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Introducción 

Antecedentes    

La diarrea es una enfermedad que afecta a nivel internacional a diferentes sectores de la 

población, se caracteriza por un aumento en el número y una disminución de la consistencia de las 

evacuaciones del individuo afectado. Los principales agentes que producen esta enfermedad son 

bacterias, virus y parásitos. Se considera que al año se presentan aproximadamente 1700 millones 

de casos de diarrea alrededor del mundo en personas de todas las edades y más de 700 mil niños 

al año mueren a causa de este padecimiento (WHO, 2015).  

El principal tratamiento de esta enfermedad es la rehidratación oral, que ha disminuido la 

mortalidad por este padecimiento, sin embargo, la morbilidad se mantiene elevada, teniendo 

mayor relación con niños en estado de desnutrición severa, haciendo un binomio que condiciona y 

afecta su crecimiento (Thiam et al., 2017). 

El objetivo de la rehidratación oral consiste en reponer los fluidos y electrolitos perdidos, factor 

importante para mantener la homeostasis del paciente. Aunque en la mayoría de los casos de 

diarrea la rehidratación es el único 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 antibióticos para ésta y otras enfermedades contribuye en forma importante en la 

selección de cepas resistentes o multiresistentes, lo que en algunos casos da lugar al desarrollo de 

microorganismos como Clostridium difficile que como patógeno oportunista ocasiona cuadros 

severos de colitis hemorrágica (Rogaski et al., 2015). En México se estima que se recetan 

antibióticos 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 más relevantes relacionadas con la patogénesis de la enfermedad, aunque 

existen otras no menos importantes, como Campylobacter spp, Salmonella spp y Shigella spp (Bern 

et al., 1992). 

Escherichia  coli 

En 1885, Theodore Escherich, un pediatra alemán, aisló por primera vez la bacteria E. coli a la que 

denominó 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 patógenas responsables de distintos cuadros clínicos, incluida la diarrea. 

E. coli forma parte de la familia Enterobacteriaceae, es un bacilo Gram negativo móvil, anaerobio 

facultativo, entre otras funciones metabólicas 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 está conformada por polisacáridos, lipoproteínas, proteínas porinas y 
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otras proteínas, la bacteria además 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 cápsula 

(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 características 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 formación de 

microcolonias de bacterias que se encuentran en áreas de poca extensión de la superficie de la 

célula hospedero; las microcolonias son agrupamientos de la bacteria que presentan poco espacio 

entre las bacterias que la conforman (Figura 1. A). 

 
Figura 1. Patrones de adherencia. Fotos tomadas para este estudio. 

 

La adherencia es el primer paso en el proceso de colonización de las bacterias, ésta puede ser por 

efecto de interacciones inespecíficas (puentes de hidrógeno, 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 específicos. 

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 plásmidos. Los 

receptores son estructuras transmembranales diseñadas para reconocer factores de crecimiento, 

hormonas o ligandos. 

Kauffmann (1994) Describió a los grupos de E. coli asociados con la etiopatogenia de la diarrea 

(DEC), se integraron de acuerdo a su estructura antigénica (antígenos somáticos O y flagelar H), el 

tipo de cuadro clínico producido y grupos etarios a los que afectan, así como su distribución 

epidemiológica (Kaper et al., 2004). De forma más reciente se han considerado la presencia de 

genes relacionados con la patogenicidad por medio de la expresión de componentes asociados a la 

virulencia de la bacteria como son los factores genéticos de patogenicidad, el conjunto de todas 

las características (factores genéticos de patogenicidad, mecanismos de patogenicidad y 

serogrupos) ha permitido integrar a las cepas DEC en seis diferentes tipos patógenos o patotipos 

(Cuadro 1).  

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

de 

patogenisidad 

Factores 

genéticos de 

patogenicidad 

Serogrupos Manifestaciones 

clínicas 

Epidemiología 

Enteroroxigénica 

ETEC 

Producción 

de 

enterotoxina 

CFA, ST y LT O8:H9, O15:H11, O20:H-, 

O25:H-O27:H7, O78:H12, 

O148:H28, O159:H20 

Diarrea acuosa Niños, viajeros, adultos 

Países en desarrollo 

Enteroinvasiva 

EIEC 

Invasión Plasmido de 

invasividad de 

140MDa 

O28:H, O112ac:H-, O144:H-, 

O152:H-, 164:H-O167:H- 

Disentería Niños mayores de 1 año, 

preescolares 

Mundial 

Enterohemorrágica 

EHEC 

Producción 

de citotoxinas 

STX, pO157, 

intimina 

O157:H7, O26:H11, 

O103:H2, O113:H21,  

O119, O128, O145 

Colitis hemorrágica Niños de 2 a 7 años 

Países en desarrollo, 

Latinoamérica 

Enteroagregativa 

EAEC 

Adherencia 

agregativa 

Plasmido de 

60MDa, 

Citotoxina, OMP, 

Fimbria AAFI y II 

y EAST 

O44:H18 Diarrea con moco Menores de 2 años 

Adherente Difusa 

DAEC 

Adherencia 

difusa 

Fimbria 1845, 

OMP 

O126:H27 Diarrea acuosa Preescolares 

Sin Distribución específica 

Enteropatógena 

EPEC 

Adherencia 

localizada 

Plásmido EAE, y 

BFP 

O55, O86, O142, O111:H- 

O127 

Diarrea acuosa Bebes menores de 6 meses 

Países en desarrollo  

Cuadro 1. Características de las cepas diarrogénicas patógenas de E. coli 

CFA: Factor de colonización antigénico, ST: Toxina termoestable, LT: Toxina termolábil; STX: Toxina Shiga, pO157: ME FALTA; AAFI y II: fimbria I y 

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

EPEC y BFP: Pili con forma rizada. Fuente: Rodríguez-Angeles, 2002  
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E. coli enteropatógena 

E. coli enteropatógena (EPEC) fue el primero grupo asociado a diarrea en infantes. Cravioto et al. 

(1979) reportaron que las llamadas cepas enteropatógenas mostraban capacidad para adherirse a 

células HEp-2 (Carcinoma faríngeo 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 proteína de 94 kDa con un papel importante en dicho 

evento, misma que se denominó intimina, por su relación con la adherencia intima de la bacteria a 

la superficie de la célula. En años posteriores se describieron varios genes involucrados en el 

mecanismo de patogenicidad de EPEC, los cuales se localizan en el plásmido 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 típicas que presentan los genes eae+ y 

bfpA+ relacionados con la adherencia localizada y las lesiones histopatológicas que se llaman 

“attaching and effacing (A/E) y las atípicas que son eae+ bfpA-. Los genes eae y bfpA se encuentran 

en la isla LEE y el plásmido EAF, respectivamente. 

Modelo de patogenicidad 

La interacción 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 acción de BFP (bundle-forming pilus), 

esta estructura da la capacidad de adherencia localizada. Las fimbrias BFP forman haces que 

permiten la interacción tridimensional entre las bacterias para formar los agregados bacterianos 

conocidos como microcolonias (de 5 a 200 bacterias). Además, 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 participación del flagelo y los filamentos EspA (Girón et 

al., 1991; Girón et al., 1993; Mellies et al., 2007).  

Las cepas EPEC atípicas, que no presentan el plásmido EAF, presentan una modificación en su 

patrón de adherencia conocido como “adherencia parecida a la localizada”, donde los filamentos 

EspA y el flagelo permiten la interacción con la mucosa, lo cual es menor a la interacción 

presentada por BFP, ya que son menos la cantidad de bacterias que quedan unidas por adherencia 

inicial, generando un patrón 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 colonización de la EPEC (Vuopio-Verkila et al., 1991; Cleary, 2004; Girón, 2002.).  

Sistema de secreción tipo III 

Una vez que EPEC se ha adherido, se genera la maquinaria que permitirá anclarse por completo 

sobre el enterocito, así como para el paso de información para la activación de señales en el 

hospedero por proteínas efectoras. El sistema de secreción tipo III (“type III secretion system” 

[TTSS]), también conocido como inyectosoma, favorece la introducción de diferentes moléculas 

del interior de EPEC a la célula del hospedero (Jarvis et.al., 1995). La mayor parte de las proteínas 
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de esta maquinaria y de las proteínas 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 formación de un puente 

físico entre EPEC y la membrana de la célula, formando un conducto cilíndrico por cuyo interior 

pasarán las proteínas efectoras. Entre las proteínas transferidas se encuentran Tir, el receptor de 

la intimina, proteína de la membrana externa de EPEC que contribuye a la adherencia intima de la 

bacteria (Kenny y Finlay, 1995).  

Adherencia intima 

La unión de Tir con la intimina produce la última etapa de la adherencia de EPEC, se caracteriza 

por la unión estrecha bacteria-célula y la formación de un pedestal que alberga a la bacteria. Una 

vez que se introdujeron las proteínas efectoras de la bacteria a la célula epitelial, se activan 

diferentes señales, lo que favorece el aumento de la concentración de Ca++ y de inositol trifosfato 

(IP3) en la célula epitelial. El aumento de intimina en la célula epitelial induce la fosforilación de la 

fosfolipasa Cγ1 (PLC- γ1), lo que aumenta los niveles de IP3, lo que a su vez incrementa la 

concentración de Ca++, generando daño a las microvellosidades de la célula epitelial, lo que es 

parte de las características de la lesión A/E. La adherencia de EPEC a la célula epitelial también 

produce la fosforilación de otras proteínas de la célula epitelial, entre las que se encuentra la 

miosina, lo que induce la permeabilidad de la célula epitelial. Así mismo, al encontrarse EPEC 

adherida a la célula, se disminuye la capacidad de adsorción del epitelio del intestino, lo que 

genera perdida de agua y algunos iones. Un efecto más es la activación del proceso inflamatorio 

por medio de la interleucina 8 (IL-8), la cual recluta a los neutrófilos comenzando todo el proceso. 

Por su parte Tir, una vez unida a la intimina, se fosforila, lo que recluta a proteínas reguladoras del 

citoesqueleto (WASP y Arp2/3) para la polimerización de actina hacia donde está Tir fosforilada 

(Lommel et al., 2004). El pedestal se forma por debajo de donde se encuentra adherida EPEC, 

gracias a la actina polimerizada y proteínas relacionadas con la misma. Esto genera los arreglos del 

citoesqueleto, modificando su morfología y fisiología, lo que produce la pérdida de las 

microvellosidades intestinales y por consecuencia su función se altera (Finlay et al., 1992).  

Autoagregación  

La adherencia de EPEC se ha relacionado con otros fenómenos como la formación de agregados 

bacterianos, propiedad conocida como autoagregación, dicha propiedad contribuye a la 

supervivencia y permanencia de E. coli en el tracto gastrointestinal. El evento se puede analizar 

por microscopía o al analizar la turbidez que producen suspensiones de bacterias en medios 

líquidos estáticos. La autoagregación en las cepas EPEC, se relaciona directamente con la 

expresión de BFP (Bieber, 1998).  

Adherencia inicial y BFP 

Como se mencionó 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 
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que el patrón de adherencia localizada de EPEC se modifica al inhibir la expresión de la proteína 

BfpF en la cepa UMD916 (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Modificación del patrón de adherencia localizada de EPEC por efecto de la inhibición en 
la expresión de BFP. 

 

 

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 autoagregación, 

observaron que BFP interacciona con este compuesto, lo que interfiere la unión entre las células 

bacterianas y genera el abatimiento de la autoagregación, pero este fenómeno no se observa en la 

cepa UMD916, mencionada anteriormente. Por lo cual se propuso que BfpF tiene un papel 

importante en el fenómeno de autoagregación en la adherencia inicial, ya que su ausencia no 

permite la acción del inhibidor N-acetillactosamina. La gráfica de autoagregación de dicho artículo 

se presenta a continuación (Figura 3) y se observa que la cepa sin BfpF tiene una autoagregación 

similar con el compuesto o sin él. 

 

Ensayo de adherencia localizada en células HEp-2. Cepa silvestre EPEC (A) y cepa modificada en bfpF, 

cepa UMD916 (B). Fuente: Anantha, 1998 
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Figura 3. Ensayos de autoagregación de diferentes cepas de EPEC. 

 

 

La adherencia inicial es un fenómeno que se presenta en condiciones específicas del ambiente. La 

respuesta bacteriana ante los cambios del ambiente está mediada por la regulación de múltiples 

factores, por lo general a partir de una proteína que funciona como regulador y puede señalizar 

para inducir o reprimir genes (Blumenthal et al., 1996.). Entre los sistemas que reconocen las 

señales del medio y modifican la expresión 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 múltiples estímulos, activando de diferentes vías de señalización para 

responder a los estímulos. De forma generaliza EnvZ/OmpR está relacionado con la respuesta al 

cambio osmótico, modificando la expresión de porinas de membrana; CpxRA actúa ante el estrés 

del ambiente, como modificaciones de pH, regulando la expresión de proteínas de degradación, 

plegamiento y unión; RscCDB se asocia al estrés del ambiente y la sobreexpresión de proteínas del 

periplasma (Clarke y Voigt, 2011).  

El sistema CpxRA está compuesto por CpxA, una histidina cinasa de membrana interna, y CpxR, un 

regulador citoplasmático 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 regulación negativa de distintas proteínas, una de ellas BFP, lo cual da lugar a la 

disminución de la autoagregación (Figura 4) de EPEC (Vogt et al., 2010). Lo anterior se confirmó al 

utilizar una cepa mutada en el dominio de CpxA con lo que se genera un efecto de señalización de 

estrés constante y se observó la modificación en la expresión de distintas proteínas de BFP y 

fenotípicamente la disminución del índice de autoagregación. 

Efecto de 0.8mg/ml de LacNAc-BSA en la autoagregación de diferentes cepas. Las barras de 

error representan desviación estándar, ** P< 0.001, n=3. Fuente: Humphries et al., 2010 
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Figura 4. Efecto de la activación de Cpx sobre BFP y la autoagregación 

 

 

 

Adherencia inicial y filamentos EspA 

Los filamentos EspA son estructuras proteicas del TTSS, éstos son monómeros de la proteína EspA 

de 25kDa, su principal función dentro del SSTT es la de generar conductos para conectar a EPEC 

con la célula eucarionte, así mismo se ha reconocido la participación de estas proteínas en la 

adherencia inicial (Cleary et al., 2004). La adherencia relacionada con EspA (Figura 4) es más débil 

que la descrita para BFP, pero participa en el proceso de adherencia de EPEC. 

 

 

 

 

Inhibición de la formación de BFP por cpxA24. A. Análisis por Western blot de la expresión de proteínas 

de BFP en la cepa silvestre y cpxA24. (NSB banda inespecífica). B. Índice de autoagregación (*diferencia 

significativa P<0.0001, n=3). Fuente: Vogt et al., 2010 
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Figura 5. Adherencia mediada por EspA 

 

 

 

 

La relación 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 

expresión de varias proteínas del TTSS, entre las que se encuentra EspA, al ocupar una cepa que 

sobre-expresa CpxR (E2348/69 pUC-19cpxR) se disminuye drásticamente la expresión de varias de 

las proteínas del TTSS, entre las que se encuentra EspA (Figura 6). 

 

Figura 6. Modificación de la expresión de EspA por CpxR 

 

 

 

Imágenes de microscopia confocal de la cepa UMD886 (bfpA- espaA+ eae-) infectando células Caco-2. A. 

Adherencia escasa de bacterias después de tres horas de incubación (bacterias en color rojo por ioduro 

de propidio). B. Aumento de la adhesión 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 5μ. Fuente: Cleary et al., 2004 

Western blot para conocer la expresión de diversas proteínas en distintas cepas. A. Expresión de 

proteínas; 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 
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Adherencia inicial y flagelo 

Con respecto a la adherencia inicial y su relación con el flagelo, Girón et al. (2002) refieren que la 

deleción del gen de la proteína estructural del flagelo (fliC), conocida como flagelina, disminuye la 

autoagregación, además señalan que dicha deleción también evita la expresión de bfpA. Sin 

embargo, al reconstituir fliC se observa que parte de la adherencia se restaura, aunque no se da la 

expresión correcta de BFP (Figura 7). Por lo anterior concluyen que el flagelo funcional participa en 

la adherencia inicial de EPEC.    

 
Figura 7. Adherencia mediada por fliC 

 

 

Raivio et al. (2013) demostraron que la activación de CpxRA regula la expresión de diversos genes. 

Al respecto, refiere la disminución de la expresión del operon maestro del flagelo (flhDC) lo que 

disminuye la expresión de fliC, lo anterior se concluyó de forma indirecta al observar diminución 

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, situación 

que se ha convertido en la actualidad en un problema de salud pública. La mortalidad asociada a la 

diarrea ha disminuido en forma importante, principalmente porque el manejo de las diarreas es 

simple, ya que sólo 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 niños, hace que las diarreas continúen representando un 

problema importante de salud pública. Por lo antes mencionado es que se ha incrementado el 

interés de la comunidad científica por encontrar tratamientos alternos para el control de estas 

infecciones. Entre las características principales que deben tener dichos tratamientos es que sean 

específicos y que su aplicación no dañe a la microbiota normal del individuo.  

Adherencia de EPEC en células HeLa. E2348/69; fliC -; fliC - (pFliC); bfpA-. Fuente: Girón, 2002  
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Si se considera que un aspecto relevante en la patogénesis de las bacterias es la colonización de 

los epitelios, una alternativa para su control sería inhibir la adherencia. Sin embargo, para dicho 

propósito se tendrían que bloquear los receptores celulares con los que interaccionan las 

adhesinas, desafortunadamente al bloquearlos además de inhibir la adherencia de la bacteria se 

puede alterar el funcionamiento normal de la célula. Ante tales dificultades se debe considerar la 

búsqueda 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 atraído por el suelo, tal hecho se atribuyó a los clavos de sus zapatos y la 

punta de su bastón. El pastor removió la tierra para buscar la razón de dicha atracción y fue así 

que encontró que una piedra conocida en la actualidad como Magnetita, era la responsable del 

efecto atrayente sobre los materiales metálicos que portaba el pastor (Rodríguez, 2004). La 

actividad de estos compuestos, no solo se han utilizado para atraer metales, los chinos la 

emplearon en la elaboración de la brújula (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 fenómeno de generar fuerzas de atracción o repulsión 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 inducción 

magnética. Para establecer la presencia y magnitud de un campo magnético, se considera la 

interacción que éste produce sobre una partícula puntual con un valor de carga eléctrica (q) y que 

se desplaza a cierta velocidad (v). Presentando el efecto de esta interacción por el vector fuerza (F) 

sobre la partícula cargada, se tiene experimentalmente que es una cantidad vectorial cuya 

dirección es perpendicular tanto al vector velocidad como al campo B. La ecuación que mejor 

describe esta interacción y que establece el valor de la magnitud de este vector es: 

F= q(v x B) 

Donde F y B son magnitudes vectoriales para la fuerzo (newton) y la inducción magnética (Tesla), 

cuando la velocidad tiene unidades de m/s y la carga coulombios. Debe notarse que entre v y B 

existe un producto vectorial (x) que el vector resultante es simultáneamente perpendicular a v y a 

B. 
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En el caso de las partículas con carga, un campo magnético asociado con su movimiento, también 

vendrá acompañado por un campo eléctrico y la suma de la fuerza de estos dos campos es la 

fuerza de Lorenz descrita como: 

ΣF = qE + q(v x B) 

Donde qE es la fuerza eléctrica que está dada por el producto directo de q y el campo eléctrico (E). 

Para describir las características de un campo magnético existen las siguientes leyes: 

• Ley de Biot Savart, describe que el campo magnético en la vecindad de un conductor 

portador de una corriente (I) y está en función del valor de dicha corriente y de las 

magnitudes de los vectores asociados con la dirección de la corriente (positiva) y el vector 

unitario de posición, dirigido desde un elemento diferencial del conductor y hasta el punto 

P en el que se desea estimar el valor del campo de inducción magnética. 

