por el tratamiento del campo magnético, los cambios son
reversibles. Sin embargo, los cambios inducidos interfieren en dos propiedades importantes
relacionadas con la patogénesis de EPEC la autoagregacion y la adherencia.

Las modificaciones en ambos eventos se relacionan con BFP que al parecer no se expresa o lo hace
en forma deficiente. Existen diferentes sistemas de regulacion de la bacteria para responder ante
estimulos externos como son cambios en el pH, la temperatura o las concentraciones de
diferentes sustancias en el medio, entre otros. Se ha descrito que estos pueden afectar tanto la
membrana externa como la interna (Raivio, 2005). Un ejemplo de esto es el complejo CpxRA que
es un sistema de sefializacion de dos componentes. La estructura de Cpx contiene CpxA histidina
cinasa localizada en la membrana interna; CpxR que se encuentra en el citoplasma y que es la
proteina reguladora de la respuesta; y CpxP, proteina accesoria de regulaciéon que se encuentra en
el espacio periplasmico. Cpx es un mecanismo que regula la expresion de diversas proteinas de la
superficie de la bacteria, entre las que se encuentran el flagelo y los pili, estructuras importantes
para la patogénesis de EPEC (Vogt et al., 2010).

Se sabe que durante la colonizacién de EPEC a las células del hospedero los niveles de actividad de
Cpx disminuyen, lo que promueve la sintesis de BFP, la autoagregacién y la adherencia intima.
Cuando EPEC reconoce una situacion de estrés, la actividad de Cpx aumenta, lo cual inhibe Ia
expresion de estructuras de superficie como BFP, el flagelo y SSTT reprimiendo su transcripciéon
(Raivio, 2004; Hunke et al., 2012).

Con las modificaciones identificadas en la cepa E2348/69, podemos sugerir que el efecto del
campo magnético es censado por EPEC, generando modificaciones que se pueden ver en la
microscopia y sefializando en los sensores de membrana, generando la respuesta al estrés. She et
al. (2009) observaron que un campo magnético mayor a 5T por una hora, modifica la estructura
secundaria de proteinas de E. coli. La respuesta de activacién de sefiales genera modificaciones no
solo estructurales, Potenza et al. (2004) en un estudio en el que utilizaron magnitudes de campo
magnético similares a las de nuestro trabajo, observaron que se modifica la expresidn de genes de
E. coli. Por lo cual podemos suponer que el campo genera una condicién que es reconocida por
EPEC y genera una o mas sefiales de cambio, lo cual es interpretado por la cepa como sefales de
alerta ante la modificacién del medio.

Aungque los resultados de otros autores dan soporte a la hipdtesis de este trabajo, se requieren
estudios para confirmar que la actividad de Cpx u otros sensores de membrana se alteran por
efecto de los campos magnéticos, con la respuesta consecuente en relacion a la expresion de BFP,
TTSS o flagelo, que son las estructuras involucradas en los eventos de adherencia y esfacelamiento
en el dafio ocasionado por EPEC a las células hospedero.
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Conclusiones

Diferentes magnitudes de campo magnético DC utilizadas sobre la cepa E2348/69 generan un
efecto inverso en la autoagregacion ya que, a mayor magnitud de campo, menor autoagregacion.
El tiempo de exposicidn a los campos magnéticos también tiene una relacidn inversa: a mayor
tiempo de exposicion menor autoagregacion, con limite a los 30 minutos.

La exposicion de E2348/69 a un campo magnético DC de 100 mT no altera la viabilidad de la cepa.

El efecto del campo magnético DC en la disminucidn de la autoagregacion y cambio en el fenotipo
de adherencia se relaciona con el correcto funcionamiento de BFP.

Las alteraciones en la estructura de EPEC ocasionadas por el tratamiento con campos magnéticos
no modifican sus funciones de permeabilidad.

El efecto del tratamiento con un campo magnético de EPEC E2348/69 genera una modificacion
gue sugiere la activacion de sistemas de respuesta como los de estrés, lo que puede modificar la
expresion de BFP y otros factores relacionados con la patogenicidad de EPEC.
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Anexo 1. Soluciones, medios y gel.
MEM (Medio Minimo Esencial)

Para 1 litro de agua desionizada estéril.
9.2 gramos de MEM (GIBCO) en polvo.
Reactivo al 2%.

Bicarbonato (Microlab) 20 ml.
Reactivos al 1%.

Glutamina (In Vitro S.A.) 10 ml.

HEPES (In Vitro S.A.) 10 ml.

Se mezclan todos los componentes y se filtran por un filtro de poro de 0.22um Millipore y se deja
a prueba de esterilidad por 24 horas en la incubadora de CO,. Se conserva en refrigeracién en
frasco cerrado

MEM adicionado

Para 1 litro de agua desionizada estéril.

