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RESUMEN

Antecedentes: Los virus de influenza causan infec-
ciones respiratorias agudas y afectan a todos los
grupos de edad con altos índices de morbilidad y
mortalidad. La transmisión es por expulsión de go-
titas de saliva, que se pueden depositar en manos

y objetos. Para desinfectar áreas y mate-
riales de trabajo se emplean soluciones
desinfectantes como detergentes y cloro
y, más recientemente, la solución electro-
lizada superoxidada (SES). Esta última se
prepara con agua purificada, solución
saturada de cloruro de sodio, y es elec-
trolizada a pH neutro.
Objetivo: El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de la SES sobre el virus
de influenza A.
Material y métodos: Se prepararon nue-
ve diferentes concentraciones de la SES
y se mezclaron durante 10 a 15 min con
una dosis infecciosa constante del virus,
que posteriormente se inoculó en células
MDCK. Se evaluó la capacidad citopáti-
ca del virus y se calculó la dosis mínima

de la SES necesaria para inhibirla. Para comprobar el
efecto de la SES sobre el virus se hizo detección de
antígenos por inmunofluorescencia indirecta y del
genoma viral por RT-PCR.
Resultados: Todas las concentraciones de SES pro-
dujeron disminución de la infectividad del virus de
influenza. La concentración más baja (0.47 μg) re-

ABSTRACT

Background: Influenza viruses produce acute respi-
ratory infections and cause high rates of morbidity
and mortality in all age-groups. Their transmission
is by expelled saliva droplets which can be deposited
in hands and objects. For disinfection of surfaces
and working materials, disinfectants such as deter-
gents and chloride and, more recently, electrolyzed
superoxidized solution (ESS) are used. The latter is
prepared with purified water, saturated sodium
chloride solution, and electrolyzed with neutral pH.
Objective: The aim of the present work was to
evaluate the effect of ESS on the influenza A
virus.
Material and methods: Nine different concentra-
tions of ESS were prepared and then mixed during
10 to 15 min with a constant infectious dose of the
virus, which was subsequently inoculated to MDCK
cells. The cytopathic capacity of the virus was evalu-
ated, and the minimal inhibitory dose of ESS was cal-
culated. In order to corroborate the effect of ESS, detec-
tions of viral antigens by indirect immunofluorescence
and of viral genome by RT-PCR were done.
Results: All concentrations of ESS diminished infec-
tivity of the influenza virus. The lowest concentra-
tion (0.47 μg) reduced the viral cytopathic capacity by
40.8%, whereas the highest concentration (37.5
μg) reduced it up to 96% and precluded detection
of viral antigens and genome.
Conclusion: ESS diminished the influenza virus in-
fectivity on MDCK cells.

Palabras clave:
Virus de influenza,
infección respirato-
ria aguda, solución
electrolizada su-
peroxidada, des-
infectantes, efecto
citopático.
Key words: Influ-
enza virus, acute
respiratory infec-
tion, electrolyzed
supe rox id i zed
solution, disin-
fectant, cytopathic
effect.

www.medigraphic.org.mx

http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm


Solución electrolizada y virus de influenza A

RE V   I N S T   NA L   EN F   RE S P   M E X Octubre-Diciembre 2009, Vol. 22 No 4