Carga puntual     Campo total 

           δB = µ0   I(δs x ř)         B = µ0 I    ʃ   δs x ř 

4π      r2                                     4π           r2 

 

µ0 = Permeabilidad del especio libre 4π x 10 -7 Tm/A. 

δs = Elemento de longitud del conductor, con dirección asociada a la de la corriente. 

ř = vector unitario desde δs al punto de interés. 

r = distancia de δs al punto de interés. 

y el valor de la integral debe considerar la longitud total del conductor.   

 

• 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 I (ds), será igual al producto de la corriente y la permeabilidad magnética del 

vacío.   

ᶋ B • δs = µ0 I 

Figura 8. Campo magnético 

θ 
q 

v 

B 

F 
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• La ley 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 líneas 

que entran salen de la misma superficie. 

ᶋ B • δA = 0 

donde dA representa un vector de superficie, perpendicular a un elemento de área en el 

contorno de la superficie.   

• Ley de Faraday, señala que el valor de la fuerza electromotriz (fem, ε) se induce a partir de 

los cambios de flujo magnético (ɸB) en el tiempo. 

ε = - δ ɸB 

         δt 

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 características mismas de la corriente, en lo que refiere a intensidad y dirección 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 aquí 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 samarioSegún 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 interacción 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 líneas de campo magnético. En general, la magnetización 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 característica que se denomina temperatura de Curie. En general, el 

magnetismo de los materiales es un fenómeno colectivo que es mejor entendido desde la 

perspectiva de la termodinámica estadística de los sólidos. Como principales contribuyentes en la 

formación de los momentos magnéticos individuales, se tiene el movimiento orbital de los 

electrones (momento angular orbital) y el momento angular de espín. De estos se origina el 

momento magnético orbital y el momento magnético de espín, ambos están cuantizados y el de 
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mayor magnitud es el de espín. Cada una de estas dos contribuciones debe considerarse en 

interacción con la otra, para producir un momento angular total; a este momento angular total es 

posible asociar un momento magnético total. En general, la magnetización de una substancia 

depende importantemente de la temperatura de manera inversa; cuando los sólidos están en baja 

temperatura los materiales ceden ante la interacción de ordenamiento, mientas que si la 

temperatura es elevada, la agitación térmica impide el establecimiento de un orden magnético 

que se extienda por todo el sólido. Por encima de la temperatura de Curie, los materiales no 

pueden retener su magnetización y una vez que se consigue esta, la magnetización se pierde.  

Los sólidos ferromagnéticos son aquellos que aún en ausencia de un campo magnético externo 

ellos presentan orientación neta en su magnetización.  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 orientación 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 más importantes 

presentan una estructura de espinela, donde la existencia de estados de oxidación mezclados de 

los cationes implicados les confiere una complejidad adicional.  

Un auxiliar gráfico para el estudio de los materiales “con campo” (principalmente eléctrico o 

magnético) son las líneas de campo. El campo magnético de un imán se representa por dos polos, 

el polo norte magnético se considera como una fuente de líneas de campo al exterior del mismo; 

éstas, en el vacío, se dirigirán hacia el polo sur magnético. La interacción entre estos polos es 

atractiva cuando la polaridad es opuesta, y repulsiva cuando son iguales. La magnitud de la 

interacción es, como en el caso eléctrico, inversamente proporcional al cuadrado de la distancia 

que separa a dichos polos. Una representación de estas líneas de campo puede verse en la figura 

9. 

 

Figura 9. Campo magnético de un imán. 

Sí se colocan dos imanes se puede sentir la atracción o repulsión de ellos, dependiendo de las 

polaridades que estén más 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 

producirá entre ellos un campo magnético que es de buena homogeneidad (dirección y magnitud); 
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si por el contrario, los polos fueran opuestos, el campo en el interior entre ellos, quedará 

prácticamente 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 dirección 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 líneas 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/m2 y 1 Gauss = 1 Maxwell / cm2; y la relación 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 biológica ante el campo magnético 

Estudios relevantes que relacionan el campo magnético con la biología se han dado desde hace ya 

varios años, entre ellos se encuentra el trabajo desarrollado por el Dr. Karl von Frisch premio nobel 

de medicina en 1973, quien estudió la orientación de las abejas por medio de campos magnéticos. 

Poco tiempo después en 1975 Richard P. Blakmore reportó 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 interacción de un campo magnético con la materia viva se 

mencionan: 

• Atracción / repulsión de iones o moléculas cargadas. 

• Concentración de material con hierro o ferromagnéticos. 

• Modificaciones en la polarización de las membranas (diferencia de cargas dentro y fuera 

de éstas). 

• Modificaciones en la capacidad de movimiento dentro de la célula debido a las 

alteraciones del movimiento Browniano. 

Además, se ha demostrado un efecto sobre la reacción enzimática, la interacción de oxigeno con 

otras moléculas, incremento en ácidos nucleicos, modificación de estructuras de colágena 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 acción de campos magnéticos AC sobre diferentes 

organismos, tejidos y líneas 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 líneas celulares, en éstos se ha observado la inducción de 

cambios estructurales (Xu et al., 2008; Pagliaria et al., 2005; Chionna, et al., 2003; Kroupavá et al., 

2007), interiorización de Ca (Chionna et al., 2005), modificación de la membrana celular (Chionna 

et al. 2005) e incluso la inducción 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 mayoría de dichos estudios no existe 

una constante de los datos relacionados con la intensidad de campo y el tiempo de exposición, 

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 líneas 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 interacción de éstos con las bacterias en cultivo son diversos. Entre los 

efectos observados se refieren modificaciones en la proliferación, alteraciones sobre la pared 

celular, en la estructura de proteínas, en la actividad de enzimas, en la expresión de genes y en la 

resistencia a los antimicrobianos. Existen diversos trabajos que refieren la acción de campos 

magnéticos AC, aunque, también se ha estudiado el efecto de campos magnéticos DC, esto ha sido 

con menor frecuencia. 

Analizando la bibliografía encontramos algunos reportes de trabajos que han utilizado campos 

magnéticos AC en bacterias. Okuno et al. (1993) emplearon tiempos de exposición 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 estímulo solo fue entre las 20 y 32 horas. 

También ha sido observado que la exposición a tiempos cortos disminuye el crecimiento, al 

respecto Fojt et al. (2004) reportaron que una carga de 10mT aplicada en la fase logarítmica por 5 

minutos disminuye aproximadamente entre un 10% y 20% el crecimiento de E. coli.  

En bacterias no sólo se han estudiado las modificaciones con respecto al crecimiento, también se 

ha analizado el efecto de los campos magnéticos AC sobre proteínas 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 proteína de E. coli. También se ha 

observado que campos de 5.2 – 6.1 T modifican la actividad de enzimas como la β-galactosidasa 

(Tsuchiya et al., 1999). En otro estudio se identificó 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 plásmido (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 

disminución, 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 sufría 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 exposición y la magnitud del campo; 

siguiendo con la modificaciones, en la membrana se observó una respuesta con respecto a la 

presencia de un campo magnético DC y AC, y esto ha sugerido que tiene relación con otros 

cambios que se han identificado, como son el incremento de la resistencia a la penicilina, tal 

observación se identificó 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 cómo 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 imán, 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 interacción hospedero – parásito 

Ensayos realizados por Kimura et al. (1994) mostraron que la exposición 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 osmótico después de la exposición de dicho campo 

magnético, se observa disminución 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 están 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 

infección de vías urinarias, observaron resultados similares a los de su estudio anterior, sin 

embargo, cuando la intensidad del campo magnético era más pequeña se observó disminución en 

la adherencia de la bacteria a las células HeLa. 
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Justificación 
Las diarreas representan un importante problema de salud pública, cada año se reportan en el 

mundo cerca de 2 billones de casos de diarrea infecciosa, principalmente en los países 

subdesarrollados. Es en estos países en los que la enfermedad suele ser causa importante de 

morbilidad en todas las edades y de mortalidad en lactantes y niños pequeños. En el mundo 

industrializado, los lactantes y niños pequeños tienen menos episodios de diarrea, siendo la mayor 

parte de ellos leves. En adultos son menos frecuentes, salvo en epidemias específicas o en brotes 

con un origen común debido a alimentos o agua contaminados. Sin embargo, algunos viajeros han 

experimentado, al visitar países en vías 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 país visitado. Aunque la 

etiología del padecimiento es diversa, las bacterias y en particular E. coli se consideran entre los 

más 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 número 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 

colonización 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 patógeno asociado a un problema de 

salud pública. En el estudio proponemos analizar el efecto de campos magnéticos sobre dos 

eventos que participan en la colonización del microorganismo al hospedero, la adherencia y la 

autoagregación.  

 
Pregunta de investigación 
¿Qué alteraciones en el fenómeno de adherencia y en particular en la autoagregación de E. coli 

cepa E2348/69 induce un campo magnético producido por un imán en un intervalo de 50 a 400mT 

por una exposición entre 5 y 45 minutos? 

Hipótesis 
La aplicación de campos magnéticos sobre cultivos de EPEC cepa E2348/69, que causa enfermedad 

en humanos, modificará la capacidad de adherencia y autoagregación de la bacteria. 

Objetivos 
Objetivo general 

Conocer el efecto del campo magnético producido por un imán sobre la autoagregación y 

adherencia de EPEC E2348/69. 

Objetivos específicos 

• Conocer el efecto de diferentes magnitudes de campo magnético y durante diferentes 

tiempos de exposición sobre la autoagregación. 
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• Conocer el efecto en la viabilidad de diferentes magnitudes de campo magnético 

durante 30 minutos de exposición de la cepa EPEC E2348/69, previo a la evaluación 

del crecimiento durante tres horas por medición de su masa y en la capacidad de 

formar unidades de colonias.  

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

• Conocer si el efecto se relaciona con alteración de la estructura bacteriana. 

• Proponer cuál o cuáles pudieran ser los eventos involucrados en la alteración del la 

autoagregación. 

 

Metodología 
De forma general se evaluó en función de los objetivos el efecto del campo magnético DC en la 

autoagregación de la cepa EPEC E2348/69 a diferentes magnitudes y por diferentes tiempos de 

exposición, así como en otras cepas modificadas para confirmar los posibles mecanismos 

involucrados. También se evaluó 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) 

 

Diagrama 1. Metodología general 

Procedimientos generales. 

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

- Evaluación de la autoagregación de E2348/69 en el medio de cultivo del ensayo de 

adherencia (MEM) con y sin tratamiento con diferentes campos magnéticos por diferentes 

intervalos de tiempo. 

- Evaluación de la autoagregación en cepas mutadas en TTSS de E2348/69 y sin BFP. 

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

- Evaluación 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. 

- Evaluación 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 morfología de la estructura externa de E2348/69. 

- Observación por microscopia electrónica. 

- Evaluación de la permeabilidad de la membrana. 

Cepas utilizadas en el estudio 

EPEC E2348/69, JPEP30 (EPEC E2348/69 sin pEAF - StpR), escN (EPEC E2348/69 sin el 

componente de la ATPasa del TTSS– StpR), escN + pAEscN (escN complementada – StpR KanR), 

donadas por la Dra. Bertha González Pedrajo. La cepa E. coli HB101 (no agregativa, no adherente), 

donada por el Dr. Armando Navarro, se usó como control negativo. Los genotipos de las cepas se 

corroboraron por PCR con la amplificación de los genes eaeA y bfpA. 

 

Obtención de DNA y PCR 

Muestras del cultivo de bacterias se mezclaron con 1ml de agua desionizada en tubo eppendorf el 

cual se colocó 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 reacción para PCR  

Marca Mezcla de reacción Volumen 

Vivantis USA Buffer 2.5 µl 

Vivantis USA MaCl 0.75 µl 

Fermentas USA dNTPS 0.5 µl 

Sigma-Aldrich USA TX Primers 1.25 µl c/u 

Vivantis USA Taq 0.1 µl 

 H2O 16.65 µl 

 DNA 2 µl 

Volumen final de reacción. 25 µl 

                                     

Iniciadores empleados para la amplificación de eaeA y bfpA 

Gen Secuencia (López et 

al., 2003) 

Producto esperado 

eaeA     F gacccggcacaagcataagc 384 

              R ccacctgcagcaacaagagg  

bfpA     F aatggtgcttgcgcttgctgc 324 

              R gccgctttatccaacctggta  

 

 

 

 



21 

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

95˚C          95˚C 
1min         1min 
                                                                               72˚C                           72˚C 
                                                                               1min                          10min 
 
 
                                                      55˚C 
                                                    1min 
 
 
                                                                                                                                                   4˚C 
                                                                           30X                                                                 ∞  
 
Una vez que se tuvo la amplificación los productos se analizaron por electroforesis en un gel de 

agarosa (1%), la electroforesis se realizó en una cámara (BioRad) a 100 Volts durante 35 minutos. 

Las bandas fueron reveladas con solución de bromuro de etidio (0.02% en agua) y se observó en 

un transiluminador UV (Benchtop). 

Determinación de la magnitud de campo magnético 

Las magnitudes de los campos magnéticos utilizados se definieron al realizar tres mediciones en 

distintos días en las mismas condiciones, en el área entre los dos imanes se realizó una cuadricula 

con una separación de 0.5 cm tanto de forma vertical como horizontal, en cada uno de los puntos 

de intersección 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, así como 

la desviación estándar.  

Tratamiento por campo magnético 

El tratamiento por campos magnéticos consistió en colocar la muestra en la caja de cultivo (Nunc 

cell, USA) con pozos entre un par de imanes (de ferrita BaF12O19 ó neodimio Nd2Fe14B), donde el 

campo magnético que se generó 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 37ºC por un lapso de dos 

horas y media para completar tres horas de duración del experimento. Pasado el periodo las 

muestras se sacaron de la incubadora y se procesaron. 
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Figura 10. Producción de campos magnéticos. 

 

 

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 

realizó un cultivo de la bacteria en medio MEM preacondicionado. El día previo al ensayo se creció 

la bacteria por 18 horas a 37ºC sin agitación en caldo triptona al 1% con D-manosa al 1%, 

concluido el periodo de incubación se centrifugó por 5 minutos a 10,000 rpm (Centrifuge 5415C 
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eppendorf país), se retiró el sobrenadante, se suspendió en PBS 1x y se volvió a centrifugar, el 

paquete de bacterias suspendió en PBS 1x y se ajustó al 1 de la escala de Mc. Farland que 

corresponde a 3x108 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 inóculo 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 37ºC. A partir del momento en que 

se colocó el inóculo de bacterias y hasta el final del ensayo (3 horas), se tomaron muestras cada 

hora a las cuales se les midió la densidad óptica (DO) a 600 nm en el espectrofotómetro (Genesys 

2 Spectronic). Para conocer el número de UFC’s alícuotas 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 incubación se realizó la cuenta de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) por mL.     

 

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

Ensayo de autoagregación 

Para conocer el efecto del tratamiento con campos magnéticos de diferente intensidad y a 

diferentes tiempos de exposición sobre la autoagregación de EPEC E2348/69 se utilizó el 

procedimiento descrito por Anantha et al. (1998) con pequeñas modificaciones. La bacteria se 
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creció durante 18 horas a 37°C en caldo triptona con D-manosa; el cultivo obtenido se centrifugó 5 

minutos a 10,000 rpm (5415C Eppendorf), se retiró el sobrenadante y se lavó 2 veces con PBS, 

después del segundo lavado con PBS se ajustó el inóculo al tubo uno del nefelómetro de Mc 

Farland, se preparó un pozo o caja petri con medio MEM al 1% de D-manosa, se colocó el 

antibiótico que le correspondiera a la cepa en caso de ser necesario (según lo indicado en el 

apartado de cepas utilizadas en el estudio) y se inoculó la bacteria en una relación 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 37ºC, pasadas 3 horas se 

retiraron de la incubadora y se les midió la DO a 600 nm se recuperó la muestra en un tubo 

eppendorf estéril y se le agitó en vórtex por 30 segundos y se le volvió a medir la DO a 600 nm a 

cada tubo, se tomó la primera lectura como el 100% y en función de eso se evaluó el índice de 

autoagregación como el aumento en la DO. 

En una primera etapa fueron evaluadas las siquientes magnitudes 53.6 mT, 106.7 mT ó 399.8 mT 

por tiempos de 5, 10, 15, 30 o 45 minutos, para lo cual solo se utilizó 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. 
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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 utilizó el método reportado por Cravioto et al. (1979) con algunas modificaciones. Se realizó un 

cultivo de la bacteria incubando 18 horas a 37ºC sin agitación en caldo triptona al 1% con D-

manosa al 1%. Al concluir el lapso se centrifugó a 10,000 rpm por 5 minutos, se retiró el 

sobrenadante, el paquete de bacterias se suspendió en PBS (pH 7.2) estéril y se volvió a 

centrifugar, el paquete de bacterias suspendió nuevamente en PBS estéril y se ajustó la 

concentración 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 experimentación (4-well Multi-Dish plates Nunco), que en cada 
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pozo contenía una lenteja de vidrio al fondo de cada pozo, las células se ajustaron 500,000 por 

pozo y se incubaron a 37°C en cámara de CO2 (5%) en ambiente húmedo. Al día siguiente se 

analizaron las placas para evaluar confluencia y viabilidad de las células. Se eliminó el medio MEM 

y se colocaron a cada pozo 450 µl de MEM con D-manosa (1%) sin suero y sin antibióticos. A cada 

uno de los pozos se les agregó 50 µl 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 aplicó un 

imán 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 incubación las placas se sacaron se retiró el medio de los pozos, se lavaron 

con PBS 2 veces, después del último lavado las células se fijaron adicionando a los pozos 0.5 ml de 

metanol por 1 minuto, se tiñó con colorante Giemsa por un lapso de 10 minutos, se retiró el 

colorante y se lavó con agua destilada estéril hasta quitar el exceso de colorante. Se retiró el PBS y 

las lentejas se colocaron sobre un portaobjetos adhiriéndolos con Bálsamo de Canadá, se dejó 

secar y se observaron al microscopio las laminillas. 

Ensayo de modificación sobre la estructura externa de E2348/69 

Para evaluar el efecto del tratamiento con un campo magnético sobre la morfología de la bacteria, 

después de un tratamiento similar al anteriormente descrito los cultivos se analizaron por 

microscopía electrónica de transmisión.  
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Diagrama 5. Ensayo de microscopía electrónica de transmisión, 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 y sin el 

se ocuparon tomando una alícuota de 10 μl después de los 30 minutos de exposición y a las 3 

horas. Estas muestras se colocaron sobre la rejilla para microscopia correspondiente y se dejó 

secar por 10 minutos a temperatura ambiente, se recogió el exceso de medio y se le agregó a cada 

muestra 5 μl 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 electrónico Libra 

120 (Zeiss).  
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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-agregación con la diferencia de que al 

terminar la exposición al campo magnético las muestras se trataron con yoduro de propidio a una 

concentración de 1μl/ml del stock a una concentración de 10 mg/ml. Las muestras se incubaron 

por 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Para el control positivo de permeabilidad 

se utilizó una alícuota de la cepa E2348/69 tratada de la misma manera, sin exposición al campo 

magnético pero tratada durante cinco minutos con 0.1% de tritón (100X). La muestra se lavó con 

PBS y se suspendió con RNAsa (20mg/ml) diluida 1:5000, y posteriormente se le agregó el yoduro 

de propidio en las mismas condiciones que al resto de las muestras. Las imágenes y el conteo de 

las células se realizaron con Citometro de flujo (ImageStream Mark II Amnis), los datos para 

obtener los resultados se analizaron con el software IDEAS.   