9.2 gramos de MEM (GIBCO) en polvo.

Suero Fetal Bobino (SFB) (Bio Whitaker) 50ml.
Reactivo al 2%.

Bicarbonato (Microlab) 20 ml.

Reactivos al 1%.

Glutamina (In Vitro S.A.) 10 ml.

HEPES (In Vitro S.A.) 10 ml.

Se mezclan todos los componentes, se esterilizan por filtracién y se deja a prueba de esterilidad.
Se conserva en refrigeracion en frasco cerrado.

MEM preacondicionado
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Al retirarse el medio de las botellas de cultivo celular en el proceso de crecimiento se guardé dicho
medio que contiene metabolitos que secretan las células HEp-2. Se conserva en refrigeracion en
frasco cerrado.

PUK’s

Para 1 litro de agua desionizada estéril.
Cloruro de sodio (J.T. Baker) 8 gramos.
Cloruro de potasio (Merk) 0.4 gramos.
Bicarbonato de sodio (Merk) 0.35 gramos.
EDTA (Sigma-Aldrich) 0.336 gramos.

Se mezclan todos los componentes, se esterilizan por filtracidén y se deja a prueba de esterilidad.
Se conserva en refrigeracidn en frasco cerrado.

PBS

Para 1 litro de agua destilada.

Cloruro de sodio 8 gramos.

Cloruro de potasio 0.2 gramos.

Fosfato de sodio dibasico (J.T. Baker) 1.15 gramos.
Fosfato de sodio monobasico (J.T. Baker) 0.2 gramos.

En un matraz aforado de 1 litro se colocan todos los sélidos y 800 ml de agua destilada, se mezclan
y se llevan a un pH de 7.2, posterior mente se afora a 1 litro con agua destilada. Se pasa la solucion
a un frasco con rosca y se esteriliza en autoclave. Se conserva en el frasco cerrado.

Giemsa
Giemsa Azul Eosin (Meyer) 1 gramo.
Glicerol (J.T. Baker) 54 ml.

Metanol 84 ml.
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Se mezclan el Giemsa Azul Eosin y el glicerol por agitacidn durante una hora, después se le agrega
el metanol y se agita por otra hora la mezcla y se filtra en frasco dmbar 2 veces con filtro Whatman
No. 10. Se conserva en un frasco dmbar cerrado.

Caldo triptona al 1%

Se diluye 1 gramo de triptona (BD Difco) en 100 ml de agua destilada, se coloca en los recipientes
con tapa donde se ocupen, frascos o tubos de vidrio y se esterilizan en autoclave. Se conservan
cerrados.

D-manosa al 10%

Se agregan 5 gramos de D-manosa (Sigma-Aldrich) a 50 ml de agua destilada, se agitan hasta
disolver y se esterilizan por filtracién utilizando una jeringa de 50 ml (BD) y un filtro de 0.22um
(Millex). Se conserva en refrigeracién en frasco o tuvo cerrado.

Caldo triptona al 1% con D-manosa al 1%

A un mililitro de caldo triptona al 1% se le agregan 100 pl de D-manosa al 10%.

Agar LB

Para 1 litro de agua destilada.

Extracto de levadora (Fluka) 5 gramos.
Bacto triptona (Fluka) 10 gramos.
Cloruro de sodio 10 gramos.

Agar bacerioldgico (BD Difco) 15 gramos.

Se mezclan todos los componentes en un matraz del doble de su capacidad y se calientan con un
mechero hasta obtener una mezcla homogénea y cristalina, después se esteriliza en la autoclave,
al salir de la autoclave se espera a que la temperatura de la mezcla llegue a los 502C
aproximadamente y se vierten aproximadamente 20-25 ml en cajas petri estériles, una vez que ha
solidificado el medio se invierten las cajas y se dejan en prueba de esterilidad por 24 horas en
incubacién a 372C y después de haber probado su esterilidad se pueden usar o guardar a 42C.
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Tritén 0.01% en PBS
Triton (Amresco) 0.5 ml.
PBS 50 ml.

Se mezclan los componentes hasta obtener la mezcla mas homogénea posible y se guarda a 49C.

Gel de agarosa al 1%
Agarosa (Bio-Rad) 0.8 gramos.
TBE (Tris/Borate/EDTA buffer marca Sigma-Aldrich) 80 ml.

Se mezclan en un matraz y se calientan en mechero agitando manualmente, hasta disolver todos
los cristales, después se coloca a temperatura ambiente y cuando se puede tomar el matraz con la
mano sin quemarse se vierte en el molde del gel y se le coloca el peine, una vez que solidificé se
puede retirar del molde para utilizarse.

