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RESUMEN

Las enfermedades infecciosas cada vez son mas dificiles de combatir por lo que se
requieren de nuevos métodos alternativos. El objetivo del presente trabajo fue determinar el
efecto de los campos electromagnéticos (CEM) sobre la formacion de biopelicula y
crecimiento de bacterias productoras de caries. Para ello se construyé una bobina de
Helmholtz que genera intensidades de CEM de 1 mT a 18 mT con frecuencia que oscild
entre 10 Hz hasta 10 kHz y tiempos de exposicion del seg. a 36 horas. Como
microorganismo fue utilizado para estandarizar las condiciones del CEM la cepa 1654 de
S.aureus aislada de un paciente con oftalmia. Una vez estandarizadas las condiciones de
aplicacion de CEM se aislaron bacterias de pacientes con caries. La presencia de
biopelicula se determind sembrando las bacterias en agar BHI con rojo congo, Yy el
crecimiento de las mismas se determind en caldo nutritivo, registrando la curva de
crecimiento mediante la absorbancia del medio; y a nivel celular se registro la variacién de
elementos en la superficie de las bacterias mediante microscopia electrénica de barrido. Los
resultados indicaron eliminacion de biopeliculay retraso en el crecimiento de bacterias, de
S. aureus como de bacterias productoras de caries, lo cual se alcanzd a una intensidad
magnética de 18 mT, 3 A y 10 kHz. De igual manera se observo que para el caso de S.
aureusse presenta una movilizacion de fierro, calcio y sodio cuando se aplican los CEM. Lo
anterior permite concluir que los CEM son una nueva alternativa de control de crecimiento

de microorganismos productores de caries.
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ABSTRACT

The infectious diseases are more difficult to fight each time that’s why it is needed new
alternative methods. The aim of this work was to determine the effect of the
electromagnetic fields (CEM) in the formation of biofilm and growth of bacteria producer
of tooth decay.

For this reason, it was built a coil that generates CEM strength from 1 to 18mT with a
frequency ranged from 10 Hz to 10 kHz and exposure time between 1 second to 36 hours;
and as a test microorganism, the strain 1654 of S. aureusisolated from a patient with
ophthalmia.Once standardized the conditions of application of CEM bacteria, were isolated
bacteria from patients with cavities. The presence of biofilm was determined planting the
bacterium in agar BHI- Congo red, and the growth was determined in culture medium BHI,
registering the absorbance by turbidimetry; and in a cellular level the variation of elements
in the surface of bacteria by scanning electronic microscopy. The results show elimination
of biofilm but a delay in the growth of bacteria, both S. aureus and bacteria producer of
tooth decay, which was obtained with a magnetic strength of growth of 18 mT, 3 ampers
and 10 kHz. In the same way, it was observed in the S. aureuscase is presented a
mobilization of iron, calcium and sodium when is applied CEM. It is concluded the CEM
are a new alternative to control of microorganism growth producer of tooth decay.

Palabras clave: Campos electromagnéticos, biopelicula, crecimiento microbiano

Key words: Electromagnetic field, biofilm, microbial growth
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I INTRODUCCION

En la actualidad el control de infecciones bacterianas sigue siendo un gran problema de
salud publica entre otras razones porque los microorganismos crean mecanismos de defensa
(resistencia), frente a los antibidticos o porque se modifican sus factores de virulencia por
lo que el ser humano a tratado de crear nuevas alternativas para su control y
eliminacién.Por otro lado se ha observado que el tratamiento con campos electromagnéticos
puede mejorar la salud de la gente; es posible que la aplicacion de CEM actue sobre los
microorganismos Y al respecto varios estudios sefialan que la aplicacion de CEM de baja
frecuencia podrian inhibir el desarrollo de bacterias como Escherichiacoli y S.aureus de
estas dos S. aureus es de gran importancia médica ya que produce gran variedad de
enfermedades al humano. Estudios indican que esta bacteria podria llegar a ser inhibida a
través de CEM sin embargo en otros estudios se muestra que es dificil alcanzar la
inhibicion de microorganismos. Existen enfermedades causadas por bacterias que son
altamente frecuentes en nuestra poblacion y por tanto dificilmente controlables como es la
caries, un padecimiento que se caracteriza por la destruccion de los tejidos duros del diente
como consecuencia de la desmineralizacién provocada por acidos,en particular acido
lactico, producido por la fermentacion de los carbohidratos de la dieta por los
microorganismos bucales, dentro de los microorganismos que mas frecuentemente
producen caries se encuentran los del grupo deStreptococcusmutans, S.sobrinus,

S. sanguis, S. salivarius, actinomyces y lactobacillusentre otras, son bacterias con
caracteristicas que comparten con S. aureus. Por lo anterior este proyecto tuvo como
objetivo principal aplicar CEM a bacterias productoras de caries utilizando como modelo
estdndar y comparativo una cepa de S. aureuscausante de enfermedad humana
determinando su curva de crecimiento, capacidad de produccién de biopelicula y
caracterizacion de iones en su superficie celular y de igual modo a bacterias productoras de

caries en pacientes voluntarios.
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Il ANTECEDENTES

2.1Marco tedrico

2.1.1 Historia del electromagnetismo

Histdricamente: el nombre de magnetita viene de la ciudad de magnesia de Asia
menor y fueron los griegos los primeros que tienen testimonios escritos sobre este mineral.
Wood,[Wood R. 1991]sefiala que en los tiempos de Tales de Mileto (640-546 a. C.), el
hombre hablaba de atracciones magnéticas. Desde hace mas de dos mil afios, los chinos
utilizaron la brajula magnética para orientarse en sus viajes maritimos y por los desiertos de
Mongolia. Como es sabido, el fundamento de la brdjula es adoptar una orientacion, la cual
esta dada por un campo magnético periférico.

El concepto actual del electromagnetismo tiene su origen en diferentes experimentos
desarrollados principalmente durante el siglo XIX, en los cuales se planted la unificacion
de las teorias sobre la electricidad y el magnetismo. Antes de este planteamiento los
fendmenos eléctricos y magnéticos habian sido tratados por separado, habiéndose
desarrollado teorias desde la antigua Grecia; sin embargo no fue hasta los tltimos afios del
siglo XVI cuando se realizaron los primeros descubrimientos de frotacion de distintos

materiales.

Ya en tiempos modernos, el fisico danés Hans Christian Oersted, en 1820, observo
que la orientacion de la aguja de una brujula puede cambiar por la accion de una corriente
eléctrica de forma semejante a como lo hacia un iméan. Esto lo llev6 a pensar que alrededor
de un conductor de electrones se forma un campo que se manifiesta como un iméan, de esta

manera se relacion6 el magnetismo con la electricidad (Galar-Castelan 1. 1988).

Por otro lado, los campos electromagnéticos pueden usarse para inhibir el

crecimiento de microorganismos,lo que se presenta como posibilidad para la conservacion
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de alimentos, al eliminar los microorganismos presentes en ellos y que pueden
alterarlos(Gerencser et al., 1962;VVan Nostran et al.,1967;Pothakamury et al,1993;Mertens y
Knorr, 1992;Dallas,1997).

Los mecanismos por los cuales los campos magnéticos afectan el desarrollo de los
microrganismos estan sin esclarecer, pero se interpreta que se desarrollan por efecto sobre
la membrana plasmatica, con posibles repercusiones metabolicas y accion directa sobre las
particulas coloidales del medio de cultivo.Se han propuesto varias teorias para explicar el
efecto de los campos magnéticos débiles sobre los organismos y todas hacen mencién de un
fendmeno denominado resonancia del ciclotron, como uno de los responsables de dichos
efectos (Liboff, 1985;Pothakamury et al., 1993; Goldsworththy et al.,1999).Los campos
magnéticos pueden activar las particulas coloidales del medio de cultivo haciendo que éstas
remuevan parte del Ca unido a los fosfolipidos de la membrana plasmatica,incrementando
su permeabilidad y de esta forma, afectando el crecimiento de los microorganismos
(Goldsworthy et al.,1999).

Toda particula como consecuencia de sus propiedades eléctricas y magnéticas
experimenta fuerzas y torques al encontrarse bajo la accion de campos electromagnéticos.
Cuando las particulas son células biol6gicas, su comportamiento ante el campo
electromagnético puede revelar valiosa informacion sobre su estructura, morfologia y

fisiologia.

A principios del pasado siglo, entre los afios 1910 y 1913, el médico aleméan
Hober,muy interesado en la fisiologia de la membrana celular,llevd a cabo experimentos
dieléctricos con eritrocitos con el fin de estudiar sus propiedades eléctricas (Hober 1912).
Pudo observar que a una frecuencia de 1 kHz una suspensién de eritrocitos presentaba una
resistividad de 1200Qm, y que aumentando la frecuencia a 10 MHz, la resistividad
disminuia hasta 200 Qm. Advirtié también que la resistividad que presentaban células
hemolizadas (rotas) a bajas frecuencias era muy similar a la medida de altas frecuencias en
las celulas integras. Llegd a la conclusion de que en altas frecuencias no hay diferencia
entre células integras y células destruidas, dado que en el primer caso se mide la
resistividad de la solucién interna y en el segundo la de la solucidn externa, siendo ambas

electrolitos concentrados. De este modo se empez6 a considerar que, eléctricamente, las
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células estaban caracterizadas por un citoplasma de baja resistencia, rodeado por una
membrana muy poco conductora. Asimismo, se introdujeron los conceptos de capacidad
especifica de la membrana y la variacion de su impedancia con la frecuencia de la sefial
eléctrica. A partir de ahi, posteriores investigaciones corroboraron los resultados obtenidos

por Hober.

En 1921 Phillippson, basandose en las medidas que llevo a cabo con eritrocitos,
musculo esquelético e higado, establecié que un circuito eléctrico funciona igual que la
membrana plasmatica de las células, interpretd los resultados con el circuito de resistencia y
capacidad en paralelo -representando la membrana- a la que afiadio una resistencia en serie
-el citoplasma- (Phillippson 1921). En 1922,0sterhout media la conductividad de la
membrana del alga marinaLaminaria a 1 kHz y atribuy6 su bajo valor cuando estaba viva a
la escasa permeabilidad i6nica de la membrana ya que después de muerta tenian la misma

conductividad que el agua de mar (Osterhout1922).

En 1925, Roger y Cole confirman las propiedades capacitivas de la membrana
observadas por Hober en los eritrocitos, pero estudiando ahora los huevecillos del erizo de
mar Arbaciapunctulata(Rogers y Cole 1925). Se iban definiendo con claridad las
caracteristicas eléctricas de la célula viva; en su interior estd compuesta por una solucion

ionica y una capa impermeable poco conductora.

Posteriormente, las numerosas investigaciones en el campo de las propiedades
dieléctricas de las células bioldgicas y en su interpretacion mediante modelos de capas
comenzaban a asentar las bases de la técnica conocida como espectroscopia dieléctrica 6
de impedancia.Fricke desarroll6 el modelo para una célula esférica rodeada por una fina
capa de baja conductividad (Fricke 1925), que posteriormente amplié para incluir el

modelo multi-capas (Fricke 1953) y geometrias elipsoidales.

Frickedesarrollé el modelo para una célula esférica rodeada por una fina capa de baja
conductividad (Fricke 1925), que posteriormente, amplié para incluir el modelo multi-
capas (Fricke 1953) y geometrias elipsoidales (Fricke 1955). Cole, con su trabajo durante la
décadade 1920 hasta 1940, hizo una gran contribucion a la medida e interpretacion del

espectro dieléctrico en general, asi como al de las suspensiones celulares y tejidos (Cole y
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Cole 1941; Cole 1972).Schwan, entre otros, aportaba los conocimientos extraidos de su
indagacion sobre los fendmenos dispersivos de los materiales biol6gicos en base a las
teorias de Maxwell y Wagner (Bothwell y Schwan 1956; Schwan 1957).

A mediados del siglo pasado, paralelamente al desarrollo de la espectroscopia
deimpedancia, se observdla interaccion de la materia con campos eléctricos no uniformes.
Los efectos provocados por la no uniformidad del campo estaban ya presentes en las
observaciones recogidas por el filésofo Tales de Mileto cerca del afio 600 a.C., en lo que se
considera el descubrimiento de la electricidad. El trozo de ambar que después de haber
sidofrotado con un pafio atraia pequefias particulas de otros materiales, lo hacia porque
habia sido cargado y a su alrededor habia un campo no uniforme. Muchos siglos después,
en el afio 1600, fue nuevamente sefialado un fenémeno similar por el médico Gilbert en su
tratado sobre el magnetismo “De magnete, magneticisiquecorporibus”, tras observar el
cambio de forma de las gotas de agua cerca de ambar electrificado. Sobre la atraccion que
ejercian los campos eléctricos en la materia organica tal vez se pens6 que poco mas habia
que afadir después del desarrollo teérico de Maxwell llevd a cabo sobre los efectos
electromagnéticos en el siglo XIX. Sin embargo, fue en 1951 cuando el cientifico Pohl
acufiaba el término de dielectroforesis para denominar dichos fendmenos, recogiendo en
aquél descripcion del fendmeno observado en el que particulas dieléctricas (dielectro)
dichos fendmenos, recogiendo en aquél la descripcion del fendmeno observado en el que
particulas dieléctricas (dielectro) respondian con un movimiento (phoresis,en griego) a la
accion de un campo eléctrico no uniforme (Pohl 1951). La dielectroforesis es diferente a la
electroforesis, en éste una particula con carga neta responde con un movimiento a un

campo eléctrico dentro de una solucion salina.

2.1.2Campo magnético
2.1.3 Definicion de campo magnético
Un campo magnético se define como la regién en el espacio en el que un objeto

magnetizado puede, a su vez magnetizar a otros cuerpos. De acuerdo a la distribucion de su

intensidad se puede clasificar en:
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1. Homogéneos: en donde la intensidad del campo es uniforme.

2. Heterogéneos: en donde la intensidad disminuye proporcionalmente con la

distancia del centro.
Y de acuerdo a si son constantes o variables en el tiempo se clasifican en:
1. Estaticos: las lineas de fuerza y su direccidn son constantes en el tiempo.

2. Oscilantes: la carga se alterna en cada impulso a la vez que la intensidad también

varia.