Análisis estadístico 

Se utilizó el programa Origin Pro (Origin Lab) para obtener los análisis estadísticos de desviación 

estándar, líneas de tendencia, ajuste de las curvas, ANOVA de dos vías y error estándar.  

Resultados 

Caracterización de las cepas evaluadas en el estudio 

Detección de genes en cepas control. 

Los genes eaeA (384pb) y bfpA (324pb) fueron amplificados por las cepas de estudio. Para el gen 

eaeA se observó que sólo 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  

 

 

 

 

La presencia del gen bfpA en los resultados de PCR confirma que se encuentra presente en las 

cepas, con excepción de JPEP30 y HB101, tal como se esperaba (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12.  Productos de PCR de bfpA 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 escN, 5 escN + 
pAEscN, 6 HB101. 

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 escN, 5 escN + 
pAEscN, 6 HB101. 

1   2   3   4    5    6 

564 

125 

324 

1   2   3   4   5   6 

564 

125 

384 
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Campos magnéticos 

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

y su desviación estándar muestran que en el centro de las áreas se tiene un campo homogéneo. 

 
Gráfica 1. Distribución de las magnitudes de los diferentes campos magnéticos 

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

separación) Desviación estándar del área en el título. 
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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 implementó 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 óptica y de UFC (Figura 4 A y B) se observó 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. 

 
Gráfica 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 exposición de 30 minutos y en dos diferentes medios de 

cultivo. Las barras de error presentan el error estándar de tres ensayos. 

Efecto del tratamiento con diferentes magnitudes de campo magnético en la autoagregación de 

E2348/69 

Se analizó el índice de autoagregación (AI) en diferentes tiempos e intensidad de los campos 

magnéticos. Para estandarizar las condiciones se utilizó inicialmente la cepa de referencia (Figura 

2), en ésta se observa que con la intensidad de 53.6 mT no se afecta la autoagregación durante el 

tiempo que duró el ensayo. Con relación 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 índice de autoagregación por 

abajo del 2% que es el que se obtiene con la cepa HB101 que es el control negativo. En la parte 

superior, la línea continua es el valor de la cepa silvestre sin el tratamiento con campo magnético.    

A B 
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Gráfica 3.Efecto sobre la inhibición de la Autoagregación inducida por campos magnéticos 

El tratamiento con dos de los campos magnéticos evaluados disminuyó el índice de 

autoagregación por debajo de los resultados obtenidos con la cepa HB101 utilizada como control 

negativo. Las barras de desviación estándar representan los datos de tres ensayos. 

Para definir el o los componentes de EPEC que pudieran estar involucrados con la inhibición de la 
autoagregación inducida por los campos magnéticos, se realizó un ensayo con las cepas EPEC 

E2348/69, JPEP30 (pEAF -), escN (componente de la ATPasa del sistema de secreción tipo tres) 

yescN + pAEscN (escN complementada). Los resultados obtenidos mostraron que las cepas 

escN y su complementada mostraron un comportamiento similar al obtenido con la cepa 
silvestre. Sin embargo, la cepa JPEP30 que carece del plásmido EAF involucrado en la expresión de 
BFP no muestra autoagregación, incluso sin tratamiento con el campo magnético (Figura 3).  
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Gráfica 4. Efecto del campo magnético en la autoagregación de distintas cepas de E. coli 

Las cepas utilizadas fueron HB101 como control, EPEC E2348/69, una cepa sin el plásmido EAF 

(JPEP30), una mutante en el componente de la ATPasa del sistema de secreción tipo tres (escN ) 

y la reconstituida de la misma pAEscN. Los ensayos de autoagregación para las diferentes cepas 

con o sin un tratamiento con un campo magnético (106.7 mT) con tiempo de exposición de 30 

minutos. Las barras de error representan la desviación estándar 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 evaluó la adherencia de EPEC en células HeLa refieren cambios en el 

perfil de adherencia debido a la acción de un campo magnético (Saito et al., 1997a y b), dicho 

ensayo se realizó utilizando exposición a un campo magnético DC de 450mT. En nuestro estudio se 

empleó un campo magnético DC menor (106.7 mT) que se obtienen con imanes comerciales. Los 

resultados obtenidos mostraron modificación del patrón de adherencia localizada (Figura 19 A) 

después de la exposición al campo magnético, con la formación de acúmulos dispersos de 

bacterias, en lugar de microcolonias bien definidas (Figura 19 B). Esto como resultado de la única 

variable que se modificó que fue el campo magnético.  
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Figura 13. Ensayo de adherencia en células HEp-2. 

Se observa un cambio del patrón de adherencia localizada (A cepa sin tratar) a un patrón no 

definido (B cepa tratada) en el que las bacterias se dispersan sobre la superficie de la preparación). 

Objetivo 100X. Fotos representativas de tres experimentos independientes por duplicado.  

 

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

Se analizó el efecto sobre EPEC E2348/69 de un campo magnético de 107 mT por microscopía 

electrónica de transmisión, para conocer si se inducían alteraciones visibles en la estructura que 

estuviesen contribuyendo a la inhibición de la autoagregación y en la adherencia. Como 

complemento para evaluar el daño potencial del tratamiento con el campo magnético se analizó si 

la permeabilidad de la membrana se modificaba. 

 

Microscopía electrónica de Transmisión  

Las imágenes de la microscopía 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 A y 

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 morfología normal en 90% de 229 

bacterias (Figura 14 E y F). 
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Tiempo E 2348/69 control E 2348/69 tratadas con  un campo magnético

30 min

3 hrs

 
Figura 14. Microscopía electrónica de transmisión de EPEC E2348/69 sometida a un campo 

magnético. 

A y B Control a los 30 minutos de EPEC no tratadas; C y 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 la 

permeabilidad de EPEC se utilizó 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 sólo 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.  

 
Análisis de resultados 
EPEC es uno de los patógenos bacterianos importantes responsables de la diarrea en niños a nivel 

mundial, su patogénesis está caracterizada por eventos de adherencia inicial mediada por fimbrias 

y adherencia íntima relacionada con el sistema de secreción tipo III. Un aspecto relevante de las 

diarreas es el impacto que tienen sobre el desarrollo y crecimiento de los niños, aunque la 

mortalidad por el padecimiento ha disminuido considerablemente por el empleo de la 

rehidratación oral, continúa siendo un padecimiento con elevada morbilidad que representa un 

importante problema de salud pública. Ante esto surge la necesidad de buscar alternativas para su 

tratamiento y control, el tratamiento con antimicrobianos está contraindicado y a la fecha no 

existen vacunas que prevengan la colonización del intestino por EPEC. 

Desde hace varios años 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 

A B C D 

H G E F 
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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 podrían ser útiles para el control de las diarreas.  

En este trabajo se evaluó el efecto de diferentes campos magnéticos sobre diferentes propiedades 

relacionadas con la patogenicidad de E. coli enteropatógena 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 logró generar intensidades desde 93 mT hasta 399 

mT. Con estos resultados se decidió analizar el efecto de la magnitud del campo y el tiempo sobre 

una de las propiedades EPEC relacionadas con su patogénesis, la autoagregación. En este ensayo 

se observó que entre mayor era la magnitud del campo magnético, la capacidad de 

autoagregación de EPEC disminuía; sin embargo, esto no se da en una relación lineal ya que EPEC 

como todos los organismos vivos presenta un límite. Con respecto al tiempo se observó un 

comportamiento similar, es decir, a mayor tiempo de exposición menor autoagregación, con una 

relación no lineal. Por lo antes referido es que se decidió continuar el estudio utilizando solo una 

magnitud de campo magnético (106.7 mT), con una exposición de 30 minutos, ya que bajo estas 

condiciones la autoagregación de la cepa E2348/69 se abatía, 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 evaluó la viabilidad de EPEC E2348/69 con 

magnitudes de campo magnético similares a las condiciones que presentaron la disminución de la 

autoagregación. Los resultados de crecimiento de EPEC después del tratamiento con campos 

magnéticos indicaban que la inhibición de la autoagregación 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.     

Girón, et al. (1993), mostraron la participación de BFP en la adherencia y autoagregación de EPEC. 

Utilizando la autoagregación 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 

utilizó como control de no autoagregación 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 autoagregación similar al de la cepa HB101. En este ensayo se 

observó que el tratamiento con los campos magnéticos no modifica el comportamiento de la cepa 

JPEP30, ya que el ensayo con y sin exposición a los campos magnéticos dio el mismo resultado de 

no autoagregación.  Otro elemento importante en la patogénesis de EPEC lo constituye el TTSS, 

que participa en la adherencia intima de EPEC. El TTSS está 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 utilizó la cepa EPEC ΔescN a la cual se 

mutó el gene de la ATPasa relacionado con la translocación de los efectores de EPEC a la célula 

hospedera (Andrade, 2007); asimismo, se usó también la cepa EPEC ΔescN complementada con el 
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plásmido pAEscN, el cual expresa el gen previamente mutado. Los resultados del AI reflejan que al 

no tener el estímulo de los imanes y con el estímulo se comportan de forma similar a los AI 

obtenidos con la cepa EPEC E2348/69, lo anterior confirma que la alteración inducida por los 

imanes ¿se debe a probables cambios relacionados con BFP y no afecta componentes expresados 

por LEE.  

En el estudio se analizó además el efecto del tratamiento con campos magnéticos sobre la 

adherencia a células HEp-2 de EPEC E2348/69. Los resultados obtenidos mostraron la modificación 

en el patrón de adherencia localizada, generando un fenotipo de adherencia difuso con dispersión 

de las bacterias.  Esta observación coincide con lo reportado por Saito et al. (1997a; b), quienes 

describen un patrón de adherencia difusa en una cepa EPEC que fue sometida a un campo 

magnético. Humphries et al. (2010), para reafirmar el patrón que permite el plásmido EAF, 

utilizaron una cepa EAF- en ensayos de adherencia y observaron pérdida del fenotipo de 

adherencia localizada, esta observación en conjunto con los referido previamente por Girón, et al. 

(1993), apoyan el efecto de los imanes sobre BFP y su participación en la adherencia y 

autoagregación de EPEC.  

Un estudio previo realizado por Ji et al. (2009) refiere que el tratamiento de una cepa de E. coli no 

patógena con un campo magnético DC de 450 mT produjo modificaciones en la superficie de la 

bacteria ocasionando la ruptura en los límites de la misma. Para saber sí esto pudiera tener alguna 

relación 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 autoagregación y la adherencia de EPEC E2348/69 

pudieran relacionarse con daño sobre la estructura de la bacteria, se realizó la observación por 

medio de microscopía electrónica de transmisión de muestras de un ensayo de autoagregación. 

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 inhibición de la autoagregación no 

depende de modificaciones estructurales de EPEC. 

Para confirmar que no existe daño y que la integridad de la superficie de EPEC se mantiene, se 

realizó un ensayo para evaluar la permeabilidad de la membrana.  Siguiendo el procedimiento 

descrito por Nguyen et al. (2015), se analizó la permeabilidad al yoduro de propidio y se observó 

que el porcentaje de fluorescencia en las células tratadas no tenía 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 

daño estructural.  
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Los resultados obtenidos en nuestro trabajo experimental permiten reconocer que, aunque existe 

modificación 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 autoagregación 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 regulación de la bacteria para responder ante 

estímulos 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 señalización 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 

proteína reguladora de la respuesta; y CpxP, proteína accesoria de regulación que se encuentra en 

el espacio periplásmico. Cpx es un mecanismo que regula la expresión de diversas proteínas 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 colonización de EPEC a las células del hospedero los niveles de actividad de 

Cpx disminuyen, lo que promueve la síntesis de BFP, la autoagregación y la adherencia íntima. 

Cuando EPEC reconoce una situación de estrés, la actividad de Cpx aumenta, lo cual inhibe la 

expresión de estructuras de superficie como BFP, el flagelo y SSTT reprimiendo su transcripción 

(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 señalizando 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 proteínas de E. coli. La respuesta de activación de señales 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 expresión de genes de 

E. coli. Por lo cual podemos suponer que el campo genera una condición que es reconocida por 

EPEC y genera una o más señales de cambio, lo cual es interpretado por la cepa como señales de 

alerta ante la modificación del medio. 

Aunque los resultados de otros autores dan soporte a la hipótesis 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 relación a la expresión de BFP, 

TTSS o flagelo, que son las estructuras involucradas en los eventos de adherencia y esfacelamiento 

en el daño 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 autoagregación ya que, a mayor magnitud de campo, menor autoagregación. 

El tiempo de exposición a los campos magnéticos también tiene una relación inversa: a mayor 

tiempo de exposición menor autoagregación, con límite a los 30 minutos. 

La exposición 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 disminución de la autoagregación 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 modificación 

que sugiere la activación de sistemas de respuesta como los de estrés, lo que puede modificar la 

expresión de BFP y otros factores relacionados con la patogenicidad de EPEC.  
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Anexo 1. Soluciones, medios y gel.  

MEM (Medio Mínimo 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 0.22µm Millipore y se deja 

a prueba de esterilidad por 24 horas en la incubadora de CO2. Se conserva en refrigeración 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 filtración y se deja a prueba de esterilidad. 

Se conserva en refrigeración 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 guardó dicho 

medio que contiene metabolitos que secretan las células HEp-2. Se conserva en refrigeración 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 filtración y se deja a prueba de esterilidad. 

Se conserva en refrigeración en frasco cerrado. 

 

PBS 

Para 1 litro de agua destilada. 

Cloruro de sodio 8 gramos. 

Cloruro de potasio 0.2 gramos. 

Fosfato de sodio dibásico (J.T. Baker) 1.15 gramos. 

Fosfato de sodio monobásico (J.T. Baker) 0.2 gramos. 

En un matraz aforado de 1 litro se colocan todos los sólidos 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 solución 

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 agitación durante una hora, después se le agrega 

el metanol y se agita por otra hora la mezcla y se filtra en frasco ámbar 2 veces con filtro Whatman 

No. 10. Se conserva en un frasco ámbar 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 filtración utilizando una jeringa de 50 ml (BD) y un filtro de 0.22µm 

(Millex). Se conserva en refrigeración 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 µl 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 baceriológico (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 50ºC 

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 

incubación a 37ºC y después de haber probado su esterilidad se pueden usar o guardar a 4ºC. 
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Tritón 0.01% en PBS 

Tritón (Amresco) 0.5 ml. 

PBS 50 ml. 

Se mezclan los componentes hasta obtener la mezcla más homogénea posible y se guarda a 4ºC. 

 

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 solidificó se 

puede retirar del molde para utilizarse.  

 

Antibióticos  

Stock de 100mg/ml 

Estreptomicina, Kanamicina y Ampicilina 

1g de antibiótico 

10 ml de agua destilada estéril 

Al diluir 1µl por mililitro de medio queda la concentración deseada de 100 µl/ml 

Se conserva en refrigeración en tubo cerrado. 
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'"'" h ig h pb'lt cil ~ o f !he Üe},.,rleM .. mi; (E 
COI',) gcnomc has comribulcd 10 it~ e lon31 di\'C",il)' 
,,,,,1 ha. TC".<lIbe,1 In ~ nll",]y.' of , l iff~.TC" n l <" ai n<, 
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md Ka!", r, 1998: CI~munl '" al.. 2000: E,eobu. · 
1 ';iramo e l al .• 1004: l.h ~u d hun and J-Icoocrson. 1U 12: 
CIClll LUU l d al " 2013]. ACCUl UIIII! 10 tI "' ;1 aulil!"lIic 
cl1ameterislic.s, e pí d~miolo¡:y. :md ,irul~n:e fnetors, 
nvmt-.:rs "r ,h<-. TlI'r ¡¡mUr . ..... furrhtor d~<<i liO'I Inlro 
diff~renl p~!hotype s, em~ rop:ilho~~ni : (EPEC). ~n­
,~m'''> lum~ ( ~TH-:¡ , c nl<:r", n~a< lw ( EIH :). ~.nlr ,· 
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INTROIlUCnoN 

"I"Ile high pb'll dl ~ uf m~ Esc!",ri"M .. mi; (E 
mi,! ~cnomc has COnltillulcd 10 ¡U clonJI di,'c";;I)· 
"n,] has ,,",. ,,]Ie,] ln ~ n"no)Y., ...r <I iff",,"n l _"'at" '. 
mcl udin¡; commens;¡1 ~lr:lin~ of me ime_, tina] micnl­
hi"t., "",1 r-1fh .... C"nie ,,,. in, !h.11 ~--, ,,,,". "J" r>i " le~<ti ",,] 

(eAlrai nlestirul "",h()~..,nic E. coli E.d'EC) Of inl~"i­
",,1 td' ;t[rtlco~ru : t: mli UI::<' ) InlcctlOn.< lN&W"O 
:md Kapc r. 199", C]~mum '" "1.. 2000: E'COM· 
l'lÍrmno el oJ .• 1004: <.h,udhun IIl1d Ikoocrson. 10 12: 
C1C'ILLUIL ' d al ,. 2013]. A~ou"!.ILI( tu l1 ", ;, 'HlI;i!<'II;" 
chll.tnctefÍstics. epid~ miolo¡:~. and ,iru]~n::\\ fncto l"S. 
m..mhas .... r thc nrr &"'"r . re f""her d~<<i Iin1 m!n 
d;ffcfffil palhOly¡le~: ffi~ro""lho~~ni: (EPEC). en­
rcmr .... "um~ ( K IH ·f . ~ n!,,, .... n~,,,,,·t ( Ef ":C). ~_ntt ,· 

ohelfl<Jl'Th"gic (EHECf. <"fl l~roaygr~ g:il ive (EAEC f, 
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EPEC ,s n )Ígn iftcant Cause o f morb:dily and 
mOrtlllt ly In ch,ldrcn un aer IOC hgc of2 )C3r.l tind 'n, 
ti", ft ", gru up ide"Li r,.",J a. " " 'uI , ,,d iu ti ", I-"' ,Io og~""," 
sis o f d i:l.rrhe a m i nfant~. Gt ne~ localized in lhe EAF 
pla>mod (EI' EC ildhc rence lactor) ~n a pulhogen:clly 
i,h"d LEE (I,-,,'u, uf ~"k,u.::y", dfao.:~ """ , ') K' i" ~ 
coo rdinaled m:m .... r lo e,p""" diff~renl cumpo .... nl, 
wilh ro les m cell adherence and lhe form~lÍon oí 
hi <1"P. th" I"f¡ '''-'] ~ l t~.,""M< ~'''''' w~ " ;; ll .,..h in ~ ,,,,,1 
effl~"ing (AJE) le¡;Íon, [K"P"'- ~ l al.. 1004: Pt, ar¡¡on 
et al~ 201 61 . Adherence is a l ey e .ent in the baelerúl 
colon,rullon proccss, b l'EC ildhcrence to the e p,lhd ,a 
de pe LL'};; OI L , ", fae", C-UlllflO'." "'. " "-'10 a, ti ", nagd_ 
lum. c:J ¡>lu le . md ftmbrúe 1Gir6n et a l.. 2002; 
Hu mphnes an a Arm.,trong. , UJO: Humphncs ct 11. . 
10 10l- 11", hu",Jk -fuJ'IlI ill8 pil", (BFP) i, u f I'a, ,icub , 
rt' levance for FPEC virule nce and sun 'ival within the 
hO~I. ns it medi lLles locnlt z.e.:l oo herence a nd uU IOO,­
&,,".g." M I'her,,, lyP'"'< [VIl"P ''-'' V;; ,lil:t ~ nil S,..h,,",'n il.:. 
1991 : A"iLl"h d :.l . 1998: Bid"" d :.l . 1998J. 
AUloo.~re ~ation i5 ~ eh:"'-.!clerist.ic of E, coli th ~t 
determines I t~ sur"" '",1 ~nd ¡lCl'ITIIinencc Wlth ln Ihe 
ga, lt uiu te>.Li ua l hado Autua~g, egaLiOl' r""uh, iu d,,,,_ 
ac terist.ic ~roupi n gs of ~ll ~ lha! Can be Obferved 
unda ~ m,cro:;copc or b)' lloceu lalJOn and s:xI ' fR":·nlil.­
, iUL' u f u .. 1I '"' I"" L,iu ,,,, 111 >lall<' liljuioJ ~uhur"" . lu 
EPEC, th i ~ proces; d~d~ on BfpA IB ,~ber el al. . 
1993]. Th~ effect~ of diffe r~nl phy )Í :ochemieal C\les 
On blR' adhcrcncc and ~ulo:lfgrcr;all on hne bxn 
pr~ , iuu.ly , llJ,Led [Hu" 'l'l. i~. a,od Am .. lt uug, 2010]: 
ho"evt r. lhe re;ponse oí EPEC ce ll s 10 ~talic 
ma~nctoe f.cld ' (S.VlF) ' s nol lnow~ . HlO logtcal 
pru l"", i"" """h "" I'LUloba,iu, ~ ('d l " all ill"'Wily. 
pro te in m uct ure, enzyme ~ti~ ' ly. gene n pre&< ion . 
tin a anll blOuc fC."iI.,tlmcc bccorne mOd,ficd upon c;q:>O­
,ur" Lu "'aK' '''·' ... · [", I.h [Ol "uo e l al, 1993: T "ochiya 
et ~I. . 1999; Iloriuchi ~, al ., 2002: Sh~ et ~I. . 2009J. 
Funhermore. inCrt'ased adheren.::e 10 HeLa ee ll s by 
uro p:ltho geme lina non "pll.lhogc.mc t:, col. Str .. Hl.~ Irom 
~u llw", ~ x l""-' ''''''¡ tu a 450",T , "~gud i<: r,d d lo "" !>;xu 
rt' poned rSailO el al. 1 997~.bl . In COO traSl, b:lcleri ~1 
adhercncc lo Hel.li cd ls d,m,m.>I1cd w,lh CJl posure lO 
lo,," " IlII~,,,"y " "'guel'C f ,d o,}, [SailO d a l. , 199,b l-

In lhi s worl:, we an:.lp.ed th ~ tffeCI.s of SMF oí 
d,l fercnt m!CnSl lles o n the alJlOaggrcgallOn , adha ­
e,":e . a,od ",u, 1~ lUlugy uf EPEC, 

MATEAlAl S AN O METH OOS 

Baclo>rl aI Sb ain. 