Antibidticos

Stock de 100mg/ml

Estreptomicina, Kanamicina y Ampicilina

1g de antibidtico

10 ml de agua destilada estéril

Al diluir 1pl por mililitro de medio queda la concentracién deseada de 100 pl/ml

Se conserva en refrigeracion en tubo cerrado.
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This smdy repons the effects of exposing cells of he pmioypical eneropathogenic Ercherichic colf
(FPFEC sarain F234RIG% 10 s b viepoelic Delds (SWF) of varyimg imiensilies o ohserve their eopocity
to autoaggregaie and the effect on cell adbererce. The results showed that bacieria exposure over the
onurse of Smin to an intsnsity of 53 mT reduwced autoagereg ation by 28%. However, with intensitiss
of up to 100 mT with the same cxposure time, bactoria auntoagercgation was reduccd by appros mmatcly
3Fz; and after 20 mun of the same infensiiy, 1t was mdisangushbable from that observad 1n o non
autoapcrepative straine Furthermore, it was obsarved that SMF treatment also modified the typical
localized adherence pamzrn of EPEC E234869. The observed effect are nor related 1o bacieria
damage. The above was confirmed because, after a 107 T SMF weamment ovar the course of 30min,
el viknliny sl oembrane peonealality wene e soowes o ol observal o onioeaied conimols. Thae
obtained results suggest that the SMF effect on the B2 34869 EPEC =train alters the expression of the
bundlcforming pilus (BFT), duc to the fact that the same strain without the EPEC adherence factor
plasmud that encodes the HFF operon was unablz o ouicoggresai2, Elactron mucroscopic analysas
revealed structural dittersnces between czll exposed to SME with respect to urtreated controk. In
concludon, the SMF meamment of 107 mT for 30 min redoced EPEC EZ548/459 auoagoregation and
moditied i adherenca panem, with both evens likely being sssociated with changes in BFP
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INTRODUCTION

The high plasucity of the Escherichia coli (E
crdi) penome has contributed 1o its clonal diversity
and has resolted noa nomber of differenl strains,
including commensal straing of the intestinal micro-
hinta and pathogenic strains that canse extraintesting]
fextraintesting] pathogenic £, coli ExPEC) or intesu-
nal (diarrhcogemic £ codi DEC) infections | Nataro
and Kaper., 1998; Clermont et al., 2000; Escobar-
Parame ¢t al., 2004; Chaudhurt and Henderson, 2012;
Clermont 2t al,, 2013]. According o their antigenic
characteristics. epidemiology. and virulence fuclors,
members of the DEC gronp are further classified o
different pathotypes: enteropathogenic (EPEC), en-
terntosngeme (ETHC), enteroinvasive (EIELT), enter-

ohzmorthagic (EHEC), entercaggregative (EAEC),
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and diffusely adherent (DAEC) [Kaper ot al, 2004,
Chaudhuri and Henderson, 2012; Croxen el al., 2013].
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EPEC 15 o significant cause of morbidity and
mortality in children under the age of 2 years and was
the st group identified as iovolved in the pathogene-
gig of diarrhea in infants. Genes localized in the EAF
plasmd (EI'EC adherenee factor) and pathogenieity
island LEE (locus of enterocyte effacement) act in a
courdinated manner to exprass different components
with roles in cell adherence and the formation of
histopathological alterabions knovwn as attaching and
effacing (A/E) lesions [Kaper et al., 2004; Pearson
et al., 2016]. Adhersnce is a kay event in the bacterial
colenization process. BEPEL adherenee to the epithclia
depends on surface components, such as the {lagel-
lum, capsule, and fimbrise [Girdn 2t al., 2002;
Humphnes and Armstrong. 2010; Humphnes ot al..
2010]. The bundle-forming pilus (BFP) is U.!hl.li:ul.-ll..ul'd.l
relevance for EPEC virulence and survival within the
host. as it mediates localizad adherence and autoag-
gregabon phenolypes [Vuopio-Varkila and Schoolnik,
1991, Anautha et al., 1998 Bizber et al.. 1998]
Autoageregation is a characteristic of £ eolfi that
determunes its swvival and permancnce within the
gastoinlestinal bact. Autoaggregation results in cliu-
dcteristic groupings of cells that can be observed
under a microseope or by Hocculation and scdimenta-
tion of cell suspensions m state ligquid cultwres. In
EPEC, this process depends on BipA [Bieber et al.,
1998]). The =ffects of different physicochemical cues
on BPEC adherence and auvloaggregaticn have boen
previously studied [Humploies and Arimnsuong, 2010];
however, the responsz of EPEC cells 1o slatic
magncte helds (SMF) 15 nol known. Hwological
properties such as proliferation, cell wall integrity.
protein structure, snzyme aclivily, gene expression,
and antibiotie resistance become moedibied upon cxpo-
swe to magoetic fields [Okuno et al., 1993; Tsuchiya
et al., 199%9; Horiuchi et al., 2002: She et al., 20048].
Furthermora, increasad adherence o Hela cells by
uropathogenic and non-pathogenie £, cofi strans from
culbires exposed ooa 450mT wagoetic field has been
reported [Saito 2t al,, 1967ab]. In contrast, bacterial
adherence to Hela cells diminished with cxposure to
low-intensity magnetic felds [Saite etal., 1597h].