Tomando en cuenta ambos criterios de clasificacion, el efecto de los campos
magnéticos sobre los diversos sistemas bioldgicos dependerd de si éste es homogéneo,
heterogéneo, estatico u oscilante ( Pothakamury U.R., B.J. Barletta, G.V. Barbosa y B.G.
Swanson 1993).

Por otro lado, un campo eléctrico se origina por cargas eléctricas estaticas. Cuando el
campo magnético y eléctrico en una region determinada varian en el tiempo, ambos se
relacionan de tal manera que todo campo eléctrico que varie con el tiempo, siempre va
acompafiado de un campo magnético también variable y viceversa, por lo tanto, el asi
Ilamado campo electromagnético, es resumido por (Parker S.P. 1993), como la interrelacion

entre campo eléctrico y magnético en una sola entidad fisica.

Segin Stewart J.R.1979, en general para la transmision de corriente alterna
(A.C.),en Norteamérica, la frecuencia es de 60 Hz y para Europa y otras regiones, es de 50
Hz, entendiendoseporfrecuencia el nimero de ciclos completos por unidad de tiempo.En el

Sistema Internacional de Unidades 1 ciclo/ seg.equivale a 1 Hz.

Por otra parte, en un campo magnético la fuerza esta dada por la densidad de flujo
magnético (también llamada intensidad magnética), siendo esta el nimero de lineas de
fuerza que pasan por unidad de area. La unidad en el sistema sexagesimal para la intensidad
magnética es el “Oersted” (Oe) establecido en 1932 por acuerdo internacional, como

sustituto de Gauss(G);aunque sigue utilizandose mas éste ultimo en la literatura. Para el
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Sistema Internacional de Unidades de densidad de flujo magnético esta dada en Teslas (T),
en donde cada T equivale a 10,000 G (Galar-Castelan 1. 1988).

A su vez, la intensidad de un campo magnético depende no solo de una variable
eléctrica, sino ademas de la distancia, su magnitud se relaciona directamente con el flujo
de corriente (medido en amperes) y es inversamente proporcional al cuadrado de la
distancia. En forma similar, la magnitud del campo eléctrico estd en proporcion directa al

voltaje y decrece conforme la distancia aumenta (Hewitt 1998).

La electricidad es una parte esencial en nuestras vidas, alimenta la mayoria de los
equipos que los ciudadanos utilizan habitualmente haciéndonos la vida mas sencilla. La
electricidad se produce a frecuencias de 50 Hercios o ciclos por segundo(un hercio es la
frecuencia de una particula que sufre una oscilacion en un periodo de un segundo.En el
espectro electromagnético se denotan por ELF (ExtremlyLowFrequency). Los campos

eléctrico y magnético se denotaran por CEM.

En fisica, el magnetismo es un fendmeno por el que los materiales ejercen fuerzas de
atraccion o repulsién a otros materiales. Hay algunos materiales conocidos que han
presentado propiedades magnéticas detectables facilmente como el niquel, hierro y sus
aleaciones que cominmente se llaman imanes. EI magnetismo tiene otras manifestaciones
en fisica, particularmente como uno de los dos componentes de la onda electromagnética,

como por ejemplo la luz.

Los campos eléctricos y magnéticos son lineas invisibles de fuerza que rodean
cualquier dispositivo eléctrico. Las lineas de fuerza, las instalaciones eléctricas y los

equipos eléctricos producen CEM de baja frecuencia o ELF.

Un campo eléctrico es un campo de fuerza creado por la atraccion y repulsion de

cargas eléectricas y se mide en Voltios por metro (VV/m).

Los campos eléctricos (también conocidos como campos electrostaticos) son campos
eléctricos que no varian con el tiempo (frecuencia de 0 Hz). Los campos eléctricos estaticos

se generan por cargas eléctricas fijas en el espacio, y son distintos de los campos que
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cambian con el tiempo, como los campos eléctrico magnéticos generados por

electrodomésticos, que utilizan corriente alterna (AC) o por teléfonos moviles, etc.

2.1.4 Caracteristicas de campos eléctrico y magnético

Los campos eléctrico y magnético pueden ser caracterizados por su longitud de onda,
su frecuencia y su amplitud (que viene a determinar su intensidad o potencia).La direccion
del campo alterna de una polaridad a la contraria y vuelta a la primera en un intervalo de
tiempo se llama periodo. Por lo que se dice que la onda ha hecho un ciclo. Si la onda
alterna su polaridad una vez en un ciclo se dice que su frecuencia es de un ciclo por
segundo, y se denomina Hercio en honor al fisico alemdn Heinrich Rudolf Hertz y se
denomina Hz. Por lo que la frecuencia del campo se mide en hercios (Hz), lo cual describe
el nimero de ciclos que ocurren en un segundo. Elhercio, hertzio o hertz (simbolo Hz), es
la unidad de frecuencia del Sistema Internaciones de Unidades. Un hercio representa un
ciclo por cada segundo, entendiendo ciclo como la repeticion de un suceso. El hercio se
aplica en fisica a la medicion de la cantidad de veces por un segundo que se repite
unaonda (ya sea ésta sonora o electromagnética), magnitud denominada frecuencia 'y que

es, en este sentido, la inversa del periodo.

Los campos electromagnéticos estaticos y de baja frecuencia (ELF) que podemos

decir ocupan la parte del espectro electromagnético entre 0 y 3 kHz.

Espectro Electromagnético es un conjunto de ondas electromagnéticas que se
propagan de manera ondulatoria y con velocidad constante, por ejemplo la luz
aproximadamente 300.000 Km/s. Las ondas electromagnéticas se dividen en luz visible,
infrarroja, ultravioleta, rayos X, rayos gama, radiofrecuencia y microondas. Cada onda se
diferencia en la frecuencia (nmero de vibraciones en la unidad de tiempo) y la longitud
(distancia entre dos ondas sucesivas). Frecuencia y longitud de onda son inversamente

proporcionales, por esto su producto siempre es constante e igual a la velocidad de la luz.
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Cada funcidn de onda lleva asociada una energia, por tanto a mayor frecuencia mayor es la

energia transportada (ver Figura 1).
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Figura 1. Representacion del espectro electromagnético donde se muestran todas las formas
de radiacion electromagnética, desde las ondas de frecuencia extremadamente baja (FEB), a

los rayos X y rayos gamma.

El espectro electromagnético es un mapa de los diferentes tipos de energia de
radiacion y sus correspondientes longitudes de onda,hay usualmente 6 subdivisiones (ondas

de radio,infraroja,visible, ultravioleta,rayos X y rayos gama).
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En el medio en que vivimos, hay campos electromagnéticos por todas partes, pero
invisibles para el ojo humano. Se producen campos eléctricos por la acumulacion de cargas
eléctricas en determinadas zonas de la atmdsfera por efecto de las tormentas. El campo
magnético terrestre provoca la orientacion de las agujas de los compases en direccion
Norte-Sur las aves y los peces lo utilizan para orientarse. Ademas de las fuentes naturales,
en el espectro electromagnético hay también fuentes generadas por el hombre. Para
diagnosticar la ruptura de un hueso por un accidente deportivo, se utilizan los rayos X. La
electricidad que surge de cualquier toma de corriente lleva asociados campos
electromagnéticos de frecuencia baja. Una de las principales magnitudes que caracterizan
un campo electromagnético (CEM) es su frecuencia, o la correspondiente longitud de onda.
El efecto sobre el organismo de los diferentes campos electromagnéticos es funcién de su
frecuencia. Podemos imaginar las ondas electromagnéticas como series de ondas muy
uniformes que se desplazan a una velocidad enorme: la velocidad de la luz. La frecuencia
simplemente describe el nimero de oscilaciones o ciclos por segundo, mientras que la
expresion «longitud de onda» se refiere a la distancia entre una onda y la siguiente. Por
consiguiente, la longitud de onda y la frecuencia estan inseparablemente ligadas: cuanto
mayor es la frecuencia, mas corta es la longitud de onda. La longitud de onda y la
frecuencia determinan otra caracteristica importante de los campos electromagnéticos. Las
ondas electromagnéticas son transportadas por particulas llamadas cuantos de luz. Los
cuantos de luz de ondas con frecuencias mas altas (longitudes de onda mas cortas)
transportan mas energia que los de las ondas de menor frecuencia (longitudes de onda mas
largas). Algunas ondas electromagnéticas transportan tanta energia por cuanto de luz que
son capaces de romper los enlaces entre las moléculas. De las radiaciones que componen el
espectro electromagnético, los rayos gamma que emiten los materiales radioactivos, los
rayos cosmicos y los rayos X tienen esta capacidad y se conocen como «radiacion
ionizante». Las radiaciones compuestas por cuantos de luz sin energia suficiente para
romper los enlaces moleculares se conocen como «radiacion no ionizante». Las fuentes de
campos electromagnéticos generadas por el hombre que constituyen una parte fundamental
de las sociedades industriales (la electricidad, las microondas y los campos de

radiofrecuencia) estdn en el extremo del espectro electromagnético correspondiente a
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longitudes de onda relativamente largas y frecuencias bajas y sus cuantos no son capaces de

romper enlaces quimicos.

2.1.5Campos electromagnéticos de frecuencias bajas

En presencia de una carga eléctrica positiva o negativa se producen campos eléctricos
que ejercen fuerzas sobre las otras cargas presentes en el campo. La intensidad del campo
eléctrico se mide en voltios por metro (V/m). Cualquier conductor eléctrico cargado genera
un campo eléctrico asociado, que esta presente aunque no fluya la corriente eléctrica.
Cuanto mayor sea la tension, mas intenso serd el campo eléctrico a una determinada

distancia del conductor.

Los campos magnéticos se originan por el movimiento de cargas eléctricas. La
intensidad de los campos magnéticos se mide en amperios por metro (A/m), aungue en las
investigaciones sobre campos electromagnéticos los cientificos utilizan mas frecuentemente
una magnitud relacionada, la densidad de flujo en microteslas (uT). A diferencial de los
campos eléctricos, los campos magnéticos s6lo aparecen cuando se pone en marcha un
aparato eléctrico y fluye la corriente. Cuanto mayor sea la intensidad de la corriente, mayor

serd la intensidad del campo magnético.

Los campos electromagnéticos variables en el tiempo que producen los aparatos
eléctricos son un ejemplo de campos de frecuencia extremadamente baja (FEB, 6 ELF, en
inglés), con frecuencias generalmente de hasta 300 Hz. Otras tecnologias producen campos
de frecuencia intermedia (FI), con frecuencias de 300 Hz a 10 MHz, y campos de
radiofrecuencia (RF), con frecuencias de 10 MHz a 300 GHz. Los efectos de los campos
electromagnéticos sobre el organismo no sélo dependen de su intensidad sino también de su
frecuencia y energia. Las principales fuentes de campos de FEB(frecuencia eléctrica baja),
son la red de suministro eléctrico y todos los aparatos eléctricos; las pantallas de
computadora, los dispositivos antirrobo y los sistemas de seguridad son las principales

fuentes de campos de FI y las principales fuentes de campos de RF son la radio, la

L]
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television, las antenas de radares y teléfonos celulares y los hornos de microondas. Estos
campos inducen corrientes en el organismo que, dependiendo de su amplitud y frecuencia,
pueden producir diversos efectos como calentamiento y sacudidas eléctricas. (No obstante,

para producir estos efectos, los campos exteriores al organismo deben ser muy intensos,

mucho mas que los presentes habitualmente en el medio).

2.1.6 Campos electromagnéticos de frecuencias altas

Los teléfonos moviles, la television y los transmisores de radio y radares producen
campos de RF. Estos campos se utilizan para transmitir informacion a distancias largas y
son la base de las telecomunicaciones, asi como de la difusion de radio y television en todo
el mundo. Las microondas son campos de RF de frecuencias altas, del orden de GHz. En
los hornos de microondas, utilizamos estos campos para el calentamiento rapido de

alimentos.

En las frecuencias de radio, los campos eléctricos y magnéticos estan estrechamente
relacionados y sus niveles se miden normalmente por la densidad de potencia, en vatios por

metro cuadrado (W/m?).

2.2 Efectos bioldgicos de los campos magnéticos

Debido a su composicion electrolitica los seres vivos son por lo general buenos
conductores de la electricidad. A través de las membranas celulares y de los fluidos
corporales intra y extracelulares existen corrientes ionicas, especialmente en las células
nerviosas y musculares a las cuales debe estar asociado un campo magnético. Ademas, en
los sistemas biologicos existen estructuras magnéticamente influenciables como los
radicales libres que presentan propiedades paramagnéticas y aquellas en las que intervienen
sustancias ferromagnéticas.La respuesta de un sistema biolégico a un campo magnético

externo depende de las propiedades magnéticas intrinsecas del sistema como de las

12
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caracteristicas del campo externo y de las propiedades del medio en el cual tiene lugar el
fendmeno( Lin J.C. 1994).

Experimentalmente se ha probado que en los cambios que sufren algunos parametros
de los sistemas bioldgicos por la accion de los campos magnéticos influyen no solamente la
intensidad, sino también las caracteristicas espaciales y temporales de dicho campo
(Cadossi R., F. Bersani, A. Cossarizza, P. Zucchini, G. Emilia, G.Torelli and C. Franceschi
1992).Dentro de este contexto es diferente el efecto de un campo estatico, que solamente
produciria una rotacién de los dipolos magnéticos moleculares, podria afectar la velocidad
de las reacciones quimicas dependiendo de la amplitud, frecuencia y sentido de las
variaciones del campo magnético. En la literatura cientifica un gran nimero de trabajos
prueban el efecto de los campos magnéticos sobre reacciones enzimaticas in vitro, dando
efectos cualitativa y cuantitativamente diferentes dependiendo de la reaccion que se trate y

de las caracteristicas del campo (Harkins, T.T. and Ch. B. Grissom 1994).