Strains used iD th~ ~llJd y indud ~d \he wild -l)-pe 
EI' EC ~!mln E"lJ4 Blb9 tin a ,1'1 dcn',al"es J I'bl'3U 
(pEAF .. ). j, ... ,-...,v (TYI'" 3 s"n d iu" Sy' k lll AT?-d'" 
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rnlJ!nn!), !:J.cscN pAEn e N (co mplemented slrai n 
l Hld ly pro ... ,ded by Ur. l:Iertlla üonl'.áIa ... I'cdraJO. 
Mulrt:ul ar c;.,UetiL' [kl'''' t '' ,~u' , C~ II " la, Ph) " ul o¡¡y 
In;tillJ!e. UN AYI ), aOO lhe umel.tled, non-patho~enie 

lliboralü<y str ~m 1::. col. HH lU I ~, a ne,;al"e co ntrol 
(l i",Uy pLU, KI.",J b ) A. Navall u , Ba~t.~, ia l Laho,alUL )'. 
School uf Medi~"i n~ . UNAM). Cd l, we re propa¡¡aled 
in LB b rolh oontJim n~ IOO I-' ¡:/mI Slrt'plomyc in wI1~n 
"".tlu i""" . 

U agnotic FiIIld Tre a tm on ts of Call Cultures 

For lhc c;q:>O:iurc o f eeU c ult ures to SMI's, two 
'Yl'n uf " "'!9"' l " lUJule, ",,,e "' ''ployé<.l. u,iu ~ ll", 
confi ~urallon ~hown in Fi ~ure L The e,petim~n l:ll 
sctup oon.~ls!Cd of four componenl~: pcrlIW1enl mag­
ue( pla"', wil h ~ '" "'""~ pu le u , ,e"ta,io" (Bah- "O,~_ 
b:.fed ma~n~~ for th e ~ 3:lOO 107 mT rn ~g net ic fte lds 
and r-."d,Fe'4B-b l<'ed mn¡:net~ for 400rnT ma~nt'lie 
r ... -1,I<). <;; mr k-.. <, ~u lt",,. r kM .. <, . n,1 m hho- ""PP'"r< . 
Tl ,~ SMF ""'''g lh ~, ,1", ,i,~ uf lI ", ,~u 'l-' I ... _< ", ,,-, 
d ~tenntnt'd with a I-Iall probe OC Gau s~me ter. 
ü M .. I .. HS ( Al oh ~Llib. S:¡] I Lukc. lJl') by sen"n,; al 
,h~ H heig],' ~"-"q S " ULL iLL ti ", af'-"'<l I",l",,,,,u ll", 
rnag nt t pllteS (~O x .].() mm' ). l11e inte n.~ilies of \he 
SMF ~!rcn!.'lhs werc >elcdOO usmg tile fol lo""ln g 
cn ", ,, a, ( i) ti ", i""""""" cou ld be adL~ ' ro ",itl , 
~tand :.rd commercial magnet ~: ~nd ( ,i ) ~fter ;;e veral 
"'~'lUy,;. lhe ir e ffecl~ o n cell C\lltu re:l ,,~re dislinguish­
able undo the au IOhWCf~I,on enten "- F' ,;ure , 
,IIU"'< lI ", hu u""geuei, ) val",,_, u f SMF "lleul!~ L. 
i ll u wati n ~ th ~t the ¡¡radiem of lhe SMF at lhe eenter 
o f Ihe plale w l.~ ncglL ~,blc , Al sc]l<Ln!JOo d 'SliLnccs 
uf IS.) LLUH a ,od 13.5 LLUH. lI l~ SMF >lr~ "gll" " ''-''I e 53 
(± 3.0irnT :lnd lO; 1± 32 ImT. rt' sptcll vely . The 
slro~gcS! he ld 40J (±5.'I) m"1 "as obt ~tncd ,,",Ih Iwo 
"" .. dy",i """ " "'W"' l' (NoJ;,F~,.,B ) ~ , a' "'~,~ "'l'a,ateJ 
b)' 1 3.~ rnrn. Onc~ ,he d"lmc~ bdween ,h~ rnag""t' 

¡~., CulM ' 

p ~ .. 

F~. I Ibri!:onlal ',iew of the >1",,'"re of 5~F ",po""" 
,)'>lon: ir tm a rrlLl"9_ nt c!Al"", 01"' . .. .... ~I th. cenlor of 
,te magno,. . P<lrmon o'" m"Sn ... ... .... . op;o.,a1Od t>j rub:>Gr 
"opP"" . 00 ''''''pl •• """,. I .. ,od uc<><l tn , ..... 1" c olt cu ~uru 
1''' ''''' ~I\lF ,,," '11'" r" • • ~n • • 4nn,," t" "" .'" ,,, ,1 ... ", ,,,,,,, 
SM F vlli u,," lo, _ al '"9ion" . u,lace ..... , """nroed wth 
HCl I p,ol>\> '" H toa..,!. 

EPEC 1$ n 'lÍgni f"~"nl Cause of morblo1ily ano1 
mortaJ.ly .n ch,ldrcn UDuer lhc agc 01 2 year.i tlnd ",-a, 
u", 1,,,, ~, uup itk .. Lif,...,j ~,,,,,'uI,,,cl i tl u", I-"'u, og~"" " 

ms of di:lrrhea ,n infant~. Gene~ 10C:l1 i2~d in lh<' EAF 
pla_>mod (EI'J::C adhcre nec lactor) !mil p;!lhogcn,e'ly 
,_,lall¡J LEE (lL<: lI>. uf ~II"',u.::yle dfac~.",,,, , ') ad 'u a 
"Ol) rdinalcd ~r lu e.pr"". diff<: renl eumpof1<nl< 
wilh ru!e.> m ""ll adhi'r~rJC~ uno1 lile form~ti{)n oí 
hi<r"P.th .. !"f¡""') ~ l 'e"''''''' ~-..... w~ ,,. "".,,h ing , ,~,I 

.ff~dng jAlE) I~;;i"n< [lGp<-"r ~l al.. 200.\; p.,:u;""n 
el al~ 20161. Adh~ren"" is a l ey ~,enl in lh~ b.aeteri~l 
colon",¡lIon prO<:CS!i, bl'EC OOhcrencc lO lhe ep,lhella 
tkvc,,,¡' UlI ,u , f",-", tUiIIl"-"J<."ILI' . ",,-' h a, ll", lla~d .. 
Iu m. c;¡p¡;ul~ . "",01 fimbrbe IGir6D el :11.. 2002; 
I-Iu mptmc~ and Arm.~trong. 2UlU; I-Iumphnc.< ct al .• 
20 I Ol- TI", bULLlJbfUJl ll illg 1" lUlo (BFP) i, u f 1'''' liL UI .. 
re\evanc~ fo.- Fl'EC viruk'ncc ano1 ~UrviHI within lhe 
ho,!. llS il mediltte!; loeah U<! oohcrenee and uuIOO¡::­
!>=¡;o.It"" I'"""'''YP''''< [V,,"P' '-'' VMli l" "nd S~h.,.., l n¡\;. 
1991. ÁlL;tJLu ,a d .J. 1998. Bid"" d ,01 .. 1995 J_ 
AUlOOl!tre~alion i5 3 Ch:.rJCleri;lie of f:. "oIi lh~l 
delermlnc., lIS ,ur'l-'YIll !md ¡lCl1TJ¡¡n;noX ""lhm lhe 
ga,~u;II"",Li,,~1 hao.:! . Aulua~~,eg"Liou ,,,,,u1l, ;u eh", .. 
aCI~ri.stie ~rouping~ of ~1I & mal Can be Obfu\--ed 
un<lcr ~ m,c=opc or b) Iloccul:ll,on an<l ~,mcDla .. 
l;uLL u f C't.-1I '"'I""L'"U' ''' '" "al,,, l'ljuI<l C'1J llm "'-_ ILL 
EPEC. lhi ~ proc~s, o1~d~ on BfpA IB ,~bef el al .• 
1998]. Th~ effect, of differenl phy_>Í::och"",ical CUelo 
On b l'EC ¡¡dherenoX ano1 a ul0:Jfgr<:gatIOD ha,'e b::cn 
I',n ;uu,¡ Y 'lutlel[ l{u Ll 'I~. i~, a,oJ ÁI''' ''~ULLg, 20 !O]. 
hO\LeW' r. the re'qlOnse of EPEC c~!lg tO sLllie 
ma~nctlc hclo1, tS_\1I') lS nDI lnown. IlIolog,e~1 

IJl u l""I ;"" ""h "" l',ulibal;u'L c·dl "all "LL",,,, "ly. 
prolf in mUClu re, enzyrnl' X'livny. ~ene upfes.<_ion . 
tlnd ;rnbblOuc rc,,,_,UmoX bccorne modlltcd upon cxf'ü" 
,uf, lu "'"!I' ''', .... f",ld< [Ol u!LO el .J, 1993: T "-Jdt iya 
~l ~I., 1999; I{oriuchi ~l al., 2002: She el ~I. , 2oo9J. 
Funhennor~. in::rus-oo adheren::e ID l-I eLa c~lI~ by 
uroplttho~emc and non 'p,lloogcnte t:, "o/i Slnu"", Irom 
culllJl'" "XI~),.."j lo a 450 Ll ,T mal!LLdk r,dcl ha., IxxLL 
reponed ISailo el al.. 1997lbl. In ConlraSt . bacleri~1 
tlo1hercnoX lo J-Id./! edls d, nu Ol_';hcd .,.,Ih ""po.~urc lO 
lo", ."'l"'''"y '''''~LL'-''l!C {,d']" [S";IO da!. , 199,bl-

In mi g worl:. ",e anal)zOO lh~ drecu 01' SMF of 
d,ffe!'Cm m lC nS,bc.~ on lhe alJtOaggrcg:lllOn, adher .. 
euce. ",0.1 ",u, 1'1 1U1u~y uf Fl'EC-

MATEAIALS AND METHODS 

Sae le,i '" Shains 

SlrJins used iD lh~ ,;lOOy incluo1eo1 the "'i ld -ln'" 
EI'J::C ~traln !::2J4IYb'i ann ,1., dcnvab,es JI'bl'3U 
(pEAF. ). ~>l.-N (TYI"-" J &udiuLL Sy'km AT?-d"-" 

Elfec ts 01 Stat ic Magndc Fields on EPEC 571 

muton! ), !:J.iéscN pAEe!>:N fcomplffitMteo1 slraÍ n 
kJndl y I'ro ... ,<lco1 by LIr. Ikrth~ üoncila· l'tdruJO. 
Mu loo.::ul", c;.,!Ldic . [k1''''llLL''.LLl , Cdlul", Ph}" ul o¡¡y 
In;;¡iuJle. UNA:\-1), aOO lh<' unrel:tloo. non-patho~enic 
laboralory s!r~m 1::.'. "o/. HH lUl a, a nCl~b,e control 
(l ;u<lly l"ULid...,j b~ A_ Na"""u , B"'-'t~,ia¡ Laoo,alUl)'. 
School uf M.o1ic; n~. UNAM). CeJl, ",. re propaj¡aled 
in LB brolh oonlllimn¡¡ IOOI-'¡:/mI sln'plornycio ""h~n 
""'JI' i ,,'<1. 

Uagnlllic FilIld Trea lmonts of Coll Culture¡¡ 

For !he cxposu!\: o f cell culIure~ lO SMFs. Iwo 
ly f"" uf " "'19"'1 , ,,oJule, We,e c·"ll'loyód. u,;"S ~...­
confi~llral1on sltown in Fi~ure 1. TIte uperim~nt:ll 
SClup con.~ISlCo1 of fout oomponen15: pcrmanenl mag" 
ud pl~l..-, ",il hu", ."",,,,,, pule u, "-",,laliuLL (BaF., "O" .. 
b:.!'d ma~n~t~ fOf lhe ~3:1OO 107 mT m~gnC1ic fí~lds 
and r-'o1,F~'4B - bl<'ed mn¡:r1c1S for 400mT II1IIgnetic 
r ... _kh). "'mr l~", ~" It",,. 1'101"-', "",1 m"hc:r ""Pl"'r_,_ 
TI,e SMF ,lL"-"!I~' ~l ,1", "le uf ti", ,aml-'I ,-,,~ w'"' 
o1~termm,,01 wilh a Hall probe OC Gaus~meIN. 

UM· I· HS (Aloh~Lab. S.JI Latc. lJr) by ~cn"nt; al 
d,e H h"i~h, ",,,,y S nuu i" ll", ",..-a L.,lw""." ,1...­
m:¡¡;nel pbl"~ (~O x JO mm'). 'The inle",il ie!. of the 
SMF ~Ircn~,'th., were ,>elc(1OO usmg lhe followlng 
t n ",,,a, (i) ll.,. ;" t"' L"'Oo., coulo1 b..-. ad Le.,...-<l .... Illt 
slallo1ml oommedal ITI:lgn~l ~; :md (, i) "fter >everal 
1L~'lUys. lIleir " ffect~ un ceJl culture; \Lere dislin~uish­
~blc undcr the tluIOllj¡¡,'I'Cga!,on ente r",. F'gure ¿ 
.llUw .• ti", huu .... ge!Lei') nlu'-"s u f SMF _"-,,,,,¡¡U'. 
ill uwalin~ lh~llh~ ~'Iadienl of lh~ SMF allh~ C~nl~r 
01 lhe plalc wli.~ ncgllg-,blc. Al scparal,on dJS lartcc.~ 

uf lS .)""u a ,oJ 13.5 "ULL. tI ,e SMF 'U",,¡¡tI ...... '-"'~ 53 
(±3.0)mT :ln<l 107 (±3.1lrnT. respecuvely. TIte 
~tro~gc.'1 hckl 4Ul (±5.'i)m' l \LU obltlmcd ,,',Ih IWO 
"""'¡y"uu", " tag''''l. (N<l"F,-",.¡B ) u lal .... ~'" "'I'"-,alnl 
b~ 13.5 rnm. Onc~ lhe dl";mc,-,, bdwe~n lhe magnelS 

>an¡>., C,"MO 

piolO 

ril). I Ibrit,nlal v",,, of 1M >t"",'ure ol S~F ",po""" 
~t.n; ir lhis .rrllr9_nt C .. "'" ~Iot~ .... ~t th. ""nter 01 
,te magn"' •. P<ormonent magn"' . .. "'" oepa,a1Od l>j rub_ 
.lOp",,'~ . 00 ""'pie. _,~ I",oouct>d In t""¡- col' cu'uru 
,,""'" !',,,,F '""I/H" ro< •• ~n k. 4~~".T ,,, ,., '" , 'u ""'",,,,,0< 
SMF volu .. fe, _al '"9io~" .• u,"'"" "". """nnod w'!h 
I-kOI I p,Ol><> al H r.c.:¡h1. 
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A _ .... -..... ~­
»nl JO'''' 

, .; . .. ... --
e .. 

-- " . : .. , 

. ....... .. ,'" 

-- " ,., ... 
Fi;¡. 2 ~"",u "'" .. lI u"" 01 SI.IF " rIlI"~,h .... $ runOl:on <JI tho ~<>, ilior in Ir.. v:cini:y of lh . 
ZOM III "",01" 0011 ", lIm e "". a.pes"" lo !i!lE 11"11"" llTr:e caoo" (/ , ) M ... ~ 11l) !Uf ",r • ..,d 
(e) 400 '" SM" rangO' h",,~ """n nar1<ed ..no c1f1<>,e rt «>Ior ..... can b~ ob..,,,'ed. al 'h e 
,,,,,' .. "', .. ~.lF U,. ,1 ... "., ,,,,,,,, ;,;011)' , ',,1 

w~s adJu stW w,lh lhe rub"'--r ~lopperS lO fi! !he 
,~·"" g~ 1 uf lhe S \1 F IBu[lUe Ill ~, l el :.J . 1995]. ~ '" 
cu hure p lale (a N unc ~-well Mu hi Dish. llle rmo 
Fdlfr Sc ie nli ftc . Wlllh~m. MA) "aS pltlcffi bel"'~n 
, Iv "' .~,...t' fm th" ,,,,1 ,~-"te,I , im,"" . S in~-" the. yiohility 
.,,,,a~ . ""luirt:d more vulume. difT",~nl pl:!l"" ",ere 
~~ (r.' une ~ll culture dislle:;. Thel1R) Fósller Scien­
, ifie ) 1!>;;1 w",,", <q>,,"'t~,1 fmm th e m,'gnet pl : tI~ •• hy 
IOmm: In !hi, n ¡;e. !he "",a,ured S\1 F wa. 95 
(±3 . I) mT . 

Vi.:lbili!y Assoys 

¡-;p¡;r !'.214ltlMl "...1 1, ", <:r<". Z'"wn ..... '~m iz:ht in 
1% tryplUne broth e onuinin¡¡ 1% D· m:mno"" al 
37 oc. Ce]) pe])~l~ were !hen oblaÍned by cenlrifu ­
<:;; , ion ~t ~ 1 f, l g ( ~4 1 ~r. !'.p('<"nllorf. W~" lh" ry . 