In this work, we analyzed the effects of SMF of
different ntensiics on the autoaggregation, adher-
ence, and morphology of EPEC,

MATERIALE AND METHODS

Bacterial Strains

Straing usad in the study includad the wild-type
EI'EC strain E2348/6% and s denvatives J1I'EP20
(PEAF-}, AescN (Type 3 Secretion System ATPase

Effects of Static Magnetic Fields on EPEC 5T

mutant), Aesc pABescN  (complemented strain
kindly prosided by Dr. Bertha Gonzalee-Pedrago,
Muolecular Genztics Departinent, Cellular Physiology
Institute, UNAM)], and the unrelated, non-pathogenic
laboratory stram £, coff HB101 as a ncgative control
(kindly provided by A. Navario, Bactenal Laboratory,
School of Medicine, UNAM), Cells were propagated
m LE broth containing 100 pg/ml streplomycin when

required.

Magnetic Field Treatments of Cell Cultures

For the cxposure of cell cultures to SMFEs, two
types of magoel modules were emploved, using the
comfiguration shown in Figure 1. The experimental
sclup consisted of four components: permanent mag-
net plates with the same pole orfentation (BaFe 20ys-
baced magnats for the 33 and 107 mT magnetic felds
and Nd,Fe;B-bused magnels for 400mT magnetic
fields), samples, colture plates, and mubher stoppers.
The SMF strength at the site of the samples was
determined with a Hall prebe DC Gaussmeter,
GM-1-HS [Alchalab, Salt Lake, UL) by scnsing at
the H height every Suun o the aea belween the
magnet plates (50 = 30mm”), The intensitizs of the
SMFE strengths were sclected using the following
criteria (i) the intensities could be aclueved with
standard commercial magnets; and (i) after several
assays, their effects on cell cultures were distinguish-
ablc undcr the auloaggregabon cntena Figure 2
shows the homogensity values of SMF stiength,
illustrating that the gradient of the SMF at the center
ol the platc was ncghmble. Al scparabion dislances
of 18.5 min and 135 mun, the SMF suengths were 53
(£3.00mT and 107 (£3.2)mT, respectively. The
strongest hicld 400 (£5.4%)m'l was obtmned with two
neodviminm magnets (Nd:FepyB) that were separated
by 13.5mm. Once the distance between the magnets

Magnet /f B
aEn _5\ I 2 ’ .
- [ | — = .Jrl \
T’ K s o [ \
J'i - i
samples  Culture Fubber
plate stoppers

Fig. 1. Horizonfal view of the structure of SMF exposure
ayater; ir this arrargement culture plats was st the center of
tre magnets. Parmanent magnets wera geparated oy rubber
stoppers and samples were Imroduced in their cell culture
plates. SMF ranges Trooe 50 to 400 mT Do arcer lo delaomine
SMF wvaluea for several regions, surface wes scanned with
Hall probe at H height.
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Fig. 2 Megsurec values of SMF strergth as a function of the posifion in the vicinity of the
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cenle sons SMF gracianl was practically cull

was adjusted with the rubber stoppers Lo hit the
steength of the SMF |Bondemalk et al., 1995], the
culture plate (a Nunc 4-well Multi Dish, Thermo
Fisher Scientific, Walthom, MA) was placed betwezn
the magnets for the mdicated times. Since the viability
assays required more volums, diffsrent platzs were
used (Nunc cell culture dishes, Thermo Fisher Scien-
rfic) that were separated from the magnet plates by
10mm; in this case, the measured SMFEF was 95
(+3.1)mT,