2.2.1 Efecto de los campos electromagnéticos sobre el crecimiento celular

El efecto que los campos electromagnéticos ejercen sobre el crecimiento celular ha
sido estudiado desde el punto de vista biofisico. Los campos electromagnéticos afectan la
direccién de la migracion de las aves(Blakemore y Frankel,1981; Farina et al.,1982,1983
Mottas y Lins,1986; Adamhiewicz et al.,1987) y alteran el crecimiento y la reproduccion
de los microrganismos (Jennison,1937;Kimball,1938,Moore,1979), causan cambios en la
sintesis de ADN (Liboff et al., 1985),en la orientacion de las biomoléculas y biomembranas
(Maret y Dransfeld,1977) y alteran el flujo de iones a través de la reproduccion celular
(Gerencser et al., 1962;Pothakamury et al ., 1993;Goldsworthy et al .1999).

El efecto que generan los campos magnéticos sobre el crecimiento celular se puede
clasificar (Pothakamury et al.,1993) en inhibitorio, estimulatorio o no observable. Los
efectos de estimulacién o inhibicion de los campos magnéticos se han atribuido a cambios

en la orientacion de las biomoléculas (proteinas), cambios en las biomembranas (lipidicas

13
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y plasmaticas), alteraciones del flujo de iones a través de la membrana plasmatica y/o

cambios en la estructura de las biomoléculas(Pothakamuryet al., 1993 ).

Con base en el conocimiento del efecto que los campos magnéticos ejercen sobre los
microorganismos, resulta de interés desarrollar sistemas que, haciendo uso de los campos
electromagnéticos, inhiban el crecimiento de microorganismos nocivos para la salud de

los humanos.

2.3Andlisis de las estructuras celulares frente a un campo eléctrico

2.3.1La superficie celular

La superficie méas externa es el limite entre la célula y su entorno, y su composicion
es mas o menos compleja dependiendo del tipo de célula. Por ejemplo, algunas bacterias
pueden llegar a presentar una capa de proteinas (conocida por capa S), fimbrias y pilis
(ambos de naturaleza proteica), o una capa de glicocéliz (material polisacarido) que se

extiende a lo largo de toda la célula.

Por tanto, siendo predominantes en la capa superficial de practicamente todas las
células los grupos de carga negativa —como carboxilos o fosfatos—, los iones positivos del
medio son atraidos a la superficie creando una doble capa i6nica. La formacion de esta

doble capa explica el alto valor de la permitividad observado en bajas frecuencias.

2.3.2La pared celular

Esta envoltura es caracteristica de las células vegetales y de algunos
microorganismos, y es responsable de la rigidez de estas células. Presenta una
diversificada y elaborada estructura que varia entre distintas células. La composicion
principal consiste en largas cadenas de polisacaridos, aminoacidos y otros polimeros. Los
grupos cargados de la pared hacen que ésta actie como intercambiador ionico, por lo que
sus propiedades eléctricas cambiaran en funcion de la concentracion idnica del medio

circundante. Los trabajos de (Carstensen y Marquis 1968) mostraron que la conductividad
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de la pared permanece relativamente constante cuando dicha concentracion permanece
baja, pero que aumenta rapidamente si la concentracion ionica del medio excede a la propia

de la pared.

2.3.3 La membrana celular

La membrana plasmaética, componente principal de las células, consiste en una bicapa
lipidica de entre 4 y 10 nm de espesor en la que se disponen diversas proteinas que forman
canales en la transmembran celular, regulan el transporte de nutrientes entre el exterior y el
interior de la célula. En condiciones normales, la membrana presenta baja permeabilidad
i6nica, por lo que es considerada como una capa de baja conductividad, permitiendo a la
célula mantener una diferencia de potencial con el medio externo. Esta diferencia de
potencial es lo que se conoce por potencial transmembrana (TMP), cuyo valor oscila entre
10 y 100 mV, y que mantiene el interior celular negativo respecto al exterior. El TMP juega
un importante papel energético y de transporte en la actividad metabolica celular, y por
tanto revela el buen estado fisioldgico de la célula. Mientras, el valor normal de la
capacidad que presenta una membrana plasmatica es de 10mF/m? la presencia de
ramificaciones como pliegues,microvellosidades, influye en la estimacion de este valor y
de su dependencia con la frecuencia del campo aplicado. De ello se deduce la importancia
de incluir esta estructura de la forma mas detallada posible en el modelo que apoye la
caracterizacion dieléctrica de la célula. Dado el comportamiento y la estructura de la
membrana, esta bicapa lipidica se ha comparado en multiples ocasiones con el espacio entre
las dos placas de un condensador.

2.3.4 El citoplasma
El interior celular estd compuesto por una solucién electrolitica en la que podemos
encontrar proteinas, moléculas de agua libres o ligadas a proteinas, acidos nucleicos, en las

células eucaridticas, poseen un nucleo o vacuolas-que afectan también a las propiedades

dieléctricas.

15



Carmen Balderas Delgadillo 2012
_____________________________________________________________________________________________|
El citoplasma puede considerarse como una solucion salina altamente conductora
pueden ocurrir una vez que la barrera membranosa ha sido superada por el campo eléctrico,
por lo que nos situamos en el rango de altas frecuencias. Especialmente significativas a

frecuencias mayores de 20 MHz son las dispersiones provocadas por la rotacion de las

moléculas de agua, tanto las ligadas a proteinas, como las que no lo estan(Aranzazi2008).

Con el objetivo de extraer informacion relativa a las propiedades de las células, es
necesaria una teoria que relacione la célula y la polarizabilidaddieléctica. Los primeros
modelos fueron desarrollados por Pohl en 1978 (Pohl 1978).

La fisiologia celular en base a sus propiedades dieléctricas es el punto en el que la
Fisica establece un puente entre la Biologia y la Microbiologia. Existe evidencia en
bibliografia reciente, donde se deduce la habilidad de la célula para mantener un correcto
balance i6nico, esencial para su estado funcional, en base a las propiedades dieléctricas de

la membrana y el citoplasma.

2.4 Modelizacién dieléctrica de células bioldgicas

La interaccién del campo eléctrico con las particulas bioldgicas estudiada anivel
celular, en base a determinados pardmetros: eléctrico y fisiologia celular.La distribuciondel
campo eléctrico en el interior de la célula, su polarizacion,el gradode penetracion dela
radiacion el potencial transmembrana inducido, son algunosde losparametroscon elfin de
proceder a lacaracterizacion de la bioparticula. Para todoello, el modelo de la célulajuega
un papel primordial. El recurso a los métodos numericoses indispensable cuando se

pretende optimizar los modelos empleados para la simulacionde particulas.(Aranzazi2008).

El métodode los elementos de contorno permitemodelizarlas particulas con
unagranaproximacion a su geometria, ademas de adaptar el modelo a las distintas
dimensionesimplicadas en el problema-como las micras del didmetro celular y los

nanometros delespesor de la membrana- (Crane y Pohl ,1972).
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2.5Modelizacién dieléctrica de la bacteria

La bacteria es modelizada como particula dieléctrica multicapa.  El
S.aureusbacteria gram-positiva con dos capas, posee una pared con multiples capas
depeptidoglicano en contacto con el medio externo de lacélula y una membrana
internarodeando al citoplasma.Se le asignan propiedades dieléctricas(permitividad
yconductividad ) correspondientes.A partir de esto se realiza una aproximacion teorica

alcomportamiento dielectroforético de la bacteria.(Johariet al 2003).

La evaluacion tedrica de los campos electromagnéticos en interaccion con las
particulas dieléctricas y en base a su aproximacion geométrica de la célula,se realiza
através de métodos numéricos empleando ecuaciones diferenciales, método de diferencias
finitas (FiniteElementMethod, FEM).

2.6 Simulacion de sistemas bioldgicos por el método deelementos finitos

El método de los elementos finitos (MEF en castellano o FEM en inglés) es un
método numeérico basado en ecuaciones diferenciales para la simulacién de sistemas
fisicosy bioldgicos.

Los calculos se realizan sobre una malla de puntos (llamados nodos), el namero de
ecuaciones de dicho sistema es proporcional al nimero de nodos. EI método es facilmente
adaptable a problemas para calcular campos electromagnéticos.

El andlisis de elementos finitos se programa computacionalmente para calcular el
campo electromagnético con el software “ COMSOL MULTIPHYSIC”.

Fueron Turner, Clough, Martin y Toop quienes presentaron el MEF en la forma
aceptada hoy en dia utilizando los conceptos de discretizado y funciones de forma(M. J.
Turner, 1956).
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.2.7Staphylococcusaureus como ejemplo de modelo tedrico

En base a la caracterizacion dieléctrica y a su geometria celular esférica la bacteria S.
aureus es referenciada como modelo tedrico (Aranzaz( 2008).
Staphylococcusaureuses una bacteria Gram (+), productora de coagulasa, catalasa,

fermentacion manitol y desoxirribonucleasa.

Este microorganismo fue descrito por vez primera en el afio 1880,concretamente en la
ciudad escocesa de “Aberdeen”, por el cirujano Alexander Ogston en el que drenaba un

absceso pidgeno en humano.

El nombre de Staphylococcus se deriva del griego staphylé que significa “racimo de
uvas”. El S. aureus es miembro de la familia Micrococcaceae, el cual se observa al
mMIcroscopio como €ocos grampositivos, que se agrupan en parejas,tétradas o racimos,no
motiles,no formadores de esporas, habitualmente anaerobias facultativas. Conocido
comunmente como estafilococo aureo o dorado (Hidalgo-Garcia, et al., 2011). Se distingue
de otras especies de estafilococos por presentar una coloraciéon dorada en sus
colonias.Posee un cromosoma circular con plasmidos en el interior,moléculas de DNA
extracromosomales capaces de llevar a cabo replicaciones independientes.Produce una
amplia gama de enfermedades, que van desde infecciones cutaneas y de mucosas las cuales
son relativamente benignas, tales como la forunculosis o conjuntivitis, foliculitis, hasta
enfermedades de riesgo vital, comocelulitis, abscesos profundos, osteomielitis,
meningitis,sepsis, endocarditis 0 neumonia. Ademas afectar al aparato gastrointestinal ya
sea por presencia fisica de Staphylococcusaureus o por la ingesta de la entero

toxinaestafilococcica secretada por la bacteria.

Habita tanto en las mucosas como la piel del ser humano,lo que permite que a través

de heridas quirdrgicas pueda penetrar al torrente sanguineo.

Las cepas habituales de Staphylococcusaureusson resistentes a la penicilina, siendo
los antibidticos eficaces para combatirlos los amino glucésidos,las cefalosporinas, la

oxacilina o la nafcilina.
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El S. aureus es el responsable del 70 al 80 % de las infecciones supurativas en la piel.
Es la causa méas frecuente de infecciones en cuerpos extrafios implantados (catéteres
intravasculares, catéteres de nutricion parenteral total y periférica, catéter de la dialisis
peritoneal ambulatoria continuada, derivaciones ventriculo-peritoneales, endoprotesis,
prétesis valvulares cardiacas y protesis articulares, marcapasos etc. (Okajima, et al., 2006;
Palavecino,2002). Las cepas que provocan infecciones asociadas a cuerpos extrafios,suelen
proceder de lamicrobiota enddgena del paciente.

Sin embargo, también producen infecciones nosocomiales exogenas (Schneider y
Zeitz,2004).En cuanto a la patogenicidad se sabe que las cepas de S. aureus poseen la
capacidad de adherirse a polimeros y de generar biopelicula que surgen de la multiplicacion
y formacidn de una cepa mucosa (glucocalix) del patégeno. Este proceso se ve reforzado en
presencia de proteinas como fibrindgeno. Las biopeliculasson focos infecciosos a partir de
los cuales las bacterias entran en el torrente circulatorio y pueden causar sepsis
(enfermedad grave en la cual el torrente sanguineo se encuentra inundado de bacterias)
(Juarez, et al.,2006). Esta caracteristica llega a ser importante en pacientes
inmunocomprometidos, porque S. aureus es hasta el momento el agente causal de
infecciones y el productor mas conocido de la formacién de biopelicula (Gaudioso, et al.,
2006).

2.8Biopeliculas bacterianas
2.8.1Definicion de biopeliculas

Las biopeliculas pueden ser definidas como comunidades de microorganismos
irreversiblemente adheridas a una superficie que producen sustancia polimérica extracelular
(SPE) y que exhiben un estado metabdlico alterado comparadas al crecimiento plancténico
correspondiente, especialmente con respecto a la trascripcién y las interacciones entre las

células (Lindsay y Holy, 2006).
2.8.2 Caracteristicas y propiedades de biopeliculas

Hay una creciente apreciacion de que la formacion de biopelicula contribuye a la

patogenicidad de determinados microorganismos y que la persistencia de las biopeliculasen
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el cuerpo humano seria la principal causa de la recurrencia o cronificacion de diversas

infecciones (Reisner et al., 2006).

Se considera que las biopeliculas estdn implicadas en méas del 80% de las infecciones
cronicas causadas por bacterias, incluyendo otitis media, endocarditis, gastritis, infecciones
del tracto urinario e infecciones pulmonares en pacientes con fibrosis quistica (Sauer et al.,
2007).

Las biopeliculas son por defecto el modo de crecimiento de la mayoria de los
patogenos. Este modo de crecimiento maximiza la obtencién de nutrientes favoreciendo la
colonizacion, permite la cooperacion entre las cepas por medio del crecimiento en
comunidad y propicia la proteccion frente a los mecanismos de defensa de hospedador o a

sustancias antimicrobianas (Jefferson, 2004).

El crecimiento bacteriano en superficies depende de la interaccion entre varios
factores de la superficie bacteriana y del sustrato, ademas del medio ambiente que los
rodea. Generalmente las superficies son acondicionadas con una fina pelicula de moléculas
orgénicas las cuales pueden ser atractivas a los sistemas quimiotéctiles bacterianos y

permitir el desarrollo de la biopelicula(Reisner et al., 2005; Vila et al., 2008).

Tras el acondicionamiento de la superficie ocurre la deposicién y adhesion
reversible de las células bacterianas. Ese fendmeno ocurre pasivamente por movimiento
browniano y simple sedimentacion o por movimiento activo de bacterias flageladas lo que
permite el establecimiento de interacciones fisicas y electrostéaticas entre la superficie
bacteriana y el sustrato (Lindsay y Holy, 2006; Tenke et al., 2006).