"IY) for 5m,n and w",,~ lwice w i!h IX PBS. pH 
7.2. Cu)lur. ~ ",ere ~justed lo 3 X l O' eolo ny­
f" nm n¡¡ IJ m!.< (rf' IJ)/ml,,<inz: M~¡-;~,l o n~ St;; ",I.nl, 
[\'e",':l o~ io: t.l :.J , 20 11], incu bal<"d In sleri ... pl"" l;" 
ba ~.,; comain in ~ 27 mi of Min ima! E ~¡;enllal \1e­
d,um (Mb M) WI!h 1% U· m3ml0!IC for .5úmm ~l 

ro...." l"m[""."'t",,". "" ith on SMf' t""_,,t""'.nt (~ l . 1(17. 
md 4OOmT). :md w."e !h~n lra!1>f~rrOO lO 37 ' C for 
an nddilionnl 2.5h . Gro""th ""ns mooilorro 
e,"a")' h"", h)' me.it,,, "; nz: lh e nn ~t f.I)() ~m 

witb a , pxlrOphOlom< l~ r (GENESYS 2, Spxlr"" ie 
ln 5Irum~nt~. Roch e ~l.r . NY ) und by plati n¡¡ sen a] 
lIil"t'"n, ,,., l. n .v ' t" ,Id~.nmne. the. r f' 1l. The. 
"-,n~< w'lh (."\J ltu",", of SMF-unlr""ciled EPEC 
E23·t 8.:69 used aS control wt're c :.rried OUI in !he 

SlimC loc ~l,on and undc r tbe SlUTIC eOndl!JOn, 
(30 111, ,, al fuu" , le lll f-"" 'd!U"" ""d 2.5 h al 3; OC ). 

AU loaggr .. ga tion 

!\ pre,'iousl y d~bed melhod lO de lennine 
o" I" . zs"".e . , ion ["'n.nth . et ~ L. , <)<I~] l\'., f"II...,... .. 1 
wi!h rome modificalion •. Bri~fi y. lOO¡tl of ~..,n 

sU!;pen~ io~ conlaÍnin¡¡ I >( lo' a1l3 "aS obt:tined us 
p"".~ ;"'.,, Iy ,lt-."" ir.,1I o n~ ",,", ,,<~II tn irt ...... "I : tI~ 'WIl ,,1 
uf MEM·"",,,,,,,,,,, ,,\<.""JiulII ' tL +-W<:" ll M ult' ·Di,¡' 
plale s. llle cell~ were !hen e:t¡JOll<ed 10 !he ma~nelic 
fielu (l U',1 mT) lo< U. 5. lU. 1 ~. JU. ~nd 4~ mm al room 
t~"'I"".,"' ''n" . Afte , tn"~tTl1<"nt _ the. "'d e";;; .o., It",,".' 
"",re ineub:!lt:d .1 37 ' C for 3 h. and m., O D 600nm 
wn5 1h~n me~)Ured. nfler wh ieh u seoond O D 600nm 
me_"""",,,,nt ... " , mm~lIiMdy t~hn . f¡~, ~lZ""""'" 

,h:!k lnll (VD"", Sc i""l if", Indumie, (}enel . Buh,," 
mino ND foc J.O s . lll ~ :Wloo~~ .. et:'llion in u", ( 1\1) 
w ;;< ~-"k"l:tt",t ... ,lh , Iv no ~ :tl"e.< r.,f..,.... (0 0 1. 
con"dt-rt:d 100% aUlu;¡g¡;r~ ¡;al ion) .nd :dI'" d i,l""". 
sion by v'goro us ;hakin ~ of tbe I>:Jmple (00:2 ) usin!,! 
!he fonnula (002 JI loo.I/UOl !O repon ,1 ~ lhe 
[""rr"nt~L'<". " f tho-. ~.h.nu h<-t""",~ ,,"_,d¡nt:-<. ~nll l\' ", 

comp...oo again>t fre,h ~"\Jhure m"lltum ( \1EJ\.!. 
manno.:e) and !he ~~~ret:'lliY~-~eftc iem ~ltain It B 10 1 
(S \1 f' " nt,.,..,,,,I). "' ,-,".-.nlin<: tr; n", ,.,..<,,11<. , ....... 1"<"-"«"., 
abo ve 2.5% afler ~..,ll di'l"'"ion were oo!1>idert:d 
~iti,e aul~t:ret:'l!ion. wheretJ~ YIl l u~ below 2.5% 
_ .,e. mn<i, I~=t "'"z:at iw . '''lo"W'"z:OIir;n. T h<- <it;nif. 
ic:,"('~ of W A l ' 1' ''''' wa< e~ "lud!oo b y "",,"way 
AN O VA al P <. O.o~. 
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A 
....... _ ..... .... ~­

Un' JO' '''' 

u • , .. - -
e 

-• .' " , 

.., ,. , " -- " . :."' 

........ 

. """ 
" , ., " 

Fi ;¡. 2 ~ee,u "'" .. ': u"" 01 SI.IF ;trerq'" "" ~ flmot:on 01 t~ . ~<>.ilior in l h< v:ci,,:y of lh . 
",no In "",01" 0011 w l1um ""'" ,,~I)C 10 ~ IJ E In 1'" Une co.OO. , (f . ) ~~ ... ~ (11) IUf mI. ""~ 
(C) 400 rr""( $M' rango. h",,,, """" narloor-d ..ttn c ,"",~'" colo'$. A5 can 1><> o b •• m -.d, al th ~ 
, .. ,, ' .. "" .. ~.lF U •• , j ", ' ". , I'".d i''-''I)' ' "m 

w~s adJu stcd Wllh lhe ru bD.-.... , loppcrs lO hl IlIc 
,~ e"gdL uf lh" S-"1F [ BUHUc ", ~,l ~I ,.¡. 1995[. Ih" 
cu llur~ plate fa Nun: ~- w~1l Mu lli Di>h . Th~m1O 
Fdll'r Sc ienli fie. Wll lh~m. M A) " aJ¡ plüeed bel"'~n 
rlr m.e .... t. f",' th ", ",,1 ,crrc,1 rim"". S i n~-," th" y;"hi lity 
",,"'a~. "''I uir<:tl mo re volume. di rr"'~nl ph I'" WI"~ 
~e d (" 'une ~Il e ullure di7te;. Thermo Fi';her Sden­
lifi.:) II\;".t w= "'1',''',k,,1 f""" th e n"'r ncr pl:tI~ •• hy 
10mm; In llIi, ca",. llIe ""'asure:] S:v1F w .... 95 
{± 3 . I) mT . 

Vi.:lbility Ass¡¡ys 

!'Pr.r: f'.21.tIt/".. <:t'.I I< w= e" ,wn "", crnir;ht In 

1% tryplOn~ broth e¡¡nl:<Íninj/ 1% D·m:lOno.., al 
37 oc. Cell pell~t~ wt're llIen obtui ned by c~ ntrifu ­

e~l i"n M ~lhl g (~.tl ~r:, I'.pl""n,lorf. W~_. th" ry , 

"IY) for 5 mm and w,,-", hed Iwice wim IX PBS. pH 
7.2. Cullur~ 5 wert rldju sted (O 3 X JO' eolony­
r" nn ln!; Ilml.< (r:f' l l)lm l ".<;nr; M~f'"rl ,, "'; St:; ntla n l, 
[\'e'>al o~ i~ e.l. ,11 , 20 11J, ;ncubalt"d In ",,,; 1<" pl:J.\: lÍ< 
oo~'" eon l.1.Í nin~ 27m1 or Minimal E.c;enllaJ Me-­
d,um (Mb MJ wlllI J% LJ ·m:moo:lZ l or jI)m," ~t 

" 'om tcmpc",r",,", with "n SM1' t""tlfTr,nt (~l , u n , 
""d 4CO mT). :md "",re llIe n u~",.Je """¡ lO 37 ' e ror 
m nddilionnl 2.5 h. Gro wtl1 w !l.'l mooi lo re..l 
~"'<:r)' h,,, ,, h)' m"",,,";nr; th-.c n n M m ll nm 
wim a . ¡>ocUo phOl.om< ler (GENESYS 2. Specuonie 
lns lru ment,;. Roc h. sler . NY) and by pl alin~ !len a! 
,bl"t;"'", /In l. n . g.1r rn ,I"u .nn¡ nc th~, , 1'1' , Thc 
",n~. wll h <-"U ltur", o f SMF.unu-<,al.ed EPEC 
E23'1&:69 u;ed aS control Wl' re c:.rried OUI in me 

SlimC locat lon and undc, IlIc samc cond,t lorti 
(30 " ,;" ~l ,,""'" [e"' !-.... raL'''<."" ."d 2 .5 lo al 3; OC ). 

AU loaggr .. ga tion 

!\ pre ,'iou:Jy d=nb.'d mfmod lO d~le nnine 
""I" ou.,"1'Cvr io n ["'nontho ct ~ L, 1 <)lI~J ",'0< fo ll""",<l 
wim ",me mod ific~lion •. Brie li y. l00¡tl of ~..,n 

5u ,;p~n~ io~ contuinin¡:- J X uf al!.. "aS oblmneli a, 
1'"",, io ,,' Iy ,It-."'r;r.,d " n~ "' •.• ,,<~~' I rn ,n",""I , ,,~ '1fll J' I 
uf MEM." .",,,,,,,,, "''''diu,,, j" -l-_ U Mullj·Di,1o 
plates. Th~ celJ ~ wt'r~ lhen n ¡JOfled 10 me ma:;nelic 
hcJd (J U-' mT) lo r (J. 5. JO. I ~. ~u. and ~~ mm al room 
r~m"''''' ''rt" . Afrcr t"'o lfTr nt the h~dcri" ~ "lt", ... " 
wer~ ine ubaLoo "1 37 'e {or 3 h. ~nd <he OD 600 nm 
wllS lhen musured. after which u seoond OD 600nm 
mc" · ,,r<:JTt~,nr ... ". ,..,me,b" rcly r:;hn o fl~r vle"'""' '' 
shC!km~ (Vo"u Se i<TLlif", Indu<llie , Gene l . Boh.,.. 
mino ND foc 30 ~ . Th ~ tw loo.¡:~,,~g¡¡tion ;ndu (Al) 
w:;, ~--,lc "l.""t .,.., th rlr no v.,I"", hcfnre (001 , 
con .,dt-r«l 100% au tú:ig¡;r~ ¡;alion) :md :llt'" d i,p"'" 
sion by vlgCiro us ,~akin~ ol lhe ~lrnple (001) lIs ing 
llIe tonnula (UU 2 )i I llJ~'UU I 10 repon !l ... , lhe 
1" "'''''''''1.'<". " f TIr. "h. nU hetW<'<:n ... ~,d ¡ng.'. "nd ", .• , 
comp..-...! :.,.:.in>l fr~,h <"Uhu,," m<:tlium (:\1EM. 
manno..<e) md m~ ng~"e g¡¡l iy",-defieiem ~1tD.Ín It B 10 1 
(S\1 ¡; " nt".~ r.-;i ) . AI"-' .... ' I,ng tn r"" ".., ,,11 <, ,,,,,rrn«",, 
;¡bow 2.5% afIe!" ~..,n di~ l"'l>ion Wel"<' ooIl>ide,<:tI 
¡ta;iti, e lI.ut<>ag¡::rt ¡;,¡!ion. wherrus "'-J Iu!:; !>elo ... 2.~% 
"",,r~. ':fln<;,b'.-;i .... t:"' ¡,.~, ""to" !;I~". t" r;nn. T he ' ;gn;f. 
ie,m<'e of 1M Al ' 1h"" w .... "~ "lu",t'tl b y on,,""way 
ANOVA aL P < O.o~ . 
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HEp·2 Ce. Ad n«ence As ,",,. 

",.. I<.hr....., ... ~ .".ay """., p<"rl'''''''''' a, ¡ .. ..vi ..... ])' 
dc;;o;:ribctJ [Cr.wit*l a a' .. 19791 ",i!h O><IM TUOdif",:o­
lio:.¡:. HEp ·2 cel l, llo! number 6OjOO 17. ATCC ca.-
2J. AllIl'ncan ' I)p.; UJ llurc l:olkrhOCL f',1anIw:K. \ ' 1\) 

"""e I!''''''''' ¡" ~ 2S"II~ li»"" ruk .. ~ II:N. !lO. 
31 ' C wi lh 3 S% ro. alrn<:K¡fIt're io MEM oonlai.:IiOJ1: 
1111, fcbl bov¡n.: iIoCrum. 11Ep-2 cclb !11 a IIcIlSlI)' ot 
:loS.- lo' ,,,,U":'OI I " ...... >=k..I ,,"10 ~..,..~, .li¡» ¡" 11", 
",,,lit; uf 4.well pI~ :.-t; 2,1 h before!he 3fs:ay 10 fúnIl a 
stm"COllll uenl monoklye1' . i\ tI:1' o 20t h lOCubJbiJn. lhe 
''''' .. .r ,..i.". "."" " "' ..... 1 'h ..... l ' ....". WI .h Pfl<; • . 10\.-1 
ME~l (\IOO I.o.l) p~~ 1% D-mann<J!le wi ,mu l f~ 
I:>o\';ne ó<rum "'a~ ~. Ba::terial ~lr,¡j1\l wae VJwn 
OYe",,"'I " J I ' \,; ¡n I'A: tryplOnc bl'Olh ",th 1',," lI­
lIta' u"-,,,<,. 11 ... ", ,, , "i¡;l~ cullu, .. w;¡" "·aJ ....... d ....... 
úme& with PIIS. ~u 'pl'ro:!ed in PUS aro:! :&djuslcd 10 1 el 
M~l- ..n.mll Slanllcnl (J)< l\f L l-IJIm.I). lh::n 100",101 
",,,:h ....... ·lerLal ' '''' l ''~ ' . ' ''' ' w"-, :akkJ lo JilT~, .. ,t ...-d., 
COnlain !ll~ ¡ IEp-2 ~11s. The S:'I-1F "aS :JPplial lO Ihe 
ce l! prepl\rRl lQ/\S lIS pl'e\'io¡¡,; ly lI~ribed (.lOmin UI 
"""" r~mrm'I" ... ) " .. 1 rhrn Ihe ,n l'edrol ~d l< " " re 
furl~ i....,ub~L."tl fur 2.Sh al 37 ' C. The ,,"',. Jl"l-'CIO' 
dun: W',t; ~['IpliOO lO SM1~unlr&l~ EPEC E234&!69 
u.oo !ti control , pcrrornlln¡; ,n !he .",me lCQ!¡oo and 
u"un ~ '" .. ,"" w ... hl iu", (30 ,,,¡JI ~I ',-,,-,,1' 1.11 ''''' a" f ... 
nnd 2.~h il 37 ' Cf AAo!\" incub:nion, !he .:over sli p; 
-...:rc .... ullcd !h= tu"'::.' .... , Ih I'US. lt xOO I<, !lI "1U'h 
"",~o;).Wl. : ... 1 .,w,,,,J ... itl, 10'} 0;."" .... !le y II IUW ' k.-d 

o n J(:.a;;;; . Iide~ ",i!ll I\:rmuuI11 "",¡n (F¡,J,o!\" Sd"":ir,,,. 
Fair LI·,,'n. .'<J) and dri~ Ql room 1~1..-e fo.­
I .-Iay Thr P'1'""' ''''' ' ..... ~....., ",a mi"",1 .... im B IitJtI 
mi<:~ope (lOOx) by 1"'0 diffl.ff111 oo.en-m; 1"" 
baruri:ll cult_ .... ere 5Ími lri~ paE rucned bta ",;lOOoA 
txpo-Uo; 10 IIM l-~ 

Ektcuon Tt;ommlnkm Mkroscopy 

Ten m:rn'llllcr!l o! 1::1' t:l.: t:2j.ollVb'J ~MF·trl:alCd 
a ..... 1In1 ... a· .... (";11"",, <:: Mr ~"I""', .... ) w<:re u~"n 
aflCe r I\'OO""IY -.:.f 30min ur 3 h ¡¡ro.,.-'/¡ jll MOl . 
Al iqlO;)lS "'ere pI:teN on I vid fOl' ek..'1tOO n os:ni;.­
SlO" m:cl'l»OOp) fOl' !l/ mm. alltr whleh CxteIJ 
" ""dju." wa.. ,,,, , ..... nI, ~"J S ¡o.l ú 3% u, :.oo'yl :ac .. 'al .... 
.... 'll ~ added, Snmpks were then dned ~1 room 1("mpl'r~­
lure ,n lhe drt Cc Jl~ w=n: ob'iCrv=d US:R¡: ~ L,br~ 

120 ,uj( ,,-,,,,,'-'I'" (z.c,i» , J .. OIa. 0..--" ' ''"'1). A u ' '''''''''y 
ANQVA (P < O,0!5) was pe rfül'll1ell lO delermine 1h.e 
d,ltc r;:no;;., In thc numlx-r 01 cel!.> .... ,th wt=n:d 
m0'l' ...... ~ir_, h)o 1 .... " ,nrl<-'l"'n,INI' "" ;'p in ih' rli~-" k'. 

Propld lu m lodlde P«m, abilll y II n av 

~.mp lc.' 01 .lt~11'--I 0 1 101't:L' 1::2 .14 BltO 
lr" alw 13ú , ,,itl ) ,u ,.J u"I,~al...J (w,II ,uul 

S.Vll"· 
S.\1F 

Etfectsof Statlc Ma gnd c r!eld' .... CPCC 57J 

nposure) .... ere mixed .. -¡th t Jl.llml prop:dium iod:de 
(lOmglmll u d wltt fllrthcr ,""uba1cd 101' IO m¡n 81 
' '''''01 l"," ¡.o: ' ''\ '' ~ '" ~.., J ", l . A. a l""";ü"" cu,Oll oll 
ror ccll pennelblli1)'. a sample Qf ulll~a:ed EPCC 
~ ccl.J .. -as '!I(:ubatlX! w,iJI U.1 ',," f n lO:l 
X- l OO ( ... 5111i" auJ 111 .. , " ,..lonl ", jllt pe s ",..t .usp""""'" in M E.VI .. i!h RN_ (20muJml) d ilu:N 
81 1:5000. 10 which p"",idi...-n iodide .... 'lIS added Cell 
imar~.' ,,'t'.l"C a.Y[,'; m-I II"nr; .• t'ot)>< nhjrc-J;"" arwl ~, 

51"1 1 11m in "" lm"ll:e 511\'1-'11 ~ t:tl'1; ti 1mulliOJ( ~Ww 
C~(>meler (EMD Milli~. Se:.uJe. Wi\). DaUl were 
I--nlyttd ,.·,lb IUEi\S Apphcahon 'IOU,,·:w-c. venlOll 
6.2_"".0 (BiD Milh l .... ~). 

Sta tis oca t A""lysis 

~UI ,,"ere stnli~ liC.lly anl lYI.eJ II"O¡; Onp n 
Pm .m." ..... ; ",.-<inn Rh (Or;e;n r , ... , "-orlhamp..." 
MA l· 

RESULTS 

Ce tl \' Iab l~ l ~ waa Nal Allec te d 

e x au' e m:JJ(ne1t~· tic IJ,; ~Il~' ll ifferem ['Il\J['Iertie.; 
of cell h(:hnyior. we e'aluul«t .. t1ethtr SMI-' upllSure 
~"mrrnm i=1 hiIc'~ ri~1 ~.r ll ero wth or vi:"',lil)' " 1 
c"mparini! SMI'. lruteoJ ",,11 Ut1ll'eaIN b~ten.a ("'illt-
001 SMI'). C~lls expo ;¡ed ti) SMF$ Qf l1pPfO~im.l~l)' 
'J'i mT grcw and f.:.-mC(t COIOD\CIt sumlarly 10 !he 
1I ,, 1I~~.lr:o l .-:dl.., " 'rs.",. i,,~ ,1"'1 "d I " ~ "t"ly ~ ",l 
vi :."lil~ .... ~re u n~ff<:c!~ (R~. 3,.\ :<1111 B). 