Viability Assays

TPEC T2348/A9 cells were grown overnight m
1% (ryptone broih contaiming 1% D-mannose al
37°C, Cell pellats were then oblained by centrifu-
gaton  at Rl6l g (34150, Tppendorf, Westhinry,
NY) for 5min and washed twice with 1X PBS, pH
7.2. Cultures werz adjusted to 33 10° colony-
fomming imits (CFINml psing Mclarland Standands
[Versalovic et al., 2011], incubated in sterile plastc
bags comtaining 27 ml of Minimal Esseniial Me-
dium (MEM) with 1% D-mannosc for 3Umm al
ronom femperature with an SMT treatment (373, 1017,
and 400mT), and were then tansferrad o 37 'C for
an  additional  2.5h. Growth was  monitorad
every  honr by measuring the 01 at A nm
with a spacwrophotometer (GENESYS 2, Spactronic
Instruments. Rochester, NY) and by plating sertal
iilutions on LA agar 1o determine the 717, The
assays  with culures of SMF-untremted EPEC
E2348/69 used as conupl were carried out in the

Rivie:dex AU TN

same  location and under the same conditions
(30 muin at room temperature and 2.5 1 at 37°C).

Autoaggregation

A previcusly described method to determine
antnaggrepation [Anantha et al, 1998] was followed
with some modificatdons. Briefly, 100pl of cell
suspensions containing 1 » 10% ¢c2lls was obtained as
previonsly described and was nsed to inoculate 900 pl
of MEM-mammose medivm in d4-well Multi-Dish
plates. The cells were then exposed o the magnetic
held (107 mT) for 1), 5, 10, 15, 30, and 45 mun at room
temperatine. After treatment. the bactera cultires
were incubatad at 37 "C for 3h, and the OD 600nm
was then measured, after which a second OD 600nm
measurement was immediately taken after vigorons
shuking (Voriex Scientific Indusies Gene2, Bohe-
miz, NY) for 305, The autoaggregation index [Al)
was calcnlated with the O values before (ODI,
considered 100% autoaggregation) and after disper-
sion by vigorous shaking of the sample (OD2) using
the formula (OD2 = 100NODI to report 1t as the
percentage of the change hetween readings, and was
compared against fresh culture medium (MEM-
mannose) and the aggregative-deficient strain HE 101
(SMT antreared ). According 1o oo resnlls, increases
ubove 2.5% after cell dispersion were considared
positive autoaggregation. whereas values below 2.5%
were considersd negative antoaggregatiom. The signif-
icance of the Al values was evaluated by one-way
ANOVA at P = 005,
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HEp-2 Ccll Adherence Assay

The adherence assay was performad as previonsly
described [Cravicw a ul, 1979] with some modifica-
tions. HEp-2 cells (Lot number 6050217, ATCC CCL-
23, Amencan |yps Culture Colloction, Menassas, VA)
were gown i a 25cuf tissue culte Nask ot
37°C with a 3% CO- atmosphers in MEM containing
10rE fotal bovine serum. HEp-2 cells of a density of
25 « 107 cellsin] were sesded outo cover slips in the
wells of 4-well plass 24 h hefore the assay to form a
semu-contluent monckoyer, After o 24h meubation, the
cover slips were washed three tmes with PRS, and
MEM (900pl) plus 1% D-mannose without fetal
bovine serum was added. Bactenial struins were grown
overmght at 37°C i 1'% oyptonc broth wath 1% D-
wawmose. The overnight cullure was washed  duee
times with PBS, suspended in PBS and adjusted to 1 of
MeFarkand Standard (3« 107 CFU/mI), then 100 wl of
each Iewtenial suspeosion was added o diflTeent wells
contining HEp-2 celle. The SMF was applied to the
cell preparations s previously described (30min ot
roon femperatine ) and then the infected cells were
further incubated (or 2,50 at 37°C, The sama proce-
dure were applied 10 SMF-untreated EPEC E234869
uscd s control, performng in the same locaton and
under e same conditions (30 min at wom tenp=ature
and 2.5h w 37°C) Afler incubation, the cover slips
were washed three umes with PBS, hixed wath 700
wiethunal, and staioed with 10% Giemsa, (hen mounked
on glass slides with Permount resin (Fisher Saenafic,
Fair Lawn, NI and dred af room lemperuture for
I day. The preparstions were examined with a fght
microscope (100x) by wo different observers (the
bacterial cultures were similarly positioned but withou
cxposrc lo SME),

Electron Transmission Microscopy

Ten mucroliters of EVEC EZ328/69 SME-treated
and untreated (without SMIF exposore] were taken
ufier recovery of 30min or Jh growth in MEM.
Aliguots were placed on a grid for ¢lectron transmis-
son microscopy for [mm. aflcr whach cxcess
wediwn wis renwoved, and 5 pl of 3% urany! acetate
was added. Samples were then dried &t room tempera-
turc mn the dark. Cells were observed using a Libra
120 micooscope (Zeiss, Jena, Genmany). A one-way
ANOVA (P < 0.08) was performed to determing the
differences in the number of cells with altered
marphologies by two independent assays in duplicate