Conviene resaltar que la interaccion inicial entre las bacterias y superficies inertes,
como material protésico, puede ocurrir tanto sobre material virgen como sobre material
recubierto con macromoléculas derivadas del hospedador (Vila et al., 2008). Sin embargo,
macromoléculas de los fluidos corporales se adsorben extremadamente rapido sobre los

materiales implantados en el cuerpo formando la pelicula condicionante (Gorman y Jones,

2003; Tenke et al., 2006).
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La etapa siguiente consiste en la adhesion irreversible de las bacterias por
produccion de SPE y debido a la estimulacion de proteinas receptoras de la pared
bacteriana se lleva a cabo el desarrollo de puentes célula-a-célula que las unen unas a las
otras, lo que estabiliza la estructura formada en un proceso denominado maduracion. El
siguiente periodo es conocido como colonizacién de la superficie, en él las bacterias
adheridas crecen formando microcoloniasque son consideradas las unidades fundamentales

de una biopelicula (Lindsay y Holy, 2006).

La maduracion de la biopelicula corresponde al crecimiento tridimensional y
definicion de una arquitectura por las interacciones entre las bacterias adheridas. Ese
proceso conlleva la creacién de ambientes heterogéneos desde el punto de vista
fisicoquimico en el cual las bacterias asociadas a la biopelicula presentan caracteristicas

fisiologicas distintas de las planctonicas (Beloin et al., 2008).

Ademaés, dependiendo de la cepa implicada, las microcolonias pueden estar
compuestas de 10 — 25% de células y de 75 — 90% de matriz SPE. Las biopeliculas
contienen “canales de agua” que permiten el transporte de nutrientes, metabolitos y sefiales
quimicas que las células secretan en respuesta al aumento de la densidad poblacional y que

interfieren en el desarrollo de la biopelicula (Tenke et al., 2006).

En la actualidad es bien conocido el sistema de comunicacion entre las bacterias
por medio de secrecion de pequefias moléculas difusibles. Varios estudios recientes indican
que la formacion de biopelicula es regulada por la expresion de genes dependientes de la
densidad poblacional y controlados por sefializacion célula-a-célula en un mecanismo

denominado “quorum sensing”(Jiang y Pace, 2006).

En un creciente nimero de cepas bacterianas se evidencia ese tipo de comunicacion
en el cual las bacterias pueden sentir cambios en el medio y coordinar la expresion genética
a favor de la supervivencia de toda la comunidad. El “quorum sensing” regula varias
funciones tan diversas como la movilidad, expresién de factores de virulencia,
esporulacién, produccion de antibioticos, intercambio de material genético ademas del

desarrollo de la biopelicula (Jiang y Pace, 2006; Sauer et al., 2007).
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Una vez que la biopelicula ha madurado, tiene lugar la dispersién de células a otras
regiones. Inicialmente se penso que ese proceso era pasivo Yy dependiente de las fuerzas de

arrastre del medio, pero estudios recientes sugieren que la dispersion es un proceso activo y
estrictamente regulado por las células adheridas (Lindsay y Holy, 2006).

Asimismo, condiciones ambientales interfieren en la dispersion de la biopelicula
entre esas se incluyen la disponibilidad de nutrientes, niveles de oxigeno, pH y presencia

de determinados compuestos quimicos (Goller y Romeo, 2008).

En la figura 2 estan representados los principales eventos en el desarrollo de las

biopeliculas.

Figura 2 Eventos en el desarrollo de biopelicula (Balaban et al.2007)
(1) Adhesion reversible (2) Adhesion irreversible y produccién de SPE (3) Formacion de

microcolonias (4) Desarrollo de estructuras tridimensionales y maduracion de la biopelicula
(5) Dispersion de células.
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Durante su evolucion, las bacterias han modificado constantemente su metabolismo y
caracteristicas fisicas, adaptandose practicamente a todos los ambientes del planeta (Haley,
et al., 1980; Surveill, et al., 1984).

La matriz constituye un complejo ambiente esencialmente compuesto en un 97% de
agua, pero que tiene polimeros extracelulares, polisacaridos, proteinas, acidos nucleicos,

lipidos / fosfolipidos, nutrientes absorbidos y metabolitos.

La biopelicula representa sociedades microbianas con sus propias defensas y

sistemas de comunicacion (Crede, et al., 1988; Von, et al., 2002).

Las bacterias son capaces de sobrevivir en candentes géiseres de origen volcéanico o
en suspensiones hiperosmolares extremas de algunos lagos, o a grandes profundidades
marinas, donde se adaptan perfectamente. Ademas se encuentranpracticamente en cualquier
parte: suelos, agua, y en los seres vivos, en simbiosis permanente (Haley, et al., 1980;

Spengler y Greenug, 1978; Zhiquiang, et al., 2007).

Existen varios factores involucrados en esta adherencia inicial, como la
hidrofobicidad de la superficie, proteinas de adhesion y polisacaridos capsulares; la
segunda, de multiplicacién celular y produccién del polisacarido de adherencia intercelular,
que implica la adhesién entre bacterias, da como resultado la formacion de una
microcolonia y la compleja arquitectura de la biopelicula (Gaynes y Horan, 1996; Haley, et
al., 1985; Rodriguez-Martinez, et al., 2007; Surveill, 1988).

La matriz glucoprotéica no sélo permite el intercambio de metabolitos entre
microcolonias y el exterior, sino que ademas les confiere una barrera protectora contra
ambientes adversos, como falta de nutrimentos, medio hiperosmolar, anaerobiosis,
presencia de anticuerpos, macrofagos y antibidticos. Sin embargo, las bacterias sacrifican
su capacidad de crecimiento y desplazamiento dentro de la biopelicula (Crede y Hierholzer,
1988). Varias son las bacterias que se han determinado como formadoras de biopelicula,
tanto Gram positivas y negativas, asi como también patdgenas y no patogenas, algunos

ejemplos son S.aureus, S.epidermidis, Pseudomonaaeruginosa, Pseudomonafluorescens,
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Escherichiacoli, Vibrio cholerae, Enterococcusssp, Streptococcusmutans(William y Petri,

2002).

Actualmente existe un gran interés para la medicina en la observacién que las
bacterias patdgenas se adhieren a dispositivos plasticos (prétesis ortopédicas, valvulas
cardiacas artificiales, marcapasos, lentes de contacto, injertos plasticos y dispositivos
intravenosos temporales o permanentes. Una vez adheridas comienzan a formar la
biopelicula, que impide la accién no sélo de fagocitos y anticuerpos que tratan de
eliminarlos, sino ademas de antibioticos indicados como tratamiento. Se ha encontrado que
al obtener cultivos de estas bacterias, son sensibles in vitro a los tratamientos
convencionales; sin embargo, las grandes moléculas de antibidticos no logran atravesar la
estrecha red de glicoproteinas de la biopelicula para llegar a su sitio de accion (Diaz, et al.,
1999; Edmond y Wenzel, 1995). Se reduce la eficacia de los antibidticos cuando la
S.aureusexiste dentro de una biopelicula adherida en las superficies de aparatos médicos

colocados en un 6rgano (Polonio, et al., 2001).

Un ejemplo cotidiano de biopelicula lo constituye la placa dental ,es de suma
importancia combatir labiopeliculaque recubre la superficie de los dientes para evitar el
desarrollo excesivo de microorganismos que puede provocar un deterioro del esmalte
dental. La capacidad de formacion de biopelicula no parece estar restringida a ninglingrupo
especifico de microrganismos y hoy se considera que bajo condiciones ambientales

adecuadas todos los microorganismos son capaces de formar biopelicula.

Todos los dias nos lavamos los dientes. Una operacidn rutinaria para hacer frente a la
biopelicula (o biofilmen inglés) microbiana que nos es mas familiar: la placa dental. Se
forman biopelicula cuando los microorganismos crecen agregados en algun tipo de
interfase,sélido-liquido, sélido-aire, liquido-aire o entre liquidos inmiscibles, unidos por

material extracelular propio, siempre que haya materia organica y humedad suficientes.

La caries dental es una de las enfermedades de etiologia bacteriana comun entre los
seres humanos, y considerada como un problema de salud publica en muchas partes del

mundo, debido a que afecta la calidad de vida y personalidad de los individuos ademas,
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requiere de una inversion personal y gubernamental importante. Estaenfermedad es
producto de una serie de cambios producidos por bacteriasespecificas, entre ellas
Streptococcusmutans, presentes en la biopelicula deplaca bacteriana supra gingival. Estas
bacterias mediante sus factores devirulencia son capaces de provocar la pérdida de
minerales y posteriorformacién de una cavidad, debido al desequilibrio idnico en el proceso
demineralizacion y desmineralizacion de los tejidos duros del diente resultantedel
metabolismo de carbohidratos por parte de estas bacterias.Streptococcusmutans, especie
bacteriana perteneciente al grupomutansstreptococci y distribuida ampliamente en la

poblacién mundial, ha ido implicado como el principal agente etiologico de caries dental.

La caries dental junto con la enfermedad periodontal, son las enfermedades
infecciosas de etiologia bacteriana comun en los seres humano(Sturdevant. C, Roberson. T
and H.Heymann. 1996). La caries dental es considerada como un problema de salud
publica en muchas partes del mundo, calculdndose que aproximadamente un 90 % de la
poblacion mundial es afectada por esta enfermedad en algin momento de la vida (Bowen
W.H. 1999).

Ademas,la caries dental conlleva altos costos, que aunque intangibles, afectan la
calidad de vida de las personas. Entre estos hay que considerar el dolor, el cual varia,
desdela sensacién aguda sentida al comer hasta el dolor pulsante asociado a la
hipersensibilidad térmica y a la inflamacion de la pulpa dentaria (Urzta. | y Stanke.
F.1999).

La caries dental se debe reconocer como un proceso patoldgico importante en la
historia del hombre, un problema universal y costoso que ha de ser afrontado por la

odontologia.
Su caracter peculiar deriva de ser producida por una microbiota compleja de placa

dental supragingival,de su condicion progresiva, costo, sufrimiento y efectos sobre la salud

y personalidad del individuo afectado. En 1986 Walter Loeshe describe la caries y la
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enfermedad periodontal como “quiza las infecciones mas caras que tienen que afrontar las

personas a lo largo de su vida”.

Numerosos estudios se han destinado a investigar sobre la prevencion
deenfermedades bucales, en especial caries dental, poniendo especial énfasis enlas medidas
que controlen la formacion de placa bacteriana dental y asireducir la presencia del agente
patégeno.

La placa dental es una pelicula acelular constituida por glucoproteinas de origen
salival y bacterias, adheridas a la superficie de los dientes, responsable del desarrollo de
ciertas enfermedades orales especificas como son la caries y la enfermedad periodontal. Es
una masa blanda tenaz y adherente de colonias bacterianas rodeadas por materiales
extracelulares de origen bacteriano y salival, que se coleccionan sobre la superficie de los
dientes, la encia y otras superficies bucales cuando no se practican métodos de higiene

adecuados.

Durante afios se ha puesto especial interés en determinar la funcionde la placa dental
bacteriana en el inicio de la lesion cariosa enlugares especificos del diente. La placa dental
ha sido definida como: unamasa blanda, translicida y muy adherente que se acumula
sobre la superficiede los dientes, formada casi exclusivamente por bacterias y sus
subproductos. LaOMS, 1960 ladefinecomo*“Una entidad bacteriana
proliferante,enzimaticamente activa, que se adhiere firmemente a la superficie dentaria
yque por su actividad bioguimicamente metabdlica ha sido propuesta como elagente
etiologico  principal en el desarrollo de la caries” (Huerta J.1975).Su
acumulacidnconstituye una sucesién de acontecimientos muy ordenados y perfectamente
bien organizados (Sturdevant C, Roberson .T and H.Heymann 1996). La formacion de
placa dental sobre la pieza dentaria expuesta al medio bucal, comienza a los pocosminutos
aun después del cepillado aun cuando se deposita sobre ella una capa acelularmucinosa,
libre debacterias llamada “cuticula dentaria” 0 pelicula dental
adquirida(PDA).Posteriormente, diversas formas bacterianas se agregan a ella adhiriéndose
medianteuniones idnicas, electroliticas o de tipo ligando-lectina y la colonizan,

comenzando a elaborar el dextran, un polisacarido extracelular de alto pesomolecular,
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viscoso y adherente, el cual se produce exclusivamente apartir de la sacarosa (Urzla. | y
Stanke. F. 1999). Solo algunas especies bacterianas, en especialStreptococcusmutans, son
capaces de adherirse a las superficies bucales comola mucosa y superficie dentaria (Huerta
J. 1975).Estas bacterias adherentes disponen dereceptores especiales y producen ademas,
una matriz pegajosa, el dextran,que les permite cohesionarse fuertemente entre si. Una vez
que se fijan losmicroorganismos pioneros proliferan y se extienden lateralmente
formandouna cubierta similar a una estera sobre dicha superficie. El crecimientobacteriano
posterior es en volumen, vertical sobre la superficie del diente (hacia el exterior). La
cubierta mixta streptococcica resultante permite quese adhieran otros microorganismos
como bacterias filamentosas y espirales,que de otro modo no podrian fijarse a la superficie
dentaria. Porconsiguiente, la formacion de una placa madura conlleva una serie de
cambiosy cada uno dependera de la fase previa durante la que se preparan lascondiciones
locales para la siguiente fase (Loeshe .W.J. 1986).Entre los 4 y 10 dias ya sepuede observar

una placa bacteriana dental madura.

111 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Cada vez mas, los pacientes que acuden al consultorio dental solicitan informacién
sobre alternativas para tratar la caries dental la cual es un problema grande de salud para el

hombre moderno. Es conocida como una enfermedad infecto contagiosa.

Una mala salud bucodental puede tener profundas repercusiones en la salud general y en la
calidad de vida, el dolor, los abscesos dentales, los problemas al comer o en la masticacion,
la pérdida de piezas dentales tienen efectos importantes en la vida y el bienestar cotidianos

de las personas.