Autoaggreglll o n Decr-eau ·(j Atter SI.lIF 
T,_ tm .. '" 

We "ere inltresttd in 11GLl: JoSÍO¡; tht eff«1lI 11101 
'''po'''''' lO m"t?"'lX: r ... ~<k of V/lryinr; , .. " , .. ';1, ... h",1 
on cdl aUI'-"'¡¡¡"""~auon <:1 EPEC <tntin E23J-8:@. 11 
h:as bcen n:portN 11011 the OptiroJ liellliiti~ of cell 
~1ISp::ns:oru oí auloaru;;:¡;""'_ S ..... 1IIi 'IIo.YCI'iCd ~Iltf 
"';eomo .. sh . .,inc, m"'. li1.Jy ..... Ir> "di ".,1"'''' . ..., 
We f",,1Id Ihal 1M ~ul'-'Wg¡.;re~a¡ion -.:.f !he E234-8J69 
Sln '-" exposed ro SMF~ oi ~3. 107. ood 400mT 
" ""' .. ~t"61 "'f"W'<'n.i~l.,. n"".- ' ;m~ rnrl",..,,1 ",i," 
SM F u~~alro cell~ (Fij¡. 4 ). SMF. uf 101 ,mJ 
400mT I\' ~ulted In :lU IOO,~..-ep't;on iooexei beliN' 
.h,tI nf • ..., """"rvrt •• ,,,,, 1 r n 1 n 1 '<Imi .. "n",· , 1) mi n 
uf "'-po<u.e ( 1 .& ""J 2, re''"'t;~el)') . 

Pre ú ous work h:as shown Ih ~. ,ulOa,~ le¡,:ul ion 

lIo p:::nds On .he n r:r "1'I'rOl1 ~onWincd "'¡Ihin 11'1: 
f' ,I,f' I'Ia-m '" 01 " .... ,., y ,,, ,lr nt 1,; r "'¡i , I .. ¡"" 
(Bieber ~ :¡J •• 1m]. We nUI lIelentllno:tt wbclht:r 
Ihe FAF ['I 1a.~m ,d h:oJ u rol ~ in !he lIocr~aseJ 

'Llt"'l'l:r-.-p . ;rm I"""I L..,,,,I h~ t .... , SMf' 1'r. ,lIm" nl h1 
anal Y'Li~l! lhe pL.m ill·~ u""J 'lr'JÍ n JI-' EP30 . :>1" 

HE p·2 Col Adhorc:ncO A. ,.., 

"... .... ~ .......... y -- f""'t<.noM •• fY"""""'y 
!k;:c.w.,d ICr.l\io&J Il aL. 191\11 ,,;Lh _ modi f>e:o­
UOti. HEp-2 «111 (lD! ..... tIa' 60j02P. ATCC <XL-
230 V1cncan 1) p;: l,l¡llurt. l:cÜCl'11O:l. ~bla»K \' A) 
_ ...... ""'. iu • 2.h~ , ¡ 1;"'., , ... Iwo ... n:r.l 111. 

37 C,..¡tlI R j 'J, ro.. a1.~ in ~IEM meuDnJ" 
1 U'~ 1.:tI! b!M~ li;J\lI&. Hl:.p-l ce b 11 • d!.:~ 01 
2.5 < 10' .d ........ l ....... """""'" ... ,Io u ........ :;¡ ... i" doc 
">e U .. 0( " \O'eI pI:I..:b 2i t! hc:fon!he _ y'" fis1n "­
~1111 ( 0.11.-1 r.¡¡.."ki;rn. AlI.'f 11 !.: h IM.'Ub:IbolII. lile 
( ..... no ./ir ______ .. "':d Ih"..,. 1"' ..... ..."h m" . ..... 1 

ME),l 1900p,J) pq, IS 1).1IW1 ...... wilklul f""¡ 
"""lne ~rum .... u iIdokd. Baru:rbJ.uans wen: v ol .... n 
OVCm!ctll :ti .:.1 l.: In l'.t Ir)'ploor; brolh " 'lth L'", ~ 
"' • • w ...... 11 .. vr",,,"¡¡¡Irt , ... !, .. r .......... ,,-:..I..J don­
time .. " 'dI PBS. w""lll«l;1) PB5 mi aJjtJ"eJ lO 1 d 
Mehlltu\d Sl&OO.nl (J " ld L/'lJhrJ). I~'"I\ IUU)LI ot 
... ,...-t . I~""",".I " .. 1 .... " _ .. . ...... ~J '" JiIT~, .. " " ' .. I~ 
(oo t:.in .n¡: JII!p-l (,'1: 11" The 5\11'''~ ~ppl¡oo 10 lhe 
(ell prflXlrlll:on . UII p~·;ol.l'l)" d~rib«l 130min ¡¡( 

n .... " 1,.",1""""'''''' . , ... 1 Ihrn 110,. inl .... " .. ] ",.11, ""rt" 
f~ nlk.'f Incu b~t.:...J ru' 2.~h al 31 "C. l ite .. rn~ prucc. 
dure 1'0" .... applllltl 10 SMI'-u,mnloo EPEC E231&11>9 
u~ !r< cnntrol. pcrlonnlll, tn !he ~mc loc:atlO1l and 
UlrJ.... ¡J", '''''1<' .... '111.1 .... ' .. (30 ",i" al , ....... u 1~1I,~ alU,,, 
nnd 2.5h lI. J, 'C. Aflcr Incmatlnn. lhe OO~t dip; 
wcrc "uhc<.l \lira: \Jm;1 ..,., l 'tl~ 11~al ",\JI 1U'h 
1l .. ,l .. wI. : ... J .,¿ai.It:\I ... id, lO') Q;,,1l ..... 11., .. " ....... ,hI 
"" lilao;¡¡ .1iJrl¡ .. iLh PtnIoulll n:om (J-iIJIcr 5d"":ir,,,. 
FJir Lltw", " 1) and ~ ~I room 1~lure for 
, 11~) "". 1"1'1'""'."" "'.,... f'U",,-ord .. iIh 8 li¡;" 
n:i<'ro.:cop... (100,,- ) by I .. -u diff"" .. obcncn libe 
ba.."Uria1 c.I:IftIrl .. ..re ;ir.ri1M1) p."lt.ilimed btI ... iIlD'.a 
ofOU\' 10 ~MI·~ 

IE lKl f'OII lh'Mmllilon MkI'OKOJI1 

l en nurohl.:n oot el 'I:L Uj4IIIfl'J IlMt- ·1I'I:a1Cd 
_ i 1l ...... ~·rrI (",;,,,,,,,t CiMr U,"",") "" ... u:..: .. 
afllrr "' ;:0\'<"1')' JJi 30mb .... JIt j:IIuwth i:. MOL 
"Iic:¡.-.u "'1ft pl..crod o:. • ¡rid rOl' ~ if,..'1NrtI tnns.."1Iii-­
.":J m.Cffdo:Ufl) ta- IOrrua. alter ... t.:1I ellten 
" .. Jiu" "":1> ,,,,,..,.,nI, a-J S ('-1 vlJ !é Uf ..... ,.l llLd:ak 
"'":I 1i ackkd. 5:unplu .. ~ thnt dnf'll QI room Irm¡:el'".l­

lure In (he darIL L·el." WCI(" ok,...~d UI:n¡ m LIbra 
120 , .... " ..... u¡ ... (ld ... . ¡ .. ,,"'. o.,"""'y). A "' ........... Y 
ANOVA fP < O.~11/o'aIl pcrfom ll"ll lO !klenrJne lile 
dt1!er.:lliXl ,~ Lhc nl.tn' lIc, ot e~ lI . ",Lh WI::tt:d 
''''''l,holoeir. hy '''''' ;nll.,l""n,¡"", ~ •• ")"< in ' ]II!,l' CJlk: 

Propkllum lodlde P.,.m •• bIIUy I\n .v 
~Imr lei ot jt~J IJ,J 01 bJ'I:.C elJ4llI6'J S .\II~· 

1,."a",J 130 11 '011 ) :u rJ U.,,, ... I<...J {w,lhuUl 5-"IF 

Elfecl! cf $lalic MI; <ldcrleld I Oft (pce $7) 

e.q>Os.m.) .. e~ mi ... ro wiLh I lLIfr:ll fIrtlII dium iod d: 
U Orr.¡,'m1. s ud W(I\": f<.lf1ha" lncubat:xl lo.- IOIII ,n ~. 
, t>.lW 1n,,1"""': .. .. '" d .... .1 ..... A •• 1.....;1" ... (u. ... ul 
fOf' edJ. ~lbJil)'. a ~ o( UlIllU~e..t FJ'OC 
UHM:t'I cd..s ...... l:JCllbatal ....,lh U I'A 1r¡1O:¡ 
X_ l OO fu.- S",;" aaJ d, .. , ,,;oo.bed .. dr PB5 t..J 
~to!ip.oo.d .. ME.\I .. ;Lh RN_ <=O",~Jm)\ lI.ht:N 
al I :~. 10 · ... hif;h pupid ... n io.lide " . adrJed CeU 
im..!"" ,.."", ~rnI ''''''t ., f{'f~ .,¡.,;.. ...... ...... ~I 
561 DI:I r. liD 11Il;IjII( SIrn."1I "bit: 11 1!n:I.lhll FIow 
C~Ullrtd .... (EM D Miltip<n. SeJUle. W ... ~ t>JtII ... t"r.' 

a:llllyzcd .. , \JI IUI::.AS Appltreat.m ... ,11 .. <11'1:. ~~",q, 

6.2.64_0 (E.\ID Mj l]¡ ..... ~) 

SlalislicaJ Analys. 

D.111:t ... ~ swli~liclJly .... lyJcJ 1Wn¡ 0 " .;, 
PI-n ""¡-I ... ~ ... ~ .. :~"n 11ft (I'lr; ~ift I. oh, "'nnh~,.,.... • ..." 
MA) . 

RESULTS 

Cell V lllb llt~ Wn Hol "l1 eC"d 

B""au,,, m;Jxne(J~ Ilt Ids ~lIc, ul ff~ r~n l Pt'VJI~rLk", 

o( cell bchn,~o ,. " ., e"lulllcd ",t1elner SMf' e (pQ/i~ 
c""'f"""mi<. .. 1 "'",'~ci,, 1 crll 1:1""'1" .... vi"I>,I;,)' lo)' 

comP"riO;! SMF. (J~:tlt'tl :.lId UIllre-.o ..,<I '-·..,na ("';11.­
OUI 5MF). Cd~ ~polt'd 10 SMFI of ~protom.lld)' 
'h m' l grcw and formal rolanlQl litm,lorly 10 the 
""', ..... ~I n. 1 ,,.-:11 ... " 'rL.-.Ii"j', 110;1' ,,,",1 ,~<'V ,y ~ ", I 
"¡:.bJit) "e~ UII;dT«\ed (Pi\/. JA MOO D). 

Auloaggreoalon Oeereased AIMf SMf 
Tr-'-'" 

W e .. ~ ir:_cd In ti'lrUl~ L;e efft(U IhIlI 
c~ .... ror.: In m''t"''''ic r ... ',,", of YIt'Y'''t ",,,,, ... 1 .. , haol 
<JlI ~.u nl""J!J:~¡':al:on d EPEC ..,.oIin E1.l41'69. 11 
Jur; bem n'ponrod IkII Lhr oJlUatl IkrlEiti~ cf Crell 
511Sp~0IIS oI .. IIlI')~;r.;"'vc WIIb ..m:1<l:d!d1o 
... "' ...... ~ ..n."""&o""" lik.-l)' , .... In ,..,1I ,1 >p:n<wl 
We (""nd rtw !he l Pt.J;l.ll1m!Won JJi lA:: E2J48i69 
Slra!n ex¡)OS<'d 10 SMFi el ~J. 101 .... 40h'lT 
cb: • .ao.cd "" ... ..,.", ... 11,. nVM" IÚ",. ~"""r: ..... 1 .... lo 
SMF U:llreatro c.U" (F,,t. 4). Sh1F, of 107 ...... 
400mT rt l'tJlII:d \ .. at loo,¡:re¡:uuoo 1:Jdea.es bdow 
Ih.1I " r ti", """'·a.'U"V",,", 1I n 1111 "",0 .. . ,Iir. i n mi .. 
uf eAl'O'u,-" (1 .8 ¡mJ 2, rnc~,¡ ",,1)'). 

Pre\'iowI WOI'", h:IIJ lhoWII lhul ,ulOa¡~.., ... lion 
d:p::rub On lhe DI'I' op...ron w nlJi nro .... , (hill lbc 
f',t, f' pl il'm·,1 <W ." "'\~ vi ,,,lrnl f ¡",-.J,' " ~. i",, 

l Bk\le, ~ :ti . Iml, We ncx, d~"terml ne.J ",ho,:lhf., 
lhe Et\F pl a.~m 'd h:.d u rob In (he d~'C,.,~$ed 

.II,"-'t'Z: .... !:o",r.n rn"'l r .. ",] I>y ,h~ SM f1 "~,'"~r ''' I>y 
ln ~I )'"LillJ! lhe plusm iu.~u rtJ ,t,..d ll II'EPl O. ~u 
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Fi9. 3. ElIoct 01 S~F al d¡II,..".., ",,,,,,,,h. ~n . il.bJ 1)o 01 S'EC E234Si69 ... p<:>:>ed from O 10 
l h . ('<') Gr>wt~ in 0"'<:3.1 d e""ll)'. (8) COlor,' IOmiiog un t . (C FU). P::; nI. "'O"" en! Ifle rn .... n 
b r 11' ..... i"d_~'" .'''''rlmon .. . .... " orror "aro r.p"''''''' ln g .... n:la'd <1 ..... ",-,10"" 110m 1t .. 
"'''''n . <>f lhe Ihroe ;""""""d","1 ""~r irr",," bydLIPle",,,. 

furth~ r reduction o( lh~ already oon-:l~atJve 
JI'bI'JU "U o tlscrved (lilJtO,a~grc,;a toon . ndc x of 1. '1 
v, . 2.1. 1 ~'l'ttl ¡ .... ly). ,u~)I;~,lillg lha, lh~ SMF 
dfeC! acu; lhrough me EAF pl:l~mid. like ly via BA' 
" . prcss ,on ( Fog. 'l. AOOIOC . ctutractcnstlC of ti1c 
1':2~"¡'¡;";,'1 srr;;;n " ,,,,", P"""'"'''''~' o f • ')lV'. -, 

,,,,,,ell on ,)'<lem (T3SS); mus . v.e "Iso "n:!l ~zoo !he 
in\'ohement of the T3SS-OISf;QC ,.tted. An SMF 
lrc~tmcnt ( IU-/ m'l'/3U mIO) o f !he tJ.~,c.'1 mutant 
( ".¡',,:h li"'Il> ~"' ""Li ,i,y uf (he JIIj "u ....., ,, ... ;. 
produced :l ;imibr reduc tion in ¡he ~Uloog~ re~allon 
IO de. !O lh~t obser.'cd ,n IOC w , ld-t~'pc st ralO 
E234&'69 12_6 n _ 7_;5, r" ,¡n: lI vdy ). , ugl!", t",s 
lh:lt lh~ T3SS ~yslem i~ nol inv o]\'ed ,n aUI~re­
g¡otlOn. 'I he comple mented t.ncN slraon harbonn g li 
rI~<m iil ~~r'T)in ~ ,h~. wil,I-,yl""' "",-N u:n" (p Ar .... <1"N ) 

, 

• • , 
§ 
g , , , , , 
~ 
l _ , 

o 

• • 
--~ ..- "" '""-"" ....... .. ..-, __ "'., "'"'_~,_ .. u. 0'.-, 
• _., ....... , ... "' ....... " .. 0'.-, .---+-..... 

• 
lll'n~ 1m" : 

Fiv ~ o..peró;rce '" rI'[C AutMlIOn'Oa' ion ind .. ¡,\j i Ior 
dillen!nl St.lF " ~$I", H~ m n e<~<>.tn. I':::i nl> <JI flle pIo( 
reprnrent Ire'" fJ lor ttIC" ord ooer.o,,1'II e'r>:nrnorto: "1' 1"P1 
'''' '' ,",_ " " H b .. , ' '' I K~''' ' . ; ''U ,,,,,,,100<,,, ) ...... ~ ... , IH"" 
flle me' n. 

did nol sho" any fign ificam d ,(r"rence Wilh respecl 
lO !he ,,·,kI -typo;; 'Ilnm. coofinnlOg that IOC '13SS 
d,-"" ,,01 p.." in l"'k i" :rulUa¡¡!!'~!9'liu" (Fig. 3)_ 

Eflec t 01 SMF o n EPEC Adherenc c 

Thr . .,1I,creo""" _,<.w ... ,<,,!te.1 in ",,,,Iir" .. ,,i,,,, ,, 
after expo>ur~ lo SMF. -'fh< prep"ntion, uf SMF_ 
untr e:l.letl ~I l~ showed tvpicaJ b:Je le ri al Clu~leN fonn­
' ''K nucrocolomcs or locaht.Cd adhcrc·nce (h ¡;. b." ), Jn 
"""ha,l, ' " S\1F_h~~led EPEC El34S169 "''''p]~'' ~'" 
mieroco!oni,, ~ rorme~ by c,,1I eluSI.", di sintegr.ltet!. 
~nd!he boclena werc scattercd (Fog. 61l) , Whm llik,nr; 
ti ", " ';,,n ,.:ulot ,ie, ",tu ""C OU,, 1 jlL d ", SMF_ulIlreakd 
~l ls . 80% showw Iypi ::al ag~re:;:¡'I~ S of local il.l'd 

~ 
O 
O 

• ¡ 

Fig. ~. Ellott '" 1Q,,,1 _ tr ... ", o," 00 di~"'nt .pa; 
"rain. (E 23<&l39~ .f'E FJO (E2 3<8 '~9 pla<ntd ",,",- .~ 

¡:2348fG9 ~~1dI, r23<8 'GS (pAl:e.cur. and 11 0101. Dar> ",po 
~I'II auWI99~a,ion ird"" (".11 Ior lt reo "d "~rdont 
e, ,,,,,,,,,,,nto ty "",lcale, ",t n Crror b'''' n>proool'llm9 
""."," ,"" .... 11,,, ,, 1"",. ti ... lO'''' ''' ' P ,- OM ,,;Ih HF! ' m 
" ,~ " o.y,¡ """" ,,he . lra.n wiflloLll SMF. 