Propidium lodide Permeablilily Assay

sumples of S0l of BPEL E244H69 SME-
teated (A wd  wnteated  (without  SMF

Eifects of Static Magnetic Mields on CPEC 5713

expoasurs) werz mixad with | pl/ml propidium iod:de
(IUmgiml) and were further incubatad tor 10mon ol
woom lenperaiwe  the dmk. As o positive contiol
for c2ll parmeability. a sample of untreated EPEC
EIHMBMAY cclls was incubated wath 0.1%  ITrton
X-100 for Smun snd then washed with PBS amd
suspanded im MEM with RNase (20me/m!) dilued
ar 1:5000, 1o which propidium jodide was added Cell
tmages were acquirsd neng a 60« objective and ot
561l pm im zn Image Stream Mk Il Imaging Flow
Cyvtometer (EMD Millipore, Seattle, WA ). Duta were
anzlyzed with IDEAS Applicabion soltware, version
6.2 64.0 (EMD Mill poae).

Statisfical Analysis

Data were stotistically analyzed using Orngin
Pro saftware, version K6 (Origin [ab, Northampton,
MA).

RESULTS

Cell Viability Was Not Affecled

Because magnetic fields alter different properties
of cell behavior, we evaluated whelher SMF exposure
compromiscd  hacterinl cell prowth or viahility hy
comparing SMF-treated and untreated bacieria (with-
out SMF). Cells exposed to SMFs of approximalely
95 ml grew and formed colonies smularly 1o the
uihealal cells, supgesting il eell gty amil
viability were unaffected (Fig. 3A and B).

Auloaggregalion Decreased Afler SMF
Treatmenl

We were inlerested in assessing the effects that
cxpasars to magnehic ficlds of wirving intensites had
on c=ll amozggregavon of EPEC srain E2348/69. It
hat been reported that the oplical densities of cell
susponsions of astoaggregative strans mercased ofter
vigomus shaking, most likely due 10 e2ll disperson
We bund that the autosggregation of the E2348/69
strain exposad tlo SMFs of 53, 107, and 400mT
decreased exponentially over time compared with
SMF unweated cells (Fig. 4). SMFs of 107 und
400 mT resulted in autouggregution indexes below
that of the non-aggregative HRINDL strvin after 3 min
of exposure (1.8 and 2, respectively),

Previous work has shown thal autoaggregation
depends on the BIP operon contained within the
FAT plasmid of some virlent £ coli strains
[Bieber =t al., 1998], Wea next determined whether
the EAF plasmid hod o role in the decrensed
antoaggregation produced by the SMT treatment by
analyzing the plasmid-cured strain IPEP30, No

Hiedloorormgnot i
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further reduction of the already non-aggregative
JPEPA) was observed (autoag gregation index of 1Y
vs. 2.1, respectively), supgesting  that the SMF
effect acts through the EAF plasmid, likely via BFP
cxpression (Fig. 50 Another charactenstic of the
F2348/69 strain is  the presence of a type 7
secretion system (T338); thus, we also analyzad the
involvement of the T3S8S-assceiated. An SMF
treatment (107 m1V30mm) of the AeseN mutant
(which limits the activity of th: injectosome)
produced a similar reduction in the autoaggregation
index to that obscrved in the wild-type strain
E2348/69 (2.6 vs. 7.75, respectively). suggesling
that the T388 system is not involved m antoaggre-
gation. The complemented Aesc/V stram harboring a
plasmid carrying the wild-type escA gene (pATescN)
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Fig. 4. Deperderce of EPEC Autoaggragation index (Al for
ditfereni SMF values for 45 min exposure. Points of the plot

reprosent mear Al for thrce irdepencent experimerts by triph
cals, wilh error hars representing siandand devslioes Trom

the mean.
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did not show any significant differsnce with respect
to the wild-type stran, confmmmg that the 1355
doss not participate in autoagerepation (Fig. 3).