Se han establecido diversos tratamientos para eliminar la caries sin poder
erradicarla. Por lo antes mencionado es importante generar nuevas alternativas de
tratamiento. Y la pregunta es:;Sera posible que los campos electromagnéticos puedan
eliminar bacterias productoras de caries como una medida alternativa para el tratamiento y

su control?
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IV JUSTIFICACION

El hecho de encontrar a la caries como un problema de salud publica en nuestra
poblacién nos obliga a pensar en nuevas metodologias de tratamiento y control del
padecimiento. La aplicacion de CEM se convierte en una nueva via alternativa de
aplicacion, pues en diversos estudios se muestran que es posible que se eliminen bacterias,
siendo asi, no solo reduciria la prevalencia de caries humana sino también los costos en el
tratamiento de los pacientes que en algunos casos se eleva a mas de 10 000 pesos al afio,
ésta cifra puede elevarse varias veces si el paciente no se atiende adecuadamente. Ademas
de la economia el problema de la incapacidad para desempefiar sus funciones normales lo
cual conduce también a bajo rendimiento y pérdida econémica para los organismos o
instituciones donde se encuentre. La atencion médica en las instituciones de salud se ve
afectada por la gran demanda de pacientes con caries. Y por otro lado los tratamientos en

ocasiones son dolorosos.

La aplicacion de CEM no implica contacto estrecho con el paciente ni prolongado,y
posiblemente es muy bajo el costo, lo cual traeria resultados adecuados para nuestras
poblaciones.

V  HIPOTESIS

Los campos electromagnéticos seran capaces de eliminar el crecimiento y formacion de

biopelicula de bacterias productoras de caries.
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VIOBJETIVOS

6.1 Objetivo General:

Determinar el efecto de los campos electromagnéticos a diferente frecuenciae
intensidad de CEM en el crecimiento y produccién de biopelicula de bacterias productoras

de caries empleando a S. aureuscomo referencia.

6.20bjetivos Especificos:

e Disefiar una bobina para aplicacion de campos electromagnéticos.

e Estandarizar la técnica de CEM sobre la biopelicula de S .aureus.

e Estandarizar una técnica para determinar la presencia de biopelicula en bacterias
empleando como referencia al S. aureus.

e Determinar el efecto de CEM sobre el crecimiento de Staphylococcusaureus.

e Determinar el efecto de los CEM sobre la biopelicula y crecimiento de S. aureusasi
como el desarrollo de bacterias aisladas de pacientes.

e Describir el efecto de los CEM sobreStaphylococcusaureus y las bacterias aisladas
de pacientes con caries mediante microscopia electronica de barrido sobre la
composicion elemental.

e Proponer un modelo tedrico para demostrar el efecto de los CEM.
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VIIMATERIAL Y METODOS

El presente disefio es de tipo experimental encaminado a encontrar el efecto de los

campos electromagnéticos sobre los microorganismos productores de caries.

7.1 Disefo de bobina de Helmholtzy equipo para aplicacion de campos

electromagnéticos

7.1.1Sistema de aplicacién de CEM

El sistema para generar CEM se disefid con dos componentesprincipales, el
generador de sefial y el sistema de bobinas de Helmholtz. La medicion del campo se realiz6
con un gausimetro de efecto Hall. EI generador entregd una onda cuadrada de amplitud
pico-pico variable de 0-22 V, con frecuencia de 10 Hz hasta 10kHz.La sefial que fue
monitoreada en un osciloscopio. La sefial pasa a una bobina en el interior de la cual se
colocaron cajas de Petri que contenian las bacterias las cuales fueron expuestas a CEM a
diferente frecuencia, tiempo de exposicion e densidad de flujo magnético.

7.1.2 Especificacion y dimension del equipo

La bobina se elabor6 en configuracion Helmholtz en honor al fisico aleman Herman
von Helmholtzconsistié en un par de bobinas circulares conectadas en serie de tal manera
que la corriente circulaba en la misma direccion en cada una de ellas.Esto indujo un campo
magnético uniforme en el centro, el cual es proporcional al nimero de vueltas y a la

corriente que circula en el alambre.Se elaboraron con tubo de carton como soporte, con un
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diametro interior de 30 cm y una altura de 22 cm una separacion de las bobinas de 15 cm
y ndcleo de aire en el interior del cual se colocaron los recipientes de cajapetri con los
cultivos microbianos durante el tratamiento de CEM. Se utiliz6 alambre magneto con
calibre 18, y 200 vueltas de alambre en cada bobina. Las dimensiones de las bobinas se
definieron con base en las dimensiones de los recipientes usados para contener el cultivo
durante la aplicacion de campo electromagnéticos buscado que el cultivo se ubicaba en la
region donde el campo es méas uniforme es decir el centro geométrico del cilindro

conformado por la bobina “Ley de Biot-Savart” (Tipler,2005).
7.1.3 Fuente de voltaje

Para alimentar las bobinas que producen los campos magnéticos,se usé una fuente
de poder ( PASCO*“Scientific” SF-9584 A). Esta fuente produce un voltaje regular de 0 a

22 V, en corriente directa.

7.1.4 Generador de funciones

Se us6 un generador de funciones Elenco GF8056 de 1GHz para generar una sefial
senoidal quealimenta al circuito amplificador para fijar la amplitud y frecuencia que para

los experimentos vario de 10 Hz hasta 10 kHz.

7.1.5 Osciloscopio

Se usé un osciloscopio Tektronix TDS 220 para monitorear las sefiales producidas

por el generador de funciones y para monitorear la salida del circuito amplificador.

7.1.6 Circuito amplificador
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Se us6 un circuito amplificador que se alimenta por la sefial de voltaje emitida desde

el generador de funciones y para monitorear la salida del circuito amplificador. El rango de

amplitud de voltaje que se visualiz6 fue de 0 a 22 V.

Tabla 1Equipo electrénico utilizado en el desarrollo experimental de ésta tesis y funciones

de cada uno para generar campos electromagnéticos.

Instrumento Funcion

Generador de funciones Elenco GF8056 Control de frecuencia y amplitud del campo
oscilatorio

Osciloscopio Tektronix TDS 220 Verificacion de la frecuencia y amplitud del

campo oscilatorio

Fuentes de voltaje Alimentacion de campo oscilatorio
PASCO Scientific SF-9584 A

Circuito amplificador Alimentacién del campo oscilatorio
Bobina Helmholtz Generacion del campo oscilatorio
Sensor de campo magnético PASCO Medicion de campos magnéticos

A la bobina se adaptd y conecté una fuente de poder ( PASCOscientific SF-9584)
y un generador de funciones (Elenco GF8056), asi como un circuito eléctrico que sirve
como amplificador y controlador de la corriente que circula por la bobina. Figura 3 sistema

para aplicacién de CEM).

Una vez terminada de construir la bobina se calibr6 con un gausimetro marca
(XplorerGLX(PS-2002) ver Figura 4Se hizo circular una corriente de3 A,produciéndose las

siguientes intensidades de campo magnético al centro de la bobina: de 1,3,5 y 18 mT.
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BOBINA DE HELMHOLTZ

OSCILOSCOPIO FUENTE DE PODER

Figura 3 Representa el sistema para aplicacion de campos electromagnéticos el cual
consta de una Bobinas de Helmholtz,osciloscopio,fuente de poder y gausimetro para

medicién de intensidad magnética).
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Gausimetro

e Sonda Hall

Figura 4Sensor de campo magnético (Xplorer GLX(PS-2002)

El gausimetro es un aparato electrénico con una sonda Hall para medir campos
magnéticos ,(sensor de punta llamada sonda Hall que suministra una sefial proporcional a

la induccion magnética).

7.2 Estandarizacion de las condiciones de CEM aplicadas a microorganismos

productores de biopelicula

7.2.1 Efecto de CEM sobre biopelicula

Con el propdsito de saber si los campos electromagnéticos influyen sobre la formacién de
biopelicula. Se probaron diferentes condiciones de CEM sobre dos bacterias, una
productora debiopelicula (S.aureus 1654) y la otra no productora de biopelicula (cepa

bacteriana 54). Las condiciones fueron las siguientes:

Voltaje: 22V
Amperaje:de 3 A

Frecuencia: 50 Hz y 10kHz
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Intensidad de campo: 5y 18 mT
Tiempo de exposicion: de 1 min a 36 h de exposicion a CEM
Condiciones finales de trabajo: 50Hz, 3 A ,5bmTy 10 kHz 3 Ay 18 mT

Las bacterias se sembraron en Agar BHI —rojo congo 5% incubandolas 24 h a 37°C el
criterio de inhibicion de biopelicula se indico midiendo la distancia del halo que se forma

alrededor de la colonia y por la coloracion de la misma.

7.3 Estandarizacion de técnicas para la formacion de biopelicula.
a) Meétodo de Microplaca

b) Método de Rojo Congo con sacarosa al 5y 10 %

7.3.1 Método de Microplaca

El ensayo de la formacidén de biopelicula se realizd con modificaciones segun
(Christensen, et al.,1985).Las cepas deS.aureus se cultivaron en 5 ml de medio liquido BHI
por 24 h a 37 °C, cuando se requiri6, se agrego NaCl a una concentracion final de 5% para
inducir la formacion de biopelicula. Posteriormente, se realizé una dilucién de 1:200 con
medio agar soya tripticaseina (TSA, por sus siglas en inglés) fresco y se colocaron 200uL
en un pozo de una microplaca de 96 pozos (el ensayo se realiz6 por cuadriplicado para cada
cepa), la placa se incub6 a 37°C por 24 h. Posteriormente se retir6 el medio de cultivo y se
realizaron dos lavados con regulador fosfato salina(PBS) 1X al final de los lavados se
agreg6 200uL de safranina al 0.1% y se dej6 reposar por 5 min.Se retir6 la safranina por
decantacion y se lavé dos veces con PBS1X,posteriormente se midio absorbancia a 490nm
en un lector de ELISA, empleado como blanco medio de cultivo sin crecimiento, valores >

0.12DO fueron considerados positivos para la formacién de biopelicula.
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7.3.2 Meétodo de Rojo Congo en caja de petri con medio de cultivo Tripticaseina

(TSA) e Infusion cerebro corazon(BHI)

La técnica del rojo congo consistio en la preparacion de placas de base de
TSA,adicionando rojo congo a una concentracion final de 0.8mg/ml (Freeman, et al.,
1989).

La técnica de BHI con rojo congo y sacarosa al 5 % consistio en preparar el agar BHI
polvo agregando 10.4 gr en 100 ml de agua destilada y adicionando rojo congo a una
concentracion final de 0.8mg/ml, posteriormente se preparé 100 ml de agua destilada

agregando 10 g de sacarosa Y, se disolvié con un agitador magnético.

Las cepas de S.aureuspreviamente fueron cultivadas en 5 ml de medio liquido, BHI
por espacio de 24 horas a 37°C.Apartir de este cultivo se sembraron por estria abierta en
las placas de rojo congo y se incubaron por 24 horas a 37°C.Las cajas con crecimiento
bacteriano se colocaron en refrigeracion a 4°C por 24 horas al término de este periodo, se
identifico la produccion de biopelicula (positiva) por la presencia de color negro y la
ausencia de biopelicula (negativa ) por la presencia de colonias rojas.

Las cepas de S. aureus fueron cultivadas en 5 ml de medio liquido, caldo nutritivo
por espacio de 24 horas a 37°C.Apartir de este cultivo se sembraron por estria abierta en
las placas de rojo congo y se incubaron por 24 horas a 37°C se identificé la produccion de

biopelicula (positiva) por la presencia de color negro.

La técnica de rojo congo al (2X) doble de concentracidn, consistio en la preparacion
de placas de base de BHI mezclando 50 ml de BHI al 2x con 50 ml. de solucién con
sacarosa al 10% y rojo congo.

La finalidad de usar estas técnicas es la formacion de biopelicula. Se opt6 por la
técnica de BHI al 5 % debido a que se observaba mejor el color en la biopelicula siendo

esta de color negro.
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7.3.3 Seleccion de cepas productoras de biopelicula

Con la finalidad de tener controles positivos y negativos a biopelicula se
seleccionaron cepas que tuvieran una franca presencia o ausencia de biopelicula, en total

fueronl9 cepas ensayadas(Tabla 2).

Tabla 2 Se indican cepas bacterianas asi como su origen utilizadas como controles

positivos y negativos abiopelicula

Cepa bacteriana Origen de la cepa

54 Pulque

94 Pulque

3 Pulque

71 Pulque

69 Pulque

60 Pulque

45 Pulque

66 Pulque

52 Pulque

11 Pulque

14 Pulque

102 Pulque

75 Pulque

44 Pulque

47 Pulque

1668 (S. aureus) Paciente 1 con oftalmia
1654 ('S. aureus) Paciente 2 con oftalmia
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1986 ( S. aureus) Paciente 3 con oftalmia

ATCC (S. aureus) Paciente 4 con oftalmia

7.4Curva de crecimiento deStaphylococcusaureus(cepa 1654)

Para determinar la curva de crecimiento se preparé un cultivo de 50 ml de caldo
nutritivo al cual se sembré con S. aureus desarrollado en placa; y se incub6 a 37°C vy a
diferentes tiempo, se tomd 5 ml de la suspension para medir por espectrofotométricamente
la turbidez la cual se iba registrando hasta alcanzar la fase estacionaria, se midid hasta 36
horas. Para cuantificar las bacterias se empled una curva estandar de sulfato de bario a
diferentes concentraciones y para determinar las UFC, de cada muestra que se tomaba para
medir espectrofotométricamente también se obtenia una alicuota de 10 ml la cual se diluia
hasta obtener diluciones de 1X107?, 1X10™, 1X10® y se procedié de estas muestras sembrar
en placas: una de agar tripticaseina y la otra de agar BHI rojo congo. Se incubaron a 37°C
por 24 h después se contd el nimero de colonias y al multiplicar por el factor de dilucion

se registraba el namero de UFC.

Antes de iniciar la curva de crecimiento se realizd una tincion de Gram con la finalidad de
asegurar de que sean cocos en racimo Gram + y se usO la prueba de catalasa para

demostrar la presencia de S. aureus,la cual fué positiva.

7.5 Efecto de CEM sobre crecimiento de microorganismos

Se probaron las mismas condiciones a las mismas bacterias para determinar si hubo
0 no crecimiento de colonias de ambas bacterias. Para ello se sembraron ambas colonias en
Agar BHI —rojo congo 5% incubandolas 24 h a37°C.El criterio para saber si hubo efecto

fue sobre ausencia o presencia asi como la cantidad de colonias presentes en las placas.