'" auiño",,~·P~;;" ~I HL 
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FiQ. 3. ElIoct <>1 S~F 01 dill<rer-t "'''''!rh. o" .i~bJ t)o el S'EC EZUS ,69 ""~ 110m O 10 
1 h. ('<') Gr>wt~ ,n o""cal ~ .""II)'. (8) COlor¡' IOrmi"ll un t. (CFU). P::inl. """,.orn \ho "' .... n 
lor 11", .... i"d_~", •• ,..rlmon" . .... " orror "ar~ r~p", .. "'lng .... nja'd 4 ....... '10"" lrom 1t" 
m""n. of lhe t!'roe irocepend"m' e><perirrenl' bydLOplc"',," 

furth~ r reductioo O( lh~ airead)' oon-:l~e¡;alive 
Jl'b1'3U "a, ot),;crvcd (¡¡ uloa~¡;rc &a llOn . ndcx of LO¡ 
'1> . 2.1 . r~ .ptt(; .... ly). ,u~K~,lj,,~ ~ I "l lh" SMF 
dfecl acL~ lltrough Ihe E.o\1' pla~mid. lik~l y ví a BFP 
c' pn:ss,on ( Fig. 'l. Anothcr chlltactcnshc 01" !he 
r.2~>4IV'{,'l ,',";n '.' I~ r=«:""". or • 'n'"' \ 
,eneilon ' )'<lem (T3SS); mus. ,,~ "1'0 :m:!l}ZOO tlk 
;n\'ohemem of !he DSS-:!S¡¡QC,,,too. An SMF 
Irc:Jlmcnl ( 11rI mT:JU mln) o f Ihc fJ.~'<C.'Y mutam 
(wh .. :h li",i" ~"' aLli,; ,y uf [he fIIjen.....,,, .,) 
produced :l >imibr redu:lion in ¡he ~u loog~re~a lLoo 
IOdex lü lh~l oo3<T\'cd lO lhe w , ld-l~pC SimIO 
E234Si69 12_6 n_ 7_,5, '~' I",cllvdy ) . • u!!g<',lllll! 
lh:!l lh~ n ss ~~Hem i~ oo! involvoo ,n aU lO3Q:re­
gallOn. 'I he comp:cmcntcd f:.escN Slram harbonn g 11 
p!;,_<m;i! carry¡n~ Ih~. ",;111-1)"1'" " . .,.N ~<: (pAr .... <rN) 

, 

• , 
o 

• • 
-.- ~..- "","' ...... ., " ...... ,',-, --- .,., ..... '""'-"'-.. "' .... _" 
.. _ . , "'"'-,.,.. "' .... · ..... N "..- . . ... ,-.,-

l,m: [m" : 

FiII ~ o..J>eI"M<C<! '" rPl:C Aut""g~dtion Ind" ¡Al! lor 
dilleren' S,"F -'''''''' $ 1" H~ m n &xpo.tn. l'oi"l> o/.Ile ""'t 
,eprnrenl ... " ... (J torttrr e ordOlle"""'" ",¡><nmo.-t: "1' ."", 
''-'''' w,1 ,." " ,,,,,, , .. ,~~'"',.,"U ''''"e!.",t ,10-.;.;,; .. . , r""" 
th me..,. 

di<! MI. sho" any f.i~nifican. dlff",enoe ",i lh respecl 
lO !.he .... 'kI·typc >tramo coohnmng I.ha! lk '1 3SS 
<Iox, uOl p;m;c ' )lilk . ;u :wlua~~'q~"I;LOu (Fig. 5)_ 

Eflect 01 SMF on EPEC Adherencc 

Th<: ", I lr.:rc"'~, . _'"",, ,,"-<ulted in m",li r""ori.'n< 
:dter .xpo<ur~ lo SMF. 'n.., pr~p:tr"tilln> uf SMF· 
untrealffl oe ll/, showffi L"pica] b:!c luial CIUSl~~ fonn­
,nh nucrocolomc·s 01 locabz.cd adhro:·nc<: Ih¡;-. bAlo In 
WIIlJa,L, ;u $:\1F_lJ calrt! EPEC E234&169 _" iluple" d ie 

microco!ooi~~ fo~d by c~1I cl u sl~r> di _'\integrJ~d. 
IllId!.he bOC(cf!¡1 wcrc sctlUcrcd (F,g. 61l). WhCll tak,ng 
ti ... lI ,;" ,u<:uIocJ;'" illw "':c OulIl jI! ~IC $MF,w LI'''"lell 
~l ls. SO'X showed I~pi::al a¡!~re[l:lle s of localited 

.-
I 

, -1 e 

8 •• 
O • O 

• , 
,¡ 
" 1!! 
< 

F;g. ~, Elloct <>1 lQl nT _ tre"'", O" on "'''''''''n' EPa; 
..... In. (E23<&I~~ .f>EP:lO (E23<8fM plaonLd mL,,'-'~ 

,,2348169 ~~;dl, E23<8 'G!l (pAE,,~oUl. and IIDlO1. lid .. re". 
"""'''' a utO"'l9r1l1; a'",n ird"" ("J, lo, thee Ind . ¡>ordent 
!».pOnm"",o by ""'lc"t", do Crro, b'''' repraoo"'on9 
"".","1 ,!"' .... """ 1,,,,,, 11 ", ""',"" ' P <- OO~ .. ;oh H'I ' m 
,, ~ "' O_Y.) ~"u>t"~ ,t,a,n wilhoLJI SMF, 



56 

 

EffaCl C a l S1 31i<: ~13gne1ic " ¡e l<16 on EPEC S7S 

F;~ ~ FPFr. F?:'I<lR iftQ foF l'_~ , .... ~JI .. , .. ·"" .''''1 ,,~ h . ,. 1 "';10" . ·a7,.¡r ~F " ~. , ,. .. I 
( ~ l""".~1'>C IIoChIororce pa"",n ('"""'" ,h<>win~ rni<rt«>l"ri"") ir EPEC ;:2140,69 n<>I 
,,"p"OCd ' o SM'. ¡II) M:>df:c,,' "," ot bc"ilzcd ,,~heror"" portle, n (''''''''' oh .... ;nQ .oatt,.." d 
oa"",~a) in EFEC E n <. ' iIIIl SIJF ''''a'','' ¡-Ol x). Repr<o<ontat." . ' ~"' O 01 , .. u irldop&"".'" 
""1"". ""' .. " .. .. , ... I ',!" I" I"·"" '" 

~dhereoc~ . "h i (~ in m~ SMF_lr~ "ted b:iCl~n a. o nl}' 
-Hl% exh iblted mieroco!on:~s. 

Tr"IInsmi •• ion E"'c lm n Mic, oscopy 

To d~l~rmin~ wheth~r SYlF trt'alm~m oould toe 
h~oclatcd wllh altcratlOns 10 the badmal ocll suIface, 
lhe (·d l. "'~, ~ "'LotIy«J 1»' d",-h ... " h a"""i" .u" 
mi ~TO¡¡OOpy unJer lwo eonditioru; : (i) imm"di:!!d}' 
lÚter 30 min SMF Irelltmenl: md (ii) whoo !he 
f'Y'" .,¡"", ·,nm,n S\11' Irc-.oi lmml """' fin ish",1 .na 2 h 
JO mino 10 eompl"~ 3 h 10ul. und~ r auw:.g¡¡r~ ¡;altOl\ 
~s.~ay cooditions [ .... nantha et mI. . 19931. After 30 flÚn 
of S.\1]-, IrCIitm cnt. 8':1' ... of t he cclls (r. ~ ;'57 ) ~ howro 
otI~. , aliu' L' .:J "I''''lU~ "n-d"goc""''' '' ... " [¡.,: ~'-; :.l c·d l 
~Llrfaces. :.lthough ~Imil :.r ah~nti on ; W~ re ob¡;awd 
In !he untrc.'llcd con troL~ In ~pproxl l11litcly ;':i 'k or!he 
Ni.:I,,"" . ""hi l~, lh<-, ['''"['1"1<" ..... _< r. f Ih~_"" cdl< I" • .,~ ",I 

lIOrrn;¡l Mi~To¡¡raph "n:.l~, i , reve-dleJ lh:!! un uealro 
~lT ain 8343/69 had nO morpholo, icul modi rlCaIlOO~ . 
• n,1 11.< ",""",l-r.1n~ •• ,,~, ... , , nl;i~1 l r~&. -;A .n,1 11 ), 

.... h~r"".J.< in SMF_lf,,".!l<:d b:Jc l~ rü. d ... k are"" ",imin 
th~ ceHs ~r~ ~bund:l.nt . ~ug~~sting lh:!t an alteralloo 
to!he ooclCn a occurred (bg. 7C and U). Obscrntloo 
.:J 11", !'-q'" " liu L'" af "' , a 3 h ,'-"'-'U',~, Y 1"" iuJ , 1..,,,,.,,,1 
lh~t both umr~ated (Fig. 7 E and F) and SMF-uealoo 
(h g. 7 U and HI cd l ~ tllid nOrTnli( morpholo~lCs. 

M .. mb .. m .. P" r "",abilil~ 

Increa;ed ceH p.l1Tlt'abili ly has ben ob';"r\'w in 
r. r~"' - f""''' l i~~, ~.dl, ~-"f""'"",t Ir. ;in I Hr.l l l d "",m­
m"gn~lic fi"ld l Ngu ~en ~ l al. 2015]. Therefore. we 
.... ere i n1ere ~ted lo d~l~ rmine "h~mu SMF trealm~m 
coul d ro::.,ult In ~ Iml bir chan ,,-cs. c.,pccllilly altcr 
u1''''' VI ''!> " vW f'C'liu' L' i" c·dl " LUlI'I .., lu~y afk ' 
.1-0 min of SFM e xposur~. The incub:illon of E23·IS':69 
(cus ""m propodlUm 100](1.: aftcr SMJ-' lrCalm ~nl 

ful lo..-.-d by " 31)", ,, , f""U'~ ' ~ did ,..,1 ,hu", <·d l 

e 

Fig. r. EIOe,on tra""mi .. iOn rrlcroo<»py or SM' tna1O<l and 
, . ,k~. '", 1 FPFr. F:>:14.Y!'Q. , ~a"; ,, ," ',1 . ro.., , .... , .,.. ~ 1 .. , •• 1 
01 3 ~ ("', 8 ) :lO ",in GOntr<>1. (e, Di :lOm:n .. ilh \(17 ~ 5"F 
t,"lm' r!; n'. F) 3h "onl,.,1; ~nd (e. HI otte , t~ ," ,,",'ery 
po,<><I <>1 lh. R<p' . ... "' a' """ "''''P'''' or 1WO indOp<trd<tnt 
",ul" bj :lu pllca"'. 

EffOCI& 01 SIMio M3gn.lie " ¡eklt; on EPEC ~7S 

F;<J n FPFr. F?:'IUliM f'Fp., ,.,b " '11 . .... ' ''' "'-"'1 " ,l. ~, . I ,.; ... . 'nl ,,'" ~F I ,~.I" .. , 
I~) Loo"" t "" /oC ""rer"" pa,,"rn (",.".,.." showin;¡ miaocolo"",,) ir EPEC "-2348169 no! 
""PO'lC~ 'o SM'. ,11) MOd l :=''''n oT be:rl"",~ "~h<>rI)<'CC p:rtlorn (l""""" o~"," .n9 ~:;;;llt""'d 

OaClOrla) In EFE~ E n 4. 'iIi SIIF , .... a,O<j ,;·Ol x ). R4tpr<lS&ntal.'''' ' '''0' . C¡/ Ihru Iri<l"""""o", 
"", .... , ,"'o, "" h, ... , ,O)' ""IJ·C. tM 

1dhereoce. "hi le in !he SMF·lre"led b:iClen a. only 
.J.O % exhibltw mieroool...,n,M. 

Tr1\nsmiuion E"'clmn Microscopy 

To determine whelher S-"1F uuun~nl oould be 
a,soc,aled Wlth al!t rnhOnS !o !he b.a.CL'"rlw oclJ sun /ICe. 
,11" "~II, "'~,~ "".Jy«J 1»' d",-,IO" u,ll""¡i .... ,,.¡ 
micro»oopy un,Jo,r two cond itio"", (i) immedi:llely 
lÚter 30 min SMF !r...l11m~nl' md (ii) wherl !be 
('Yt"·" o,,< ·rOmín S\11' ,,",Mm,,,,' ",'", ¡¡n lshn¡ .fla 2 h 
JO min o lO eompl~ 3 h 'o tal. under :,ulOO¡¡¡;re¡;auoo 
a'lSay condi!ions [1\m1l11ha el 11. . 19')3[. Afie. 3O mi~ 
01 S _VII' trClilrncnl. ~':I';{, 01 lhe ccJl~ (ro = ,57 ) ~ howro 
.Jle-ta,iU'L' <:1 '-'I¡¡''lu~ '" ' -d")!"IIl"" l> Uf' b' •. :ler i:.! ,'dI 
~lJffaC<' s. :.!though ~lInil:lr al ler ~ti on> were ob l'...-n-'oo 
,n !he unlrca!t d control, In lpprox,ffi¡jldy ,Yk 01 !he 
"',,: ,.-:ri~ , ",-hil" ,h" l'''''I'Ir"",-, n f thc..<.'O "d!., h ,kn-1 
1IOrm:J1. MicTo¡¡r:Jph :m:.!~,i < re~""led ,h:ll Un lr~aled 
~lTain EB48i69 had nO morpholo¡:icul modiflCa!lom, 
.ni! H_. m::ort]--r.,n~.' "',,', rn",~' lr' g. ,A .ni! nI. 
",her":J' in SMF·,,<.",¡tOO b:!e lerü. dMk :.re"" ",ilhin 
lh~ cell~ ""'re ~bund::rnl. ~u g~e~ling lh:!! an alleralloo 
10 !he ooelCn~ occunul 11'11;. 'le :md U). ObscrnUoo 
<:1,]", f-'.ep" ~lio,,,, af le , a 3 Ir ",,;u ',~r y "",' iuJ , l",,,,..,j 
lh~l bo!h umreated fFig. 7 E :md F ) and SMF-Ir~alOO 
lhg 7 (j.nd HI edl.~ turd norma] morpho]o~lCs. 

M"mb ra n .. pg r"",abili!~ 

ln=ased ceH penneabili ly ha, been ob,;"r"w i~ 
r. ram ' l"'" ti~" ~_d), ~"'l"'"",t ,n "n lHr.117 clt:crm· 
m"gnelie fielrl lN~u~en el :JI.. 2015]. Therdul'<'. wt' 

were inler~&ted 10 determine "h~!her SMF !realm~nl 
coul:l rc.<ull In "mllar ch:mk'CS. c.~-pccllljJy aHer 
u1"~' .II '~ ll ooi rt<',liu,,,, ill "dI ,,,'" pl",lu¡¡y afie, 
30 min of SFlrI eX¡l(>I>ure, TIte incubatioo of E23·18:69 
cdls ",!h pro]lld,um I1xhdc al!er SMI' lrcalrn:m 
fullo..-<"d by " JO"," , f,-""m~. , ~ Jid ' '''' ,hu", ,",-,,11 

e 

Fi\j. l. El<>c'Jon trat1$mi .. lon rrl<m<COf'1 oT SM' 1r"OalOd an<l 
, . ,"~. , ,,,I I'PFr. F'~nll'q ~ t :;n H;" '" d . r .... , , .... .,., .. ~ ,,,,, •• 1 
"' 3 ~ 1 .... 8) 30 rrin ,",,"'r<lI. (C, Di 3() m n .. ilh 1(17 ri" 3 .. F 
' reo/mer!: (E. F) 3h contrcl; and le. HI ""or l~ rec",'ery 
P<lr <>d 01 l~ . R<pre..:n'a"'" ",,,,,,,,.01,,,,,, 1n~ .p",ÓI>nt 

... a)/' I>j (lupll<a"'_ 
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S11i Quiiionec-Peri a eta l. 

p"rm"abihIY alt~ r altom :L< an:!! ~:red by 110 .... cywrn. 
etry. eompllred ","ith lhe p"nTIeabilily posili\·e conlrol 
of lhe E2J41116'i >lmln lneub~lCd ",·,lh U.I 'k I"n lon 
x_ 100 (Jala ' .... 1 ,.¡ 'U" ,,) 

CISCUSSION 

EPEC i, =pon¡;ib le for c",e, of diarrh "-d in 
eh ildroo: adh~ion is n key e,·en l in lhe pa.lho~~ne si s 
of IlIi< h .. t~,ri"m , 1" th i. "or\; . th~, dl<:<"J, <lf ~,' f""''' ''& 

lh" EPEC >!rain E2J48167 lO diff~rem int""m;", of 
lll1 SMF were evallJOlled. Sorne ~ludies hu,'e reportoo 
lh~lln::"'lm"n l w,lh lo,,' clCClrorn;;gnctlC licld inlcr\s,· 
líe, fUI ,hu, 1 1"" iu,1. Jct: ,."a,.."J lhe ,iaLi]i ly oC ('(c" la;" 
b:Je lerú 1 Fojl e l a l. . 2001 l. In our ;! ud y. u pollure lO 
SMI's of ':14 ~nd % m'l ' lor 3Um",. cooo,hons undcr 
... h ":h lhe A l u",- ,,,",',,<1, d i,] "u l "ff,,('{ EPEC 
E2348i69 ~ , abili ly. 

The fr.;l slep in EPEC udherena inYOlve s !he 
~" I""'"A<i..,n of pl""miil_h'nI~, I'.AI' ~,nc< ~nc",h n& 

BFP. a ' "1 of pili lhal ime ",.:unnecl lh" bOClerta and 
fonn autoog¡:rt'¡pIOO flÚeroco!oo ie s. Di fferem :WlhOls 
h:i~~ ""'1~,1 lk i "'I"'"'rt~ ""~, ,.,r EPI'. " rt"" t-l1'1Y'h"" 
:tl1d lheir locali,.e,J "'¡¡""mee lo epilh~ I i:. 1 cell , for 
viru lence [Giron el al ,. 1991. 1993: Blanl aoo 
J)()n ncnbcr[!. 2001; Mcll ,(:8 el al ,. 2IJUIJ. ' Ihe !'Coooo 
""p .. ~ , ....... " a. i"I;" Lal<.'" .....n,,,,io,, a,,,l ,-,,:CUI> 
bel"""" lbe OOe lert Um :tl1d hU;1 ed l l Vuopio.\"~rki'" 

Ill1d Sehoolnt ~. 1<)9 1]. The ~e ne s thül ha\'e beoo 
i mpli~.oi t~,1 in rhi< ryP'" " f ., l h~ •• Ífm o"', 1 ...... .oi liu,l ,.,n lho-, 
LEE pa!ho¡;e nic it)' i¡¡J :tl1d , [n this .... orl;. treat"'-"'nt of 
lh~ EPEC E2348169 slmin al diffe re nl ll rne:l 000 SMF 
intm"t;".< ~lt",,",1 rh~, I~" ,d< ,.,r h.;;~lm,,1 o" t"" ru"',Z;;· 
lion. Modi6""li on of !he local ,za] adh~r~r<:e ¡un"", 
lO ]-I Ep-2 eell~ OO'as ul-;o found . wilh udherenl ba:: li'nn 

obser.'cd ycl !lC.lillCrcd O"t'c r thc ccl l ~nd " ',lhoUl !he 
r..,rm., i"" of mir, ........ ..,I,.,.,;,..<. which " """,.,.",1 11\ ;; 

<lI\li l:or p:.lkTn lO l~ d ,ffu.'it:d "'¡¡""mee . The ob"",wd 
effe<: l sho ws a simi]¡¡r hella,'ior ~ sho wn hy EPEC 
<" .. n. rh . t , i<; nN h • ..-, th~, 1'."'1' pl .,,"~L "hi,.h 
are." d"""rired a, alypi~ol ~nl",op:.lhol!mic E. col! 
[Rodri¡ ue s el mI. . 19%]. The panie ' pulÍ oo of BFP in 
Nicr~ri ,,1 int~, ... -"n .... "'h"" ." it ",["t'" lo h<>rh . " t",,&. 
W"'l!alÍon and micro-oolony forrrulion b~' EPEC ha.< 
been described el.;ewlle.e [G irón el al .• 1993]. The 
aulo.!fg:rtagalion áSSJ) o f llr JffiPJU 'Ilr.tin (pEAI'·) 
amI EPEC E2J48169 tn.--.,k"d ",;llt SMF (107 IIIT) 
,11000'00 lbe ,:unt." Al .... ' lhout , igniflC:tl11 differe nces in 
e illler ~Imin. sug¡eslin¡: lhul lre¡¡lmOOl "ilh SYlF oould 
ho- ",["t",1 1<> RW ~" I""'"A<i..,n. A ['YI" ~ i", ,, ""Iy h y J , 
~ t al [2009] rep<rtro thal wh~ n peñ onning ~ TM E 
Ill1l1lysis afia lre :t.men l o f n non-pulho¡e nic E col, 
<" .. " ",irh h'gh i,1t~,,,.iri,,, ,~. SMI' (4'iOmT). Iht." 
' lJI'fac~ of lhe bact"'ü ","a, modifted. , howinl! r uplu"" 