www.iner.salud.gob.mx

281

www.medigraphic.org.mx

INTRODUCCIÓN

Los virus de influenza son integrantes de la fami-
lia Orthomyxoviridae, en la que se incluyen tres
géneros: A, B y C. Los virus de influenza A, ade-
más de infectar al ser humano también pueden
infectar a otros animales.1-3 Los virus de la fami-
lia se caracterizan por contener un genoma de
RNA segmentado. La naturaleza biológica de es-
tos virus, en especial los de influenza A, les da
la capacidad de presentar una alta tasa de varia-
ción, cuyo resultado es la aparición frecuente de
nuevas variantes antigénicas que dan lugar a las
epidemias y pandemias. Los virus de influenza
son agentes causales de infecciones respiratorias
agudas y afectan a todos los grupos de edad, sien-
do más graves en niños y ancianos, y ocasiona
altos índices de morbilidad y mortalidad. Cuando
hay brotes, epidemias o pandemias en épocas
invernales con frecuencia se encuentran circulan-
do en el ambiente de centros hospitalarios, es-
cuelas, guarderías y otros sitios de reunión con
ambientes cerrados, y se diseminan fácilmente
entre la población.4,5 La transmisión es por la ex-
pulsión de gotitas de saliva que pueden quedar
depositadas en manos y objetos. La mayoría de
los microorganismos patógenos pueden persistir
sobre superficies inanimadas por meses,6 se han
realizado estudios que muestran que hay otros
factores que tienden a favorecer la persistencia;
p. ej., las bajas temperaturas y la humedad se
han asociado a una mayor persistencia de la ma-
yoría de bacterias, hongos y virus.6 En el caso de
los virus respiratorios, éstos pueden persistir por
pocos días, p. ej., el virus de influenza por uno
a dos días7,8 y el virus sincitial respiratorio hasta por
seis horas;9 mientras que los virus que causan in-
fecciones gastrointestinales pueden persistir hasta
por dos meses.10,11 Por otro lado, en hospitales,
las superficies con frecuencia están contamina-
das con patógenos y cuando hay contacto con las
manos se favorece su transmisión.8

Para desinfectar áreas y materiales de trabajo,
en los laboratorios de diagnóstico e investigación,
así como en hospitales de salud pública, gene-
ralmente se emplean soluciones desinfectantes
como detergentes y cloro a diferentes concentra-
ciones.12-16 Existen en el mercado otros productos
desinfectantes que ayudan a eliminar el creci-
miento de microorganismos; recientemente se ha
empleado con este fin la solución electroliza-
da superoxidada (SES) con pH neutro.

Este producto se prepara con agua purificada más
una solución saturada de cloruro de sodio. El agua
purificada se somete a un proceso de electrólisis, en
el cual, el agua pasa a través de una serie de mem-
branas que generan y controlan iones de forma es-
table. Al final de este proceso se obtiene una so-
lución electrolizada, con pH neutro y cantidades
controladas de iones en forma estable. En bacterias
su mecanismo de acción se atribuye al efecto de
oxidación de los grupos sulfhidrilo (-SH) y aminoá-
cidos de la pared bacteriana, con lo que se afecta
el proceso de respiración y nutrición de los micro-
organismos, produciéndose oxidación de los com-
ponentes respiratorios, inhibición en la síntesis de
proteínas, alteración en la energía (adenosinfosfato),
rompimiento de las cadenas de RNA y represión en
la síntesis de moléculas del metabolismo celular.
Debido a la concentración controlada y a la estabi-
lidad química de los iones lograda en el proceso de
la SES con pH neutro, esta solución no es tóxica para
las células del organismo humano. Sin embargo,
este mecanismo de acción no ha sido probado con
virus que infecten el aparato respiratorio. Los virus
respiratorios como el virus de influenza son de fácil
transmisión, y recientemente surgió un nuevo vi-
rus de influenza A, lo que justifica la necesidad de
contar con desinfectantes que puedan ser utiliza-
dos en la eliminación de estos virus, ya sea dismi-
nuyendo su replicación o su viabilidad. Con base
a lo anterior, el objetivo de este trabajo fue eva-
luar el efecto de la SES sobre la infectividad del
virus de influenza A.

dujo un 40.8% la capacidad citopática viral, mientras
que la concentración más alta (37.5 μg) la redujo
hasta un 96% e impidió la detección de antígenos
y genoma virales.
Conclusión: La SES disminuye la infectividad del vi-
rus de influenza sobre células MDCK.
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MATERIAL Y MÉTODOS

Solución electrolizada superoxidada con pH
neutro. El producto fue proporcionado por la
casa fabricante Esteripharma México, SA de CV,
la forma de cómo se utilizó se describe más ade-
lante. El agua purificada se sometió a un proceso
de electrólisis donde pasa a través de una serie
de membranas, las cuales generan y controlan
iones de forma estable.

Cultivo celular. Se crecieron células de riñón
de perro (Madin-Darby canine kidney, MDCK) en
botellas de 25 cm2 con medio esencial mínimo
(MEM) (Gibco/BRL, New York, USA) comple-
mentado con 10% de suero fetal bovino (Invitro-
gen, México, DF) y antibióticos (penicilina 100
UI/mL, estreptomicina 100 mg/mL y anfotericina B
10 mg/mL) (Sigma-Aldrich Inc, St. Louis, MO.
USA) a 37ºC con 5% de CO2.