7.6 Efecto de los CEM sobre el crecimiento de S. aureus(cepa 1654)
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S. aureus es una bacteria productora de biopeliculasobre la cual se ha
observadoefectos electromagnéticos sobre su desarrollo(Andreas
Obermier,FlorianDominikMatlet.al., 2009); se utiliz6 como referencia para establecer las
condiciones para estudiar el efecto de los CEM sobre bacterias productoras de caries. En

este caso se trabajo con un cultivo de la cepa 1654 de S. aureus de la siguiente manera:

Se prepararon 2 cultivos en caldo nutritivo para favorecer su desarrollo sembrados

con la cepa 1654, uno de ellos se empleo como control y el otro como cultivo de prueba.

El primero se incub6 a 37°C durante 24 h;el segundo se incub6 durante 24 h.
sometiéndose a CEM bajo las siguientes condiciones: 50 Hz,5mT,3 Amperes y 22 Voltios y
con tiempo de exposicion a CEM desde 0 a 36 h.

Se realizd una tincion de Gram para saber si era la cepa indicada (cocos en racimo
gram+, y se realizo la prueba de catalasa, lo que indicaria que se trata de Staphylococcus, y

por tanto es el control de que es la 1654.

Se inocul610ul de cultivo desarrollado un dia antes, en un matraz con 50 ml de caldo

nutritivo.

Semididsu crecimiento mediante medicion de las absorbancias a partir de 0, 3,6, 9,
12,24,y 36 h.

Para la lectura de la muestra se tomaron 10 ml de cultivo y se mezclaron con 9.9 ml
de SSI (NaCl 0.85%) estéril; enseguida se realizé otra dilucion de la misma manera (1/100)
y después otra mas de tal forma que se tuvieron tres diluciones: 1X102, 1X10™* 1X10°, y
de cada una se tomaron 100 ml para sembrar en respectivas placas de agar BHI-rojo congo
con sacarosa al 5% y agar tripticaseina. Las placas se incubaron 24h a 37°C después de la
incubacion se contaron las UFC en cada placa y se registrd la presencia o ausencia de

biopelicula.

Para medir la absorbancia se utilizd un espectrofotometro marca: thermoScientific Modelo:

Genesys 20.
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7.7Determinacion del efecto de los CEM sobre la superficie de las bacterias observadas

mediante microscopia electronica de barrido

Para saber si los CEM actuaban sobre la superficie de las bacterias desarrolladas en cultivo
fueron muestreadas en el punto de mayor inhibicidn de su curva de crecimiento las cuales
se prepararon para su observacion al MEB de la siguiente manera:de cada
cultivodesarrollado se tomd con un asa bacterioldégica una muestra y se paso sobre un
cilindro metalico para su fijacion, la cual se dejaba durante 24h a temperatura
ambiente;una vez fijada se montaba sobre un pedestal metélico provisto de cinta conductora
adhesiva con doble capa, que sujetaba firmemente a ésta.(Figura 5).El siguiente paso fue
recubrir la muestra con un metal conductor como el oro,(técnica simplificada para observa
la morfologia de las bacterias)y se aplicaba al vacio para ionizarla(Figura6).Una vez
ionizada la muestra se observa al microscopio electronico de barrido para describir si se

afectaba la superficie de las bacterias y realizar su andlisis de elementos quimicos(Figura?).

El equipo usado para el analisis de MEB fue un microscopio JEOL 6300,modelo JSM, con
un alcance de 300 000 amplificaciones, spot size de 10 a10° amp y una resolucién de 20
KeV.Este equipo cuenta con un espectrémetro de Rayos-X por dispersion de energias, con
el cual se determinan las intensidades relativas de los elementos presentes en el material
dentro de un é&rea de andlisis de 1m?. Este microanalisis es semicuantitativo y permite

conocer elementos presentes en la muestra y su concentracion aproximada.

La finalidad de este analisis fue medir a diferentes amplificaciones para observar la
morfologia de los microorganismosy su composicion quimica superficial, para lo cual se

montaron las muestras en unos stubs,sobre una cinta de grafito y se recubrieron con oro en
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una evaporadora marca DENTUM VACUUM, en un tiempo de recubrimiento de 2 min a
una presion de 20 millitor.En tanto que para efectuar los microanalisis, las muestras se
montaron en uno stubs las cuales fueron recubiertas con una fina capa de oro(0,1 um de

grosor).

Stubs

Figura 5 Se ilustra el montaje de las muestras sobre unos portamuestras especiales
(stubs)recubiertas con fina capa de oro para observar morfologia de bacterias y analisis de

las mismas en el MEB

Figura 6 lonizadorde muestras para observar al MEB
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Figura 7 Microscopio Electrénico de Barrido.Instructions Jeol-1991.JSM - 6300.Scanning

microscope.TokioJapan (Equipo para analisis morfoldgico de bacterias).

7.8Efecto de CEM sobre bacterias aisladas de pacientes

Una vez establecidas las condiciones de inhibicion bacteriana se trabajo con muestras de
microorganismos aisladas de pacientes con caries. A cada paciente se le dio una carta de
consentimiento informado se le pidié su autorizacion para tomar una muestra de placa
dentobacteriana y asi realizar el aislamiento de las bacterias presentes en caries. Las
muestras se aislaron de la siguiente manera: para poder determinar la presencia,
localizacion y cantidad de placa bactriana fue necesario utilizar un método para hacerla
visible.Se le da al paciente una tableta reveladora a base de fuccina basica al 0.03 por
ciento, con la finalidad de detectar la presencia de placa bacterianauna vez coloreada la
zona se procedié con un hisopo estéril a tomar la muestra y colocarla en una caja de petri
con TSA y sembrar por estria e incubarla durante 24 h a 37°C para su crecimiento. Se

aislaron,identificaron y se determind su sensibilidad a CEM.

7.9Caracterizacion electromagnética del S.aureus

Para la caracterizacion EM del Staphylococcusaureus, se utilizé el programa de simulacion

ComsolMultiphysics.
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COMSOL Multiphysics™ es una herramienta de modelado y andlisis para prototipaje
virtual de fendmenos fisicos. Puede modelar virtualmente cualquier fendémeno fisico.Es un
paquete de software de analisis y resolucion por elementos finitos para varias

aplicaciones fisicas.

Para la modelizacion de la bacteria se consider6 una geometria esférica (citoplasma) de
radio 0.792 um rodeada de una membrana de espesor uniforme de valor 8 nm. La bacteria

estd inmersa en un medio externo (electrolito).

La caracterizacion eléctrica de la bacteria y del medio externo viene determinada
por los pardmetros eléctricos (permitividad eléctrica y conductividad) de las distintas capas
de su estructura y del medio. Los valores se indican en la Tabla3 (Aranzazu Sanchis Otero,
2008).

Tabla 3 Parametros eléctricos (permitividad eléctrica y conductividad)

Medio Permitividad | Conductividad
G (S/m)

Citoplasma 60 0.8

Membrana 16 57

Electrolito (medio externo) | 80 2.5¢°

Se observa que el citoplasma tiene una conductividad muy alta comparada con la
membrana. Esto hace que la membrana sea un lugar de muy alta amplificacion del campo

eléctrico.(Aranzazu Sanchez Otero, 2008).

El sistema utilizado en COMSOL se formé por dos espiras de seccién cuadrada 2x2 pm?,

radio R = 5.5 um, separadas una distancia D = 12 um por las que circula (en sentidos
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contrarios) una densidad de corriente de valor Js = 22.5x10° A/m?, tal y se muestra en la
Figura 8. Las espiras estan encerradas en una esfera (region de radiacion) de radio R = 15
pum rellena con el electrolito. Los valores de densidades de corriente utilizados permiten
obtener una distribucién de campo B practicamente uniforme de valor 5 mT en toda la

region ocupada por la bacteria, tal y como muestran las lineas de campo en la Figura 9y 10

2. Esfera 3. Bacteria

x1000 7

1. Espiras cuadradas

Figura 8 Aplicacion del modelo teérico a la bacteria ( region de radiacion:l. espiras,

2.esfera, 3. bacteria)

freq(1)=10000 Slice: Magnetic flux density norm (mT) Arrow: Magnetic flux density freq(1)=10000 Streamline: Magnetic flux density

A 14963

-10 -10

¥ 0.0151
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Vectores de campo Distribucion de CEM en la bacteria

Figura 9Distribucidon de campo electromagnético (vectores de campo).
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Distribucién de campo electromagnético Distribucién de CEM en toda la bacteria

Figura 10 Distribucion de campo en toda la bacteria.

7.10 Distribuciénde campo eléctrico y potencia electromagnética total disipada

en el Staphylococcusaureus

El campo B =5 mT y 18 mT de frecuencia variable entre 20 Hz y 10 MHz, se genero por
medio de un sistema de bobinas de Helmholtz, tal y como se muestra en la Figura 10y11.La
bacteria se sitla en el centro del sistema, con el espacio de la region de radiacion relleno de
medio externo (electrolito). El intervalo de frecuencias estudiado cubre las frecuencias de

los campos magnéticos generados por las lineas de distribucion de energia eléctrica (50 —
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60 Hz) y las frecuencias de campos utilizados en técnicas de manipulacion de células

(electroforesis, dielectroforesis y electrorotacion).

Line Graph: Magnetic flux density, y component (mT)

-5.05 -

=55 |

Magnetic flux density, y component (mT)
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-5.65

y-coordinate (m)

Figura 11 Distibucion del campo eléctrico en la bacteria con intensidad de campo de

5mT

Line Graph: Magnetic flux density, y component (mT)
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Figura 12Distribucion de Campo eléctrico en la bacteria con intensidad de campo de
18mT

Para obtener una buena precision en los resultados numéricos para el campo eléctrico en
las distintas zonas de la bacteria, se utiliz6 un mallado adaptativo, con distinta densidad de
tetraedros para la membrana y para el citoplasma. Asi, la membrana se dividio en 160.000
tetraedros con un volumen de mallado de 0.06038 um?, mientras que para el citoplasma se
utilizaron 357.000 tetraedros con un volumen de mallado de 2.08 um®. Para la regién de
radiacion se utilizé un mallado mas grueso, formado por 470.000 tetraedros con un
volumen de mallado de 1.114x10* um®, EI mallado adaptativo completo del sistema y de la
bacteria se muestra en la Figura 13.(Distribucion de densidad de campo magnético en el

mallado adaptativo usando el método de elementos finitos).

Mallado adaptativo Bacteria

VaAVASAL)|

GAASATL

VAR
N

Figura 13. Mallado adaptativo del sistema y la bacteria
Analisis de elementos finitos en el mallado adaptativo

Para el analisis electromagnético,se calculé para distintos valores de la frecuencia, la
potencia electromagnética disipada en el citoplasma, en la membrana y en el conjunto
citoplasma - membrana del Staphylococcus, manteniendo la amplitud de campo B constante
en5mT y 18mT.
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Se uso el método de elementos finitos (MEF en castellano o FEM en inglés) es un
método numeérico general para la aproximacion de soluciones de ecuaciones diferenciales

parciales, asociadas a problemas fisicos y bioldgicos complejos

VIIIANALISIS ESTADISTICO

El criterio para decidir si habia efecto de los CEM sobre el crecimiento de las bacterias se
basé en la prueba estadistica de  X*considerando diferencia significativa si el valor de p<
de 0.05 al compara los valores de las mediciones de las bacterias con los obtenidos de
bacterias tratadas con CEM.En todos los ensayos se aplicé este criterio:

1) Curva de crecimiento a diferentes tiempos.

2) Concentracion de iones detectados mediante microscopia electronica de barrido.
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IXRESULTADOS

9.1Determinacion de la formacion de biopelicula por el método de rojo congo

En latabla4 Se muestran los resultados de cepas que dieron positivo y negativo a
formacion de biopelicula,(Biopelicula (+)forma biopelicula ;Biopelicula(-) No forma

biopelicula.

Cepas Biopelicula (+) Biopelicula (-) Origen
54 () Bacteria del pulque
94 ) Bacteria del pulque
3 ) Bacteria del pulque
71 ) Bacteria del pulque
69 ) Bacteria del pulque
60 ) Bacteria del pulque
45 ) Bacteria del pulque
ATCC (+) Aislada de paciente

S. aureus

1986 +) Aislada de paciente
1654 (+) Aislada de paciente
102 (+) Bacteria del pulque
75 (+) Bacteria del pulque
66 (+) Bacteria del pulque
44 (+) Bacteria del pulque
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Tabla 4 Se muestra origen de las cepas estudiadas que dieron positivo y negativo a
formacion debiopelicula asi como e | origen de las mismas,biopelicula (+) forman
biopelicula (cepas ATCC S.aureus,1986,1654,102,75,6 y 44) biopelicula (-) no forma
biopelicula (cepas 45,60,69,71,3,94y 54) .

En la figura 14se presenta un ejemplo de bacteria productora de biopelicula.

Figura 14Cepa 1654 biopelicula (+)

De las cepas estudiadas se selecciond la cepa 54 como control negativo y
la cepa 1654 de S. aureuscomo control positivo,dado que estas dos cepas son las que
dieron un mejor desarrollo y adaptacion de su crecimiento en diferentes medios de cultivo.
Las cuales se utilizaron como controles positivo y negativo respectivamente para ensayos

posteriores.

Cepa S. aureus

Cepa 54 1
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Figura 15.Bacterias formadoras o no formadoras de biopelicula(Cepa S. aureus forma

biopelicula se observa de color negro,cepa 54 no forma biopelicula se observa de color café

tenue).

Durante el crecimiento de las bacterias formadoras de biopelicula se observo un halo
hialino alrededor de las colonias bacterianas con diferente distancia al exponer a CEM.

En lafigura 16. Se observa que la cepa ATCC, izquierda ademas presenta el halo hialino
que no se observa en el resto de las bacterias productoras de biopelicula.

Cepa ATCC

(halo hialino)
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Cepa 54

Biopelicula (-)

ATCC

Biopelicula (+)

Figura 17Comparacion entre bacterias formadoras y no formadoras de biopelicula con

Presencia de halo hialino de la cepa ATCC no asi la cepa 54.