Ú1:il occurrm prin~; p~ll y al !he -:tIl!"' . In our 'ludy. a 
TYlE llnaly:: is uf/e. 30 min '" SVIF lreatmenl OO' ,lh 
lOi rnT o llhc E'L~8ib9 ~Imtn stlDwoo lh ~ prc'lC,noc of 
"Ibal~-",< u f ¡J", 00<1",',..1 ". f",,~, I~'" ,,-il':illy UIJ ~"' 
OO~<e~ d lhe ba:teri;¡. f imi]¡¡r lo !hose deoc ribOO by Ji 
ct aL [:llJ':,tj. '1'0 dCICnn[\; wIlc!her IOC &m~e "as 
f.o,m 'mmt. ,.,h«T ·rAti" n< " r .... mpl~.< W",,", pcrlmm,·,1 "t 
diff~r~ nl lime, "hÍ<-"h ,hu"eJ lh:!! al ~h :dI'" tre:!! · 
menl . lhe strUClUrt' Of llle bOClern OO':.t.~ r«:overt'd , Th i ~ 

li",lI n& <"!1:"' I' th ,tI ~r"""Sh rh~, SMI' 1 .... tI""',nt 
rooJifi oo m., mIK1 ure of m., boclen ~. :!! tering i l.< AL 
!he ce]] wnlls "'ere nOl diSrupled. To oorrobomte lh is 
obscrnlion. ~ pcm,c.abi lily tc\1 OO' .. ~ pert"ttmcd ... ,lh 
P' ''I'Íf], u," ;od;Jt- [Ngu )"", , 1 "J ,. 201 S] afl<.'"" l,,,:!!n,,,,,l 
with 107 mT for 30 mino lh~ re su lt; of OO'hieh ~how 
Ú1:il pcrmcab,lo ly 10 Ihe dyc d d 001 mttCa!IC comp:lr'Cd 
tu lh:!! uf a IJ w,~~aled " ,,"' , (U~ta "ut ,hu",, ), 11",,,,, 
,,",ull>: , ug¡;e>l lh:!! ob>en-"t:d ~her~,on, in ti-... mor· 
pholol:)' of lhe SMF-treuled E2348:69 Slr ai n eou ld be 
, "t~rprd",1 ;; < ;; """ I" n,<" 1<> " ... S'. lriW",1I lIy th~, 
df<:et< of !h~ SMF trealmenl Ú1:il m~)' a~li ,a", ~..,""i n 

)Íl:Mlin¡: pulhw~y~. Dl ferool ~n lerobttele ria. i Il::ludin¡ 
r: mli. hw,-" ,1t-~d"P"-"'l ,I .n",,-rnr "",&,,IM"'r¡ <y<tcm < 
Ú1:il aDo,,' lh"", t<J del""l and ""'¡und lO exl""':!! 
Sti mu li (pH. t""'pet:lture. osmolalily. elC . '~ .... hieh 
~lIcet lhctr ed l eOli~n gs (cx lcITlliI ¡¡na Inno mem· 
L,a,",,) [Rai ... " 2005]. A" nalll pl<- uf t!ti , lYI'" uf 
,,",pon," lO me", is !h~ CpxRA ,)' ¡¡¡e m. a 1"0-
oompooe nl ~ i¡:MI ICln."iduclion ~y'llem oon.~i~n¡: of a 
' p,A h i,ti , l i n~ km",,", 1 ....,~ t"' l in ,ht- in .... ,r m~ml'r.'iI\~. 

a cywpla,mic Cp-~R r~,poro;~ re¡¡u l:rllo.r and Cp~P 
occessory re~u llltor lhlll llrt' presenl in lhe pe r.pI:r: rn:c 
'P'<:<". ('1'" ' '1;"latc_< lho-, e>['YI"_" 'M "r ,lil1m,nt 
surf1<:e pruteim of !he bocl~ria. ioc ludin!! llal!ella. 
;ecretioo ~y::tem'l. md píli. ~1l of "hicl1 are importllnl 
fOl IOC pulhog<'n:U o f mocroor,;"ntSmS [V01.1 ct ¡¡l. . 
i ()] O]. Who-,n I'PI'r i< ~.ri"'ni ', i nz: rh<-, ]-0,,, ull, th~, 

le,'e l o f Cp' ocliv"y i, 1",,'. whieh pronule, BFP 
» ' ntheSt ~ und aulo~¡:~re ¡:ulÍ on evenlS. l-toOO'e\'er. dur­
' ''g ·tre", ' p' . '-" " tr >< inc1<"-<l' n'l. inh it ,rint II I'P 
~xpre",on a, a re:s ull of the repre"ion of BFP 
transcriplÍOn U"""' e el al .• 2012: Rlliv,o. 2014]. One 
hyf<'lho-_<i< ,-",,1,1 ho- Ni",,1 "" lk ""...,...,,1 ml'<¡,r",~· 

!ton, on m., sur b "" o f !he EPEC E23-1&'69 mai n. 
resu l l i n ~ from aH Slr.,,;s. wh icl1 netlV ~tes n ,:er.;or 
membranc. The cffect oC :tl1 SM r highcr!h<ll1 5 T foc 
I h <"".J ' ,,\UJify lh" """u"wry ,1I ",-luf~ uf E ",.Ji 
prot";n, [Sh~ el al.. 2009]. In eomra>l . in a 'l.Jd)' .... ' lh 
a similar SMF lreatmenl used in OUr ","ock. Polenza 
M al [ i1M14] 'q..-.,r.1 th ,tI , ,,,.h • ' .... 'tm~,"t inll"u,1 
change ' in E co!i gene npr" ",ion. ".,., oo,",v:llion, 
of She el ul. [2009] un d Polert:l.ll el [JI. [2004J 'lI.Ipport 
,,'" hYr""h~.<i < rh., lho-, , ,... .... ,"'" 11\ mnnrw-~rr, "'''',m­
ocliv"y d"" lO e fb.1 of lhe SMF l",at"'-"'nt leads lo 
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I"'rm""billl~ alu,rlllOru :Il< an:!l~za1 by no .... c~wrn. 
etry. complr~d ",ilh Ihe permeabilily positive conlrol 
01 Ihc E1J"¡II.'b'J >lram mcub~lcd , ... Ih U.I '1, I"n loo 
X_ 100 (wla lIul ,,¡ LU" (1). 

CISCUSSION 

EPEC i, ""'I""n<ible rO. c .. e, or diarrh.a in 
eh iklr",,: adh",;:ion i~ Il key .wenl in Ihe pa.lhog<;nI'~i s 

1"1 IlIi, 1I'''.k",rillm. In Ih i, ""'"" . th" dl""t, " f ~., I"'" n¡¡ 
Ih" EPEC >Unn E2J48167 lO d iff~r~nl inl"""';'" uf 
lIll SMF ",ere enllJllled. Som" $Iudies 1"11-"1' reportoo 
Ih:ll tn::alm:nt ",ilh I D",' clCClrom.igI1cllc licld inlen .. · 
1 ... , c, .... ,h01I I""iu<1. <h:r"a,.."J Ihe ,iabili 'J of enl"i" 
b:Jcleril [Fojl el al. . 1001[. In OUt '>ludy. expooure 10 
SMFs 01 ':.14 and 'HImT lo, JU.mn. cood,hons under 
... lLit:h Ih~ A l tl"'-l~"'-"'U. <.l i<.l lIul .ffttl EPEC 
E2}48J69 vlabilily. 

llle (r.;l Slql in EPEC udherence im-o]ves !he 
"'[""'" ••. ,i",, or p\;""mi,l-h">m" T'AT' ~ .... _, enc,.,.-[on¡¡ 
BFP. a '"1 uf pi l; Ihal inl<",.::urmecl Ih. b""'len~ and 
fonn alll<la¡;J:I1' ¡::ated microco!ooies. Di ffertm fWthors 
h,w~ nole,l 1"" ;mr .. "T~ rtí"e nf EPT', , "tn"~t1'1>"lL"" 

:rnd Ihei, loc;¡li,.e<.l ~mce 10 epi!helial cell , fu, 
viruJence [Girón el :!l .. 1991. 1993: Blanl ~nd 
Uonrocnbc'1'. ::!OOI: MdhC8 e l aJ .. 2I.1UlJ. '1 he ~coond 
''''p " ~ 'IU"'" a, ¡"I,uLa'" ;tcIlL""km .m.l ,.:eu" 
""1"""" "'" lxic le n urn :rnd hu;I ceH l Vuopio.\"~rkila 
IIlld Schoolml<. I'J")!] . The ~enn tJ\¡¡t h~ve teec1 
''''rli (""''' I~,1 in thi, tyl"" " f .,Ih,-.• i<", ",,", h'A'i l i'~.,1 nn I!Y. 
LEE parno¡;enicily is.l:rnd. In Ihi~ ""orl<. lream..nl of 
Ih" FPEC E2348/6? slmin al differenl 11 m.,,; nnd SMF 
onlm" I;"_, 1111"",1 the 1"..<:1., "f h.;;~I,:r ... l "ul"'J1'f<"'~~' 

lion. Mod; Bcalbn of Ú1<" locah zal adhcr~nc~ ¡un,,", 
lo HEp·2 celli WB'l ul:;o found. wilh udherent ba::terin 
obsc""ed )'el !lClitte<cd O\'cr !he ccll and ",·,lhoul !he 
f"""" liO/1 ...r mic""" .... IM i~_<. whi,h (){T.urral In ~ 

.mlilar I"'u ... n lO "'" d ,ffu.'i<:d :J<Ihc1"m<;~. The ob"",·""¡ 
effocI ~hows J ~imilllr bdla,i or ll5 shown by FPEC 
." .. i". th.1 dn nN h.V<", Ih~. 1'."'1' pl.",, ;'1 "hi"h 
are des.:rib"d a, alypi·:::Jl ~nt,",ol"'lho¡¡enk E. col! 
[Rodri¡:ues el 11. . I')96J. The panic ' plllÍ t~ of BFP in 
h.;;cl~ri"l ;nt"' ... (m .... " I1"" .• " il ,dotl'" 1 .... hoth . "I" .• !>. 
gregalÍOD allll micro-""lon~ forrrnlion by EPEC h:J.< 
Ile~n described ~l:;ewhere [Girón el Ill .• 1993]. lhe 
aultMf¡;r<:agillion l1uay of IIr lffiPJO strain (pEAI'·) 
""d EPEC E2J48169 ~"-.i",d wllh SMF ( 107 ",T) 
,oow,.] me ",me Al .... "houl ,igl1i(",:rn1 dif(=nc"",, in 
ei lher Hmin. ~u~,e!'tin¡:: Ihltt tre¡¡lm""t "ilh S~F oould 
he ,dotl,,1 1" n A' ~., [""'" .... ,i...., . A fY'"~i .. " " <t l.-l y hy J , 
el al [2009] "1'<1""'<1 Úlll' when ¡J<rforming a TME 
Lllllll ysis iJl"ler lm:Dnenl o f n noo · pulho¡;enic E col. 
." .. in with h'gIl ¡nl~.".iti", ,~. SMI' (4,;/1"'T). I!Y. 
SlJ,fac~ of Ihe b~cl",ia wa, modi fle'J • . ,howing r uplu"" 

lhal o<:currnJ princip<lll y al Ihe >:<J~ . In our >ludy . a 
T~E llrlaly~ ~ ufle. 30 min o( S.YD' lreatment ""Ih 
\uj mT ollhc t:23"¡¡';¡b'} ~Irnm st1owod Ih~ pre>c.ntt 01 
albaliu,,, u f ll", w..'1", , ~I >l. f"""". 1" u"'I':!ll y UU d,~ 
ed!,....,.~ d Ihe ba:teria. ~imil:lr lo lho,;e described by Ji 

tt aL !3mJ. To dclCrnJ.r"O; wIlc!her IOC &m~gc "u 
rc<m;mml . """"'rotli" n, ,,( ..... mrl~.< wt":rc ['1<rl,mrr.1 :tI 
dirr~renllim~, "hÍ<-"h shu"eU Ih:<t. al )h aJ"1 .... lr~:!l · 
mento Ihe strU:lure of Ihe blClem ",a.~ rtco~<lI1'd. Thi ~ 

1;",l>n& '''!1:,","I. Ih .tI 1Ih",",&h tne SMT' IIt"_tlrrr.nt 
roo<.lified me m\Jeture of me baclen a, :!llering i l!; A l. 
!he .:el! wnl l~ were 0 01 di;¡ruPled. To oorrobor"Jle Ihi s 
ob",,,,ation . ~ pcrrncabilily 1",1 ... "'-~ pc,ftrrncd ... llh 
P"'I' it.!.u", ic.Jidt-INl!u)"", d "' .. 20! SJ afk"r 1,~:!ln .",1 
wilh 107 mT fOf 30 mino Ih~ re'Wl~ of which ~oow 
tJ\;j1 pcrmca.blbly 10 Ihe dyc dld 001 mcn:as.: comp..-cd 
tu Ih:!l uf ~H w,kc~led ",ai" ( tlal. "u[ "¡ ,u"n). 11.,,,, 
,,,,,ul u; ,u¡;¡;e.<l Ih:1I o¡"'""",d ~her.Ilon, in ti-., mor· 
pholoJ:)' o( Ihe SMF-treuled E2J4¡¡¡69 strain cOU ld be 
onterpr-:t,,1 " , " ""I"'n ... 1,) .<r ..... ~'. lrigU r<:,1 hy th~, 
eff",,1J; uf !he SMF ¡n,atm~nl lhal m~y ~.,"li,~.., ~..,""in 

sign~lin~ plllh .... ~ys. DJt" ,enl ~nlerobucleria. i !l::ludin¡: 
r. mli. hetw; ,r~d~ ,Hf"Tn1t rq;,,1.ltnr¡ <y"tem< 
1h:!I anow Ihem l<J del""l and ""'¡uml lO eXI~rn:!l 

'>limuli (pll. lemper;llure. osmol:llily. eIC.~ wllk h 
~lIcct !hCIf cdl COIi~ngs tcxlcrrllil ana mner mem· 
lJ1allt·.) lRai., .... 2oo5J. A" n.mple uf 11 • • lYI'" ur 
'''''I''''n" lO me.'" is !h~ CpJ;RA ,)·<tem. a 1"0-

component s i~1 Irun."ldlJClion ~y;tem oon.~i~n¡: of 11 

'r.A h i,ti<lin~ I:,n"", I,"'~I",I in rlv in .... ,' ",c",hron~. 
a cytopla.mic Cp.<R re<¡>o,",e re;<u]2lo.:r and Cp~P 
OCCe::s!l1) re~u llltor !hal are p'esot'nl in !he per. pI~m:c 

<p.l""r.. ('1" ''"E"late., lIT. "'fY'".' ''''''' n ( d;I1",,".nt 
surh"" pruteÍns of Iht bacleria, ir<:ludinl/ lIageUa. 
secretioo sy:;lem';. llrld pi Ii. llll of "hich Llfe impoIlllnl 
fOl l OC [lIlthogcn;.lu o f ffilCroorglim <ms [\"ogt el 111.. 
20111]. WlT.n T'PI'r t< ~nnn",nr: tlv. h)<t ",.11<. Ih~, 

I~vel of Cp~ acli~"y i, 1"",'. which promole, BFP 
.,;yntllu:s und ""lo~~~ .. e¡:;lÚoD e~en l.'l . lIow"\"e ' . duro 
ing , t,,"," . ' 1" . '.In . ly " ;n~ .... ~"n· l. inhr. ·ting IlI'P 
~xpre, <:on a, a res ull or ti-., repre"ion of BFP 
lr.U\ ........ ptíon [I-k1"' e el Ill .• 1012: Rlli~,o. 2014]. Orle 
hy¡...-.t!Y.,i< ,":(,,,111 he 1>;, ,,,,1 "" 1m, M«7"><,,1 "" ... hr",~ · 

110m on the sur r~·"" o r rne EPEC E2J..18169 ",ain. 
,~ul ling from aH str.,¡;;¡. which nctlV ules n ~~, 
membrnnc. The cffca Of ;u1 SMr highcr tIwl5T fo. 
I lL Cm lHuJify Ih .... j.<w"wry .UU<.luf~ uf E ... Ji 
protein, [She el al .. 2009J. In comra". in " 'I.ld)· .... ilh 
U . imil", SMF Ireal.menl U.>OO in our w«k. PoI~ "".Il 
el al l "~l4J ""p.~rrd Ih .tI ."c.h " tr~.illm~.nt ¡n,lu.-r,1 
ch:mgr;e> in E coN gr;en" e~pre<.,iun. TIr oo","":!lio", 
of She el u!. [2009J und PolelCla el u!. [2004J _"'-pport 
," " h)'("'lh~_,i < th., I!Y. , .... "'_,<1" In ",,,,,,hora,,,, ",n,m 
""'livilV d"" [O .-IT<"<.1 or !he SMF 1I"am..nl leads lO 
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<h·lea,..,,] tÁp' ..... ',,¡OIl .:J , ,,.rae, ,~unul"", p","¡Lly 
,ncluding BFP. 

COtfCLUSIONS 

The EPEC <tu i,,< ... ~ :illloog the princ ipal 
~oots us'lúC iated wi th th~ etiolo\:y of diarrhea in 
,.h ,ldrc:n, m;; inl y in , 1~. ,d"P , n& '-" IIn , ri~.<. ..,.".. dfffl 
of :tl1 SMF ( 107 rnT) on !he EPEC >tui" E23-1S169 
decreuetl autou~ ~,el:'ltion mtes of !he bucterium. 
"hm"t Ih~. 1,...-"li,.. .. 1 ;;,Ih=n'~. I"'n~.m . ",1 """lify_ 
"'g tI", ir ,n"",I""-,,,." , louLl", ,,,,. TI ,e UL"' L,ed d f"" t 
did OOt mod ,fy lile v,ability of lile ba::teria, aod 
lhe nte,n;¡l structLlre w:.r.~ rt'c overed by 3 h ufter 
1t~-"lmmL Thc.'" .... _,,,ll< ' " ¡:z<".<r Ih~. p",,' ih i lily Ih o' 
SMF lJeatrn~ nl on EPEC E234S/67 m1.y actrvate 
!IO m~ of the st,e s.~ ;;fnso,." of !he bacte ria , v. hi :h 
m,,,lif)" Ih~. ~.' r="<i"" p,ofil, ..... r &<". ,,~.< ,~I:tI,,1 1" 
u. :><Iht,e nc e p rllJ""ti"". 
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CONCLUSIONS 

The EPEC m ain. lHe :nnoog l~ principal 
a¡,::enLS llS5OCialt'd with th~ eti olo~y of dinrrhea in 
d ·" I,I,," n. m¡o; ;n ly ;n n" .. :I"P,n¡¡ ~"", m r ri ~_, . TIr. ~ff""l 
of :tl1 SMF ( 10"7 mT) on !he EP EC <lr"ai~ E23-1Slo!l9 
decrt' as ed au toug ~'Te::utioo M e> of !he ooc tmum. 
ah"';"g lh" l .... ..aJi",1 ~,Ih=n l"" [l"r l<:m . ",1 rrw;,lify' 
"'11 tI ",.;r "",,,,I~ "" Le ,hu~lu",.". Tl,~ uL",,, ,,J ¿f<x1 
did 001 moo, fy lile v,a bi lil}" of lile ba::teri a. and 
lhe nt~ 'l\ül ~tructure wa.~ rt'c o"",ed by 3h uf ter 
lU " lmen l. Th c.' ~' "".,,,11, XII!:..","." lhc. p,,",,\h;I;IY lh.1 
SMF IT"alm~ ~1 on EPEC E:!348J67 may acUvale 
!Wm ~ of the SITe~ .'lenSOrs of !he bacte ri a . v. hich 
m"'Iif)' lh~. "' 1'''"''';'''' pmf;k.' flf !,..,,,~_< ,d. ,I",1 1.., 
,IS :idht,enc~ p rupenb •. 
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