Eftect of SMF on EPEC Adherence

The adherence assay resnlted i modifications
after exposure o SMF. The preparations of SMF-
untrzated cells showed tvpical bacterial clusters form-
ing microeclonics of locabzed adherence (Fig. 6A). In
contrast, in SMF-ucated EPEC E2343/640 samples, the
microcolonies formed by cell clusters disintegrated,
und the baclena were scattered (Fig. 6B8), When taking
the microcolomes o account o e SMEP-untreated

cells, B0% showed typical agpresates of localized

Al (% difference In CD 800 nim)

EFEC
SMr - - [ - ¥ - i - [

0
Strain  HE4D|

Fig. 5. Effact of 107 mT SMF treatment on diffarent EPEC
strains (E2348/39), JPEF30 (E23£48/68 plasmid minus),
E2340/69 AescMN E23408/08 (pAEescHl, and HBEI01. Bars rep-
resent automsggrecation irdex (Al {for three indeperdent
oxporiments by iriplicate, wih cror bars representing
stamndard deviations Tiom e means *P< 005 with HE 01
"*P <2 005 versus the strain without SMFE
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Fiyy 6. FPEC F2348/68 HE -7 cells adbwrence assay wilband wilbool 207 T SMF (real et
(&) Localizec achererce pattern (arrows showing micocolonies) in BPEG E2346/69 not
cxposcd to SME. (B) Mad#ication of localized adhererce pattern {ammows showing scattored
pacteria) in EFEC E2348/38 SMF treated (700 ), Representative sampla of threa indepencent

axprerimenl s peaformed by doplicate

adherence, while in the SMF-wreated bactera, only
409 axhibited microcolomes,

Transmission Electron Microscopy

To determuine whether SMF uealment could be
associated with altcrations to the bactenal coll surface,
the cells were analyaed by electon bansnission
microscopy under two conditions: (i) immediatzly
after 30min SMF treatmant; and (i) when the
previons S min SMI treatment was fimished after 2h
30 min, to complate 30 total, under autoaggregation
assay conditions [Anantha et al., 1998]. After 30 min
of SMF trcatment., 897 of the cclls (n= 257) showed
alierations of opagque arrangemsnis oo bacterial cell
surfaces, although similar allerations werz observed
m the untreated controls m approxamalely 25% of the
hacteria, while the periphenes of thess cells lonked
normel. Micrograph analysis reveszled that unireated
strain E2348/69 had no morphological modifications,
and 1ts membranss were intact (Tig. TA and R),
whereas in SMF-wmeated bacteria, dark areas within
the cells were abundant, suggesting that an alterabion
to the bactena cecurred (Fig, 7C and D). Observation
of the preparations after a 3h recovery period showed
that both unweated (Fig. 7 E and F) and SME-weated
{F1g. 76 and H) cells had normal morphologics.

Membrane Permeability

Increased cell permeability has bean observed 1n
Gram-positive cells exposed 1o an 18 GHz electm-
mugnetic fizld [Npuyen et al, 2015]. Therefore, we
were interested 1o determine whather SMF traatment
could resull m smmlar changes. especially  after
obsziving  owdifications in cell mocphology  afles
30 min of SFM exposure. The incubation of E23418/64
cells wath propudium odide  after SMF - treatment
followed by a 30w recovery did not show cell

Contral SMF treatment

Time

50 min

Ih

-
~
I
' o |

Fig. 7. Electren transmission microscopy of SMF traated and
imlrealed FPEC E2S48/688 al A0min and aller recovary period
of 3h. [A. B) 30 min control, (C. D) 30 min with 107 mI' SMF
treatmert; (E. F) 3h conircl; and (G, H) sfter the recovery
pericd of 3h. Representative samples of two Indaperdant
assays by duplicate.
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permzability alterabions as analyzed by flow cytom-
elry, compured with the permeability positive control
of the E2348/69 stram ncubated with 0.1% riton
X100 { data not shown),

DISCUSSION

EPEC is responsible for cases of diurthea in
children: adhasion is a key evenl in the pathogenesis
af ths bacterinm. In this wark, the effects of exposing
thz EPEC strain E2348/67 o different intensities of
an SMF were avaluated. Some studies have reported
that treatment with low electromagnetic field intens:-
ties fon short periods decrzased the viability of cetain
bacteria [Fojt et al., 2001]. In our study, exposure w0
SMEs ol %4 and 96 m]" tor 30mn. conditions under
winch  the Al decreased, did wnov affect EPEC
E2348/65 viability.