9.2 Efecto de los CEM sobre la formacion de biopelicula

Una vez que se seleccionaron cepas formadoraso no formadoras de biopelicula, se decidié
exponer a CEM para ver el efecto sobre la biopelicula. En este caso se emplearon las cepas
54 y ATCC de S. aureusrespectivamente. A diferente frecuencia, tiempo de exposicion y
con una intensidad de campo de 5 mT y 3 A.En la tabla 7.Se muestran los resultados de
CEM sobre la formacion de biopelicula. A frecuencias de 10 a 30 Hz los tiempos de
exposicion fueron breves (1 y 5 min,), sin embargo 30 ,50 y 60 Hz los tiempos variaron
hasta 30 min los resultados representan las condiciones mas extremas que se ensayaron ya
gue aly5 min tampoco se present6 un resultado distinto a lo observado; por tanto en éste
resultado se observa que desde 1 min hasta 30 min de exposicién y de 20 Hz hasta 60 Hz

con la misma intensidad de campo los resultados fueron similares.
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Tabla 5 Efecto de los campos electromagnéticos sobre la formacion de biopelicula por cepa

54 y ATCC(S. aureus) a diferente frecuencia y tiempo de exposicién

Frecuencia e Tiempo de exposicion a | Cepa 54 ATCC
intensidad de 5mT | CEM (min)
CEM de 10 Hz 1 min No biopelicula, Halo de 2 mm.
no halo Biopelicula(+)
5 min No biopelicula, Halo de 2 mm.
no halo Biopelicula(+)
CEM de 20 Hz 1 min No biopelicula, Halo de 5 mm
no halo Biopelicula(+)
5 min No biopelicula, Halo de 5 mm
no halo Biopelicula (+)
CEM de 30 Hz 1 min No biopelicula, Halo de 2 mm
no halo Biopelicula(+)
5 min No biopelicula, Halo de 0.5 mm
no halo Biopelicula(+)
CEM de 50 Hz 1 min No biopelicula, Halo de 4 mm
no halo Biopelicula(+)
15 min No biopelicula, Halo de 2 mm
no halo Biopelicula (+)
30 min No biopelicula, Halo 0 mm
no halo Biopelicula(+)
CEM de 60 Hz 1 min No biopelicula, Halo de 2 mm
no halo Biopelicula(+)
15 min No biopelicula, Halo de 1mm
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no halo Biopelicula (+)
30 min No biopelicula, Halo de 0 mm
no halo Biopelicula(+)

9.3 Determinacién de curva de crecimientoStaphylococcusaureus

Debido a que no se observo inhibicion de crecimiento total de S.aureus en placa por la
exposicion de CEM, se investigd si  podia causar una disminucion parcial de su
crecimiento,para ello se realizd una curva de crecimiento de S.aureusexpuesto y no

expuesto a los CEM por un periodo de incubacién durante 36h a 37°C.

En laFigura 18 Se observa que a partir de las 12 h de incubacion se presenta una
disminucion en el crecimiento de S. aureusexpuesto a CEM estadisticamente significativa,
y que el maximo efecto inhibitorio se ve a las 24 h de incubacion cuando lo cual indica un

efecto inhibitorio en el crecimiento.

CURVA DE CRECIMIENTO
CEPA 1654

ABSORBANCIA
coo0o000000
OORFRNNWWS
ouvuiouiouiouio

0 5 10 15 20 25 30 35 40

TIEMPO (h)

=0—GRUPO CONTROL == GRUPO EXPUESTO

54




Efecto de los campos electromagnéticos sobre el crecimiento y formacion de biopelicula de microorganismos productores de caries
______________________________________________________________________________________________________________________|]

Figural8Curva de crecimiento de la cepa 1654 expuesta a campos electromagnéticos y el
grupo control. Se aplicd una intensidad de campo de 5mT,3 Amperes y una frecuencia de
50 Hz.

Tabla 6 Valores de la curva de crecimiento bacteria 1654 de S. aureus.

Tiempo Absorbancias Absorbancias Valor de P

(h) 600nm 600nm ( 10 repeticiones)
Grupo control Grupo CEM

0 0 0 0
12 0.230 0.183 0.02<p<0.05*
15 0.263 0.147 P<<<.001*
18 0.255 0.147 P<<<.001*
21 0.270 0.116 P<<<.001*
24 0.302 0.115 P<.001*
36 0.347 0.248 P<.001*

Si p< 0.05 es significativo.
9.4 Efecto de los CEM sobre las bacterias productoras de caries

Una vez que se vio efecto inhibitorio de los CEM sobre el S. aureus se procedio a
investigar el efecto de los CEM sobre las bacterias aisladas de pacientes con caries para ello
los 20 aislados de microorganismos obtenidos de 16 pacientes con caries se sembraron
cada uno por separado en medio de cultivo caldo nutritivo durante 24 h a 37C° en
presencia 0 ausencia de una exposicion a CEM tal y como se describe en material y

métodos.

Tabla 7 Se muestra el total de cepas estudiadas tanto grupo control como grupo
expuesto a campos electromagnéticos; en amarillo se presentan los resultados de
crecimiento de las dos cepas de S. aureus empleadas como controles positivos. Observamos

que hay una disminucién del crecimiento de microorganismos tanto a las 18 h como a las
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24 h de exposicion a CEM en cada una de las cepas estudiadas .Sin embargo para el casode
las bacterias aisladas de pacientes el efecto es distinto.

En la Tabla 7 Se observa que 9 de las 20 cepas, es decir el 45 % son afectados por los

campos electromagnéticos de manera significativa.

Paciente Bacteria Sram Absorbancia - Absorbancia -

600nm(18 h) 600nm(24 h)

Ctrl CEM Ctrl CEM
p-1 Cocos enracimo | + 0.194 | 0.123 | 0.001<p<001* [(.231 |0.209 | 0-20<p<0.30
p- 2 Diplococos - 0.185 | 0.125 | p<0.001* 0.224 |0.194 |010<p<020
P-3 Diplococos- + 0.180 | 0.107 |P<<o0Oo001* 0.228 | 0.195 |01<p<020
P-4 Cocos en cadena | + 0.168 | 0.128 |0.02<p<005* | (0.244 |[0.179 |0.00i<p< 0.01*
P-5 Cocos + 0.268 | 0.218 |0.02<p<005* 10408 | 0.380 | 030<p<050
P-6 Diplococos - 0.275 [0.261 |050<p<070 [(0.550 |[0.446 | 0.001<p<0.01*
P-7 Cocos en racimo | + 0.083 [0.073 |030<p<0350 }0.093 [.083 |030<p<0530
P-8 Cocos en racimo | + 0.056 [0.043 |010<p<020 |0.068 [0.053 |010<p<020
P-9 Cocosen racimo | + 0.051 [0.040 |020<p<030 |0.067 |[0.054 |020<p<030
P-10 Cocos en racimo | + 0.287 | 0.267 | 030 <p<050 |(0.312 [0.283 |020<p<030
P-11 Diplococos + 0.298 [0.286 |050<p<070 (0329 [0.295 |010<p<020
RO-5 Cocos + 0.295 [ 0.286 |070<p<080 [(0.334 [0.325 |070<p<080
RO-2 Cocos en cadena | + 0.278 [0.238 |005<p<010 10.328 [0.287 |010<p<020
RO-1 Cocos en cadena | + 0.301 |0.239 |0.001<p<0.01* 10,321 | 0.265 | 0.02<p<0.05*
RO-3 Cocos enracimo | + 0.137 [0.121 |030<p<0350 |0.216 [0.179 |005<p<010
RE-4 Cocos + 0.145 [ 0.129 |030<p<050 |0.236 |0.198 | 005<p<0.10
RE-2 Diplococos + 0.159 [0.145 |050<p<070 [(Q.162 |0.159 |050<p<0.70
RE-3 Cocos en cadena | + 0.195 [0.185 |050<p<070 |0.232 [0.176 |0001<p<001*
P-12 Cocos enracimo | + 0.197 [0.188 |050<p<070 |0.239 [0.179 |0001<p<001*
RAZ Cocos en cadenas | + 0.165 [0.155 |050<p<0.70 10.223 [0.193 |010<p<020
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ATCC

Cocos +

0.255

0.147

P<<<0.001*

0.302

0.209

P <0.001*

1654

Cocos +

0.204

0.147

0.001<p<0.001*

0.209

0.186

0.005< p <0.10*

Si p< 0.05 es significativo

9.5Efectode los CEM sobre el crecimiento y formacién de biopelicula en

S. aureus

Debido a que se observoé inhibicion de las 20 cepas aisladas de caries en presencia

de CEM a 50 Hz, 5mT durante 24 h se decidié probar con mayor intensidad de campo

electromagnético el cual fue de 18 mT,10 kHz durante 24 h pero sélo para S.aureus (1654).

Los resultados se muestan en la figura 19

N \
—_ F'm F} L a1
UAEH BaKU X109, a mn

UAEH 30KV

ivm F1 LO1
X10,000 25mm

Figura 19Microfotografia electronica de barrido deunabiopeliculaS. aureus (cepacontrol)

del lado izquierdo no expuestaa CEM comparada con microfotografia electronica de una

biopelicula S. aureus (cepa expuesta a CEM a frecuencia de 10 kHz 18 mT lado derecho.

Del lado izquierdo se observan bacterias esféricas agrupadas en racimos y del lado

derecho no se observan bacterias.
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9.6Elementos presentes en la superficie de S.aureus sometida a tratamiento con

CEM (frecuencia de 50 Hz, 5 mT

En la Tabla 8 Se muestra el analisis de elementos presentes en la superficie del S.aureus, al
ser expuesta a CEM a frecuencia de 50 Hz, 5mT. Se marca aumento de elementos Na,

Fe, Al, O, N y una disminucién de los elementos K, Ca 'y Mg.

Elemento Control CEM Valor de p

K 1.23% 0.76 % P<<<0.001 *
Na 5.50% 5.54% 0.10<p<0.20
Mg 2.00% 1.76% 0.30<p<0.50
Ca 5.50% 5.45% 0.95<p<0.98
Fe 0.14% 0.36% P<0.001 *

Al 0.90% 0.97% 0.50<p<0.70
o) 31.13% 32.71% 0.80<p<0.90
C 35.95% 35.84% 0.95<p<0.98
N 14.84% 15.68% 0.80<p<0.90

Valores disminuidos por efecto de CEM

*Valores con significancia estadistica
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Se puede observar que se presenta inhibicion total en una de las cajas de las bacterias
expuestas a CEM y peérdida de la biopelicula en comparacion con su control que no fue
expuesto a campos electromagnéticos.Por otro lado en la tincién de Gram se observo que

las bacterias expuestas a CEM presentaban zonas con halo blanco y rojizo.

Cepa 1654(control)Cepa 1654(expuesta a CEM)

ad

Figura 20 Cepa bacteriana (1654) expuesta a CEM con frecuencia de 10 kHz y 18 mT de
lado derecho y su grupo control no expuesto de lado izquierdo,se observa la cepa control
no expuesta a CEM con formacién de biopelicula y la cepa expuesta a CEM se observa

ausencia de biopelicula.
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Figura 21 Tincion de Gram, cepa bacteriana 1654 expuesta a CEM a frecuencia de 10 kHz

y 18 mT.(No se observan bacterias, no hubo formacion de biopelicula sélo existia la

presencia de elementos amorfos).

9.7Efecto de los CEM sobre la morfologia de S.aureus

Como se sefialo antes los CEM inhibieron parcialmente el crecimiento de S.aureus
las cuales fueron expuestas durante 24ha frecuencia de 50 Hz y 5 mT. Era importante saber
a qué nivel celular se estaba produciendo el efecto para lo cual se utilizaron muestras de
S.aureus expuestas y no expuestas a CEM para procesarlas y observarlas al MEB.(Figura
22)

ety
—_ 1Mm F1

1 UAEH 30KV X10.,008 13

o e T

Figura 22Microfotografia electronica de barrido,cepal654 S.aureus(cepacontrol no

expuesta a CEM lado izquierdo). Comparada con cepa expuesta a CEM a frecuencia de 50

Hz y 5 mT lado derecho. Se observan grupos de bacterias en racimos alargadas

En la imagen de las bacterias no se observan cambios morfolgicos notorios sin embargo,
el analisis de elementos sefiala que hay cambios a nivel de la superficie celular en cuanto
ala presencia de iones. En el cuadro se muestra que cambia la concentracion de Mg,
Ca,Na,Fey K.
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9.8 Efecto de CEM sobre el crecimiento y formacion de biopelicula de las cepas

bacterianas productoras de caries

-~

5

_— irm F1 LO1
UAEH 38KV X190.,000 25mm

N
UAREH 30KV le 25mm
- 3 .

e e e e e e e v e v ]

Figura 23 Microfotografia electronica de una biopelicula oral obtenida mediante MEB
Bacterias de paciente P-1,cocos Gram (+)cepa control a frecuencia de 10 KHz y 18 mT
comparada con cepa expuesta a CEM de lado derecho,algunas bacterias se ven alargadas y

otras amorgas.)
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9.9Elementos presentes en la superficie de bacterias de la caries sometidas a

tratamiento con CEM a frecuencia de 50 Hz, 5 mT

Tabla 9 Analisis de los elementos presentes en la superff§je de las bacterias productoras de
caries sometidas a CEM a frecuencia de 50 Hz y 5 mT.Se marcan los elementos Na, Al,

y O disminuidos y los elementos Mg, Ca, Fe y C aumentados.

Elemento | Control CEM | Valordep

K 0.12% 0.32% | 0.001<p<0.01*

Na 11.35% 10.16% | 0.80<p< 0.90

Mg 2.07% BIO5% | 0.80 <p<0.90

Ca 6.45% 2% | 0.80 <p<0.90

Fe 0.27% OMB% | 0.02<p <0.05 *

Al 1.45% 0.30% | P<<<0.001*

O 42.90% 88.95% | 0.50 <p<0.70
21.43% BBI25% | 0.50 < p <0.70

N 12.58% 12.76% | 0.90< p < 0.95

Valores disminuidos por efecto de CEM

*Valores significativos

(o))
N
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Con la finalidad de investigar si los CEM modificaban la morfologia de las bacterias y su
composicion superficial, se analizaron en MEB. Las muestras fueron expuestas durante 24
h bajo las siguientes condiciones; 10 kHz ,18 mT y 3 A.Los resultados de muestran en la
Tabla 10.