Propagación del virus. Se prepararon cajas
de 25 cm2 con células al 80% de confluencia y
se infectaron con el virus de Influenza A, a una
multiplicidad de infección (MOI) de 0.1, se incu-
baron durante 2 h a 37°C en cámara húmeda con
5% de CO2. Se retiró el inóculo viral y se les
agregó medio incompleto (sin suero) y se incu-
baron en las mismas condiciones hasta la apari-
ción del efecto citopático característico; cuando
éste alcanzó entre el 70 al 80%, los virus se co-
secharon y se titularon por ensayo en placa.

Titulación de los virus por ensayo en pla-
ca lítica. La titulación de los virus se realizó en
la misma línea celular, utilizando cajas múltiples
de 24 pozos (Nunclon, Rochester, NY, USA). Las
células confluentes se tripsinizaron y resuspen-
dieron en 11 mL de MEM suplementado con
suero fetal bovino al 10%. Se agregaron 0.5 mL
de esta suspensión por pozo. Una vez confluen-
tes, las monocapas se lavaron con solución amor-
tiguadora de fosfatos (PBS, por sus siglas en in-
glés) y se realizaron diluciones del virus en
medio sin suero de 10-0 hasta 10-10 y se deposi-
taron 0.1 mL de cada dilución en cada pozo por
duplicado. Se incubaron durante 2 h a 37°C con
5% de CO2 para permitir su adsorción. Después
de este tiempo, se eliminó el inóculo y se lava-
ron las monocapas; se agregó 1.5 mL de medio
incompleto con metilcelulosa al 2% estéril por
cada pozo e incubó en cámara húmeda con 5%

de CO2 a 37°C hasta observar el efecto citopáti-
co característico (6-8 días). Después de este
tiempo, se determinó el título viral contando di-
rectamente el número de placas líticas observa-
das en la mayor dilución, tomando en cuenta el
factor de dilución (UFP/mL = número de placas
x 10 x FD [donde FD es el factor de dilución; y
10, es el factor de corrección que corresponde a
0.1 mL de inóculo]).

Efecto del desinfectante sobre la infección
viral. Se realizaron cultivos celulares en placas de
24 pozos hasta su confluencia. Se emplearon nue-
ve diferentes concentraciones (de 0.47 a 37.5 μg)
de la solución electrolizada mezclada con una
dosis infecciosa constante del virus (MOI = 1.0)
en un volumen final de 1 mL con MEM. Se in-
cubó de 10 a 15 min a temperatura ambiental y,
posteriormente, se inocularon en las placas de
microtitulación con monocapas confluentes de cé-
lulas durante dos horas. Después, se retiró la
mezcla de solución electrolizada y virus, se lavó
con PBS estéril (pH 7.45) y a cada pozo se le
agregó 1.5 mL de metilcelulosa al 2.0% en MEM
para volver a incubar a 37°C, con 5% de CO2
hasta que se formaron las placas líticas (máximo
10 días). Se retiró la metilcelulosa, se lavó nue-
vamente, se agregaron 200 μL de metanol al
75%, se dejaron por 20 min y se retiraron para
añadir el cristal violeta al 1% por 15 min y lue-
go se lavó con agua corriente y se examinaron y
contaron las placas líticas en el microscopio. Se
calculó la dosis mínima de la solución electroli-
zada sobre la capacidad citopática del virus. Como
controles de infección se utilizaron virus sin so-
lución electrolizada y como controles negativos
células sin infectar.

Detección del virus de influenza tratado
con SES en células MDCK. Para comprobar la
presencia del virus se buscaron los antígenos del
virus por inmunofluorescencia indirecta (IFI) uti-
lizando anticuerpos fluorescentes dirigidos contra
los antígenos (proteínas) del virus de Influenza A.
Empleamos células sin infectar como control
negativo.

Inmunofluorescencia indirecta. Se utilizaron
anticuerpos monoclonales dirigidos contra antíge-
nos específicos para el virus de Influenza A, em-
pleando reactivos comerciales (Light Diagnostics,
Chemicon, California, USA). Las células se fijaron
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en portaobjetos, se cubrieron con los anticuerpos
monoclonales y se incubaron