The first step in EPEC adherence involves the
expression of plasmid-bome TAT genes encoding
BFP, a szt of pili that interconmect the bacteria and
form autoaggregatad microcolonies, Differant authors
have anted the imporance of FPTC antoapgregabion
and their localized adherence 1o epithelial cells for
virulence [Girdm et al, 1991, 1993; Blank and
Donnenberg, 2001: Melhies et al., 2007 ). "The sccond
step s known as intimate adhesion and  occurs
between the bacterium and host cell [Vuopio-Varkila
and Schoolnik, 1991]. The genes lhat have been
imphcated in this type of adhesion are locahized on the
LEE pathogenicity island. In this work, treatment of
the EPEC E2348/69 strain al different tmes and SMF
mlensiies altered the levels of hacleral anloa gerega-
tion. Modification of the localizad adherence pattern
lo HEp-2 cells was also found, with adherent bacteria
obscrved yel scatlered over the cell and without the
formanon of microcolmies, which ocourred noa
similar pattern to the diffused adherence, The observed
effzct shows a similar behavior as shown by EPEC
sitains thal dn not have the DAL plasmid. which
arz described as atypical enteropathogenic £ cofi
[Rodrigues et al.. 1996]. The participaticn of BFP in
bacterial inlerconnechion as it relates 1o hoth antoag-
mregation and micro-colony formation by EPEC has
been described zlsewhere [Giron et al. [993], The
autoaggreazation assay of the JFEP30 strain (pLAD-)
aud EPEC E2348/69 Leated with SMF (107 wT)
showzd the same Al without significant differences in
either strain, suggasting that reatment with SMF could
be related (o BTP expression. A previoos study by I
el al. [2009] reported that when pedorming a TME
analysis after trealment of a non-pathogenic £ cof
strain. with hegh intensities of SMT (450mT), the
surfacz of the bacteria was modified. showing ruptures

Bioglactromagreios

that occurred principally at the =dges. In our study, a
TME analysis after 30min of SMF treatment with
107 ml" of the E2346/69 stramm showad the prescnce of
alt=rations of the bacterial swfaces, principally on the
adzes of the bacteria, similar w thosz describad by Ji
ct al [2009]. "To determune whether the damage was
permanent, ohservations of samples were performed at
different times which showed that at 3h after oeat-
ment, the structure of the bacteria was recovered. This
finchng snggests that although the SMT treatment
modifizd the soructure of the bacteria, altering its Al
the cell walls wers not disrupted. To corroborate this
chservation. a permeability test was performed with
propidiw iodide [Nauyen =t al.. 2015] after treatiment
with 107mT for 30min, the resuls of which show
that permeabality to the dyve did not inercasc comparcd
Lo that of an witeated soraio (data oot shown), These
rasulis suggest that observed alierations in the mor-
phology of the SMF-treated E2348/69 sirain could be
interpreted as A response 1o stress, mggered by the
zffects of the SMF treatment thal may activae certain
signaling pathways, Different enterobacteria, including
7 coli, have developed differert regnlatory systems
that allow them to detect and respond o extzmal
simuli (pH, temperature, osmolality, ete.), which
afteet ther ccll coatngs (cxternal and inner mem-
branes) [Raivio, 2005]. An example of this type of
rasponse (o smess 1s the CpxRA sysiem, d two-
component signal tansduction system consisting of a
CpxA histdine konase Iocated i the inner membrans,
a cytoplasmic CpxR respomse regulaor and CpxP
aceassory regulator that are present in the pernplasmic
space. Cp regulates the expression of  different
surface proteins of the bactens, including {lagzlla,
secretion systems, and pili, all of which are important
for the pathogenesis of microorgamsms | Vogl ot al.,
2000]. When TPEC s colomang the host cells, the
level of Cpx activity i low, which promotes BFP
synthesis and autoaggregation events. However, dur-
ing stress, (Upx achvity s increased, inhibiting BTP
axpression as a result of the repressiom of BFP
transcription [Hunke et al. 2012; Raivio. 2014] One
hypothesis comld be based on the observed modifica-
tions on the surface of the EPEC E23&69 sirain,
resulting from cell stess, which acbivates o =ensor
membrane. The effect of an SMI” higher than 5T for
Ih can modify the secondary suuctwe of E coli
proteins [She et al.. 2009]. In contrast, in a study with
a simia SMF treatment wsaed 10 our work, Polenza
et oal [AWK] reported that such a reatment induced
changes in £ cofi gens expression. The cbsarvations
of She at al. [2009] and Polenza et al. [2004] support
oo hypothesis that the inerease ' membrane sensor
activity due o effect of the SMF irealment lzads io
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decr=ased l.'.‘-.'kl.uf.‘-!i!iii:'u of swface stuctwes, lJU.‘SHIL‘]]'
mncluding BEP.

CONCLUSIONS

The EPEC strains are among the principal
agents associated with the atiology of dimrrhea in
children, mainly in developing conminies, The effec
of an SMF (107 mT) on the EPEC strain E2348/50
decreased auloagzrezation rales of the bactzrium,
altering the Tncalired adherence patlern and modify-
ing their membrane stouctures. The observed effect
did not modify the viability of the bacteria, and
the external structure woas recovered by 3h after
reatment. These results suggest the possihility that
SMF eatment on EPEC E2348/67 may activale
some of the stress sensors of the bacteria. which
modify the expression profiles of genes related 1o
its adherence propentizs.
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