Tabla 10 Andlisis de elementos de las bacterias de la caries expuestas a campos
electromagnéticos a frecuencia de 10 kHz 18mT. Se marcan elementos aumentados por el
efecto de CEM el Ca, Fe, y Cloro en las bacterias del paciente P-11 y P-5 y disminuidos el
Al, Na, Mg,Fe C, O y N en los tres pacientes.

E P-11 | P-11 | Valorp P-5 P-5 Valor p P-12 | P-12 | Valordep
Ctrl | CEM Ctrl | CEM Ctrl | CEM

Na |11.35 |10.1 | 0.70<p<0.80 710 | @08 | 0.30<p<050 | 855 |652 | 0.50<p<0.70

Mg | 324 |[305 | 0.90<p<0.95 244 | BB | 080<p<0.90 |260 |[225 | 0.80<p<0.90

K 012 |PBE |0001<p<0.01* [0.63 |023 |P<<0001* |055 |88 | 0.001<p<0.01*
B8 [645 | | 0.80<p<0.90 560 | @ | 0.50<p<0.70 |6.18 | Bl8 | 0.95<p<0.098
‘B8 [o027 |8 | 0.02<p<0.05 012 |[@MW |0.30<p<0.50 |[0.30 [0.3 | 0.001<p<0.01*

Al [ 145 [127 |0.90<p<0.95 108 |8 |080<p<0.90 | 106 | 113 | 0.95<p<0.98
'@ o008 |@BE | P<<<0.001* D20 (02§ |o030<p<050 |DME |08 | 0.90<p<0.95

c 2143 | BB | 0.50<p<0.70 3270 | 21.38 | 0.10<p<0.20 | 30.35 | BIBE | 0.80<p<0.90

N 1258 | 127 | 0.90<p<0.95 16.15 | 10.60 | 0.20<p<0.30 | 14.71 | @6l | 0.50<p<0.70

O [4290 [389 [ 0.50<p<0.70 3357 | @ABE | 0.20<p<0.30 | 3359 | 4459 | 0.20<p<0.30

Valores disminuidos por efecto de los CEM

*Valores significativos
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En latabla 11 Analisis de elementos de la bacteria 1654 expuesta a CEM a
frecuencia de 10kHz y 18 mT se marcan elementos aumentados por efecto de los CEM

como el Ca, Fe, y Cloro, disminuidos los elementos Mg, y K.

Elemento | 1654 1654 Valor de p
Ctrl CEM
Na 5.50 55 0.10<p<0.20
Mg 2.00 1.76 0.80<p<0.90
K 1.23 0.76 0.70<p<0.80
' 5.50 5.45 0.90<p<0.95
B 0.14 0.36 0.001<p<0.01 *
Al 0.90 0.97 0.50<p<0.70
=] 0.21 0.60 P<0001 *
C 35.95 35.84 0.98<p<0.99
N 14.84 15.68 0.50<p<0.70
O 31.13 32.71 0.70<p<0.50

Si p< 0.05 es significativo (marcados en barra amarilla).

Valores disminuidos por efecto de los CEM
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En la Tabla 12Se puede observar cambio en la morfologia de la bacteria cuando esta se
expone a frecuencian de 10kHz y 18mT en una imagen de 10 000 X. Son cepas
bacterianas de S. aureus(cepa-1654) y de pacientes las fueron sometidas bajo las mismas
condiciones de fecuencia e intensidad de campo. Se observa la cepa control bien

delimitada cocos en racimo y las expuestas se ven alargadas.

1654 1654 Paciente 8 Paciente 8
Control CEM Control CEM

iy

f "\-'t hl. l‘_’"’- l\l.
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2500 X
Paciente 5 Paciente 5 Paciente 9 Paciente 9
Control CEM Control CEM

10000 X

Tabla 13Microfotografia electronica de barrido a diferente resolucion (X10 000, X
5000 y X 2500 del grupo control y expuesto a CEM en las bacterias productoras de caries

expuestas a una intensidad de campo de 18 mT y una frecuencia de 10kHz. (Cepa control
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son cocos en racimos bien delimitados y agrupados la cepa expuesta se observan

alargadas ).
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9.10Efecto de CEM sobre S.aureus bajo simulacion con el programa COMSOL
MULTIPHYSIC

Para el analisis electromagnético, se calculé para distintos valores de la frecuencia, la
potencia electromagnética disipada en el citoplasma, en la membrana y en el conjunto
citoplasma - membrana del Staphylococcus, manteniendo la amplitud de campo B constante

en 5 mT. Los resultados se muestran en laFigura 24

12
—a— Memb + Cito 6 =2.5mS
—e— Memb c=25mS
—4—Cito 6=2.5mS

—v— Memb + Cito ¢ =25mS
—&— Memb c=25mS
—<—Cito 6 =25mS

=
o
|

[ee]
|

-12
Potencia disipada (x10 = W)

Figura 24 Analisis electromagnético a diferente frecuencia.

Se observa que en el orden de Hz la potencia se disipa en membrana y no asi en el

citoplasma ya que la potencia se alcanza a partir de kHz y MHz.
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9.11 Analisis de la distribucién de campo eléctrico

Como se puede observar, a frecuencia baja, la bacteria se comporta como una
particula conductora ya que la relacion de la corriente de conduccion a la corriente de
desplazamiento (o/me) tiene un valor muy alto. En este caso las corrientes inducidas en la
bacteria son muy débiles, el campo eléctrico en el citoplasma es muy pequefio por su alta
conductividad y toda la potencia que se disipa es debida al campo eléctrico en la membrana
que tiene una conductividad muy pequefia. Esto se pone de manifiesto en las curvas de
potencia disipadas en el citoplasma y membrana. A medida que aumenta la frecuencia, se
observa un incremento considerable en la potencia total disipada, correspondiendo la mayor
parte a la disipada en el citoplasma, mientras que se reduce la potencia disipada en la

membrana.

Este comportamiento se puede justificar si se tiene en cuenta las variaciones
de amplitud del campo eléctrico en la membrana y en el citoplasma que se muestran
en las Figura 25(a lo largo de un eje diametral de la bacteria) y Figura26 (con la

frecuencia).

Line Graph: Electric field norm (V/m) Line Graph: Electric field norm (V/m)
x10"

X102 r

membrana

m)
NN oo w
iR 2 o o ow R

Electric field norm (

electrolito

- [ |

ur  citoplasma

\ . . . . L 02 . . . . . . L . L
0 05 1 15 2 25 3 35 4 26 265 27 275 28 285 29 295 3 305
Arc length Arc length

Figura 25Variaciones de la amplitud de campo en membrana y en el citoplasma
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Figura 26Variaciones de la amplitud de campo a diferente frecuencia

Se observa que a frecuencia baja (Hz) la amplitud del campo es en membrana no asi en el

citoplasma en donde la amplitud de campo se da en kHz y MHz .
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X DISCUSION

El proposito de este trabajo fue determinar si la aplicacion de campos electromagnéticos
podria influir en el crecimiento de Staphylococcusaureus y de las bacterias productoras de

caries ya que el crecimiento y la produccion de biopelicula esta asociada a enfermedad.

Una tecnologia que ofrece promesas considerables en el campo de las infecciones es la
aplicacion de campos electromagnéticos. Varios estudios se enfocan en el efecto de los
CEM sobre el crecimiento de bacterias.Strasak et al., 2005, report6 una disminucion del
crecimiento en diferentes cepas estudiadas las cuales fueron expuestas a campos
electromagnéticos de 50 Hz a temperatura ambiente. Fojt et al.,2004,0bservé una
disminucion en el nimero de bacterias viables seguida a una exposicion a campos
electromagnéticos de baja frecuencia de 50 Hz.Los resultados obtenidos muestran también
una disminucion en el crecimiento bacteriano tanto del S. aureus como las bacterias
productoras de caries expuestas a baja frecuencia de 50 Hz.Por otro lado se sabe que la
gran mayoria de las bacterias en ambientes naturales estan organizados formando
biopeliculas. Costerton,et al., 1995,Freeman,et al.,1989,Gaudioso, et al.,2006.La
biopelicula aparentemente no sélo es una organizacion sino también es un mecanismo de
resistencia comun en microrganismos Okajima, et al., 2006. Los resultados en este trabajo
demuestran que la aplicacion de CEM con una intensidad de campo de 18 mT expuestas
durante 24 h produce inhibicion de la biopelicula tanto del S. aureus como de las bacterias
productoras de caries.

Para explicar la inhibicion de biopelicula en S. aureusy de bacterias productoras de caries
las cuales fueron expuestas a una frecuencia de 10 kHz y 18 mT en donde se incrementd la
intensidad campo y los resultados fueron contundentes similares a los reportados porPiatti
et al., 2002 ,quien reportd un efecto inhibitorio de crecimiento y una disminucion del

patdgeno usando serratamarcescens en la presencia de un campo magnético estatico. Al
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igual que Kermanshahi y Sailani 2005reportaron una inhibicion de microorganismos con
campos eléctricos. Cellini et al.,2008, demostré que la exposicion de E. coli a un campo
electromagnético de 50 Hz actia como un factor dirigido a cambios en su fenotipo y de
transcripcion.En este estudio se observé inhibicion en el crecimiento de S.aureus asi como
las bacterias productoras de caries utilizando campos eléctricos de baja frecuencia a 50 Hz,
5 mT al ser expuestos durante 24 h 'y 10 kHz con una intensidad de campo de 18 mT donde
se observo inhibicion en el crecimiento y ausencia de biopelicula al ser expuestas a campos
electromagnéticos. Lo anterior apoya los resultados obtenidos en ésta investigacion en la
que se demuestra que al menos a las condiciones trabajadas, es decir a 50 Hz, 5mT, 3 A se
pudo lograr unainhibicion del crecimiento del S. aureus al aplicar estas mismas condiciones
enlas cepas bacterianas aisladas de pacientes se pudo alcanzar inhibicion del crecimiento o
por lo menos rezago del crecimiento en el 45 % de las bacterias estudiadas. Cabe sefialar
que las 20 bacterias no se aislaron de 20 pacientes ya que algunas fueron aisladas de un
mismo paciente como es el caso de las bacterias de la RO (RO-1 a RO-5y RE-2 y RE-3) el
resto de las bacterias si provienen de un solo paciente. El resultado indica que de los 14
pacientes estudiados en 8 de ellos las bacterias causantes de sus caries fueron afectadas de
manera significativa por los CEM. Este resultado nos hace pensar que los CEM son una
buena alternativa para el control de bacterias productoras de caries. Los resultados fueron
apoyados con los obtenidos con el modelo de prediccion tedrico “COMSOL
MULTIPHYSICS”.En donde se demuestra que también bacterias como es el S. aureus son

inhibidas mediante el uso de CEM.

Con respecto a dicha inhibicién fue importante saber a que nivel celular se presentaba el
efecto de los campos electromagnéticos.En este trabajo se demuestra que los CEM afectan
la morfologia de los microorganismos, lo cual se observa a la microscopia electronica de
barrido.Analizando la composicion de elementos quimicos en la superficie de las bacterias
se pudo demostrar que los iones que son afectados corresponden a Ca, K, y Fe.Por un lado
el calcio es un elemento que permite controlar sefiales externas y modificar el metabolismo
de las células a través de canales, al igual que el potasio.En el caso del hierro es un

elemento que también puede funcionar en citocromos relacionados con la respiracion
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celular.Si la bacteria se ve afectada a nivel de canales i6nicos y en su respiracion celular es

posible que no reciba los estimulos necesarios ni la energia suficiente para su respiracion.

En este trabajo de investigacion podemos construir las siguiente explicacion: Los CEM a
condiciones de frecuencia de 10 kHz,18mT son capaces de afectar la presencia de iones Ca,
K,y Fe.

En por lo menos el S. aureus y en algunas de las bacterias aisladas de pacientes lo cual
afecta el desarrollo o crecimiento de los microorganismos conduciendo a consecuencias

letales dando por hecho una nueva alternativa de tratamiento contra la caries.

XICONCLUSIONES
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= Los campos electromagnéticos inhiben el crecimiento del Staphylococcusaureus al
ser expuestos a frecuencia de 50 Hz ,5 mT y 3 A,no asi la inhibicion de biopelicula
debido a las variaciones de amplitud del campo eléctrico ya que la potencia total

disipada se da sélo en membrana a frecuencia baja (Hz).

= Los campos electromagnéticos inhiben el crecimiento y formacion de biopelicula al
ser expuestos a frecuencia de 10kHz, 18 mT y 3 A. Debido a las variaciones de
amplitud de campo eléctrico en donde la potencia total se disipa en membrana y

citoplasma al aplicar una frecuencia alta e intensidad de campo.

= Los CEM también afectanmorfologicamente a las bacterias,debido a que los
campos magnéticos pueden activar las particulascoloidales del medio de cultivo
haciendo queéstas remuevan parte del calcio unido a los fosfolipidos de la
membranaplasmatica , incrementando su permeabilidad y de esta forma afectando

el crecimiento de los microorgnismos.

= LosCEM inhiben o rezagan el crecimiento bacteriano hasta un 45% de manera

estadisticamente significativa.

» El modelo tedrico del programa “COMSOL MULTYPHYSICS” es congruente
con los resultado obtenidos por lo que funciona como un modelo predictivo de

aplicacién CEM sobre el crecimiento bacteriano.

= Los CEM son una posible alternativa en el tratamientode la caries, en base a los
resultados obtenidos en donde se obtuvo inhibicion en el crecimiento del
microrganismo productores de caries y no formacion de biopelicula a frecuencia
de 10 kHz y 18 mT.
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13.1 CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

En pleno uso de mis facultades mentales autorizo a la C.D.Carmen Balderas D. para
que se me haga un aislamiento de microorganismos en mis caries con la finalidad de
contribuir en el proyecto de investigacion “Efecto de los campos electromagnéticos sobre
el crecimiento y formacion de biopelicula de microorganismos productores de caries”.

Es mi deseo trabajar en el protocolo de investigacion por lo que autorizo se realice
un aislamiento bacteriano en las caries diagnosticadas.

NOMBRE DEL PACIENTE TESTIGO TESTIGO

NOMBRE DEL INVESTIGADOR
C.D. CARMEN BALDERASD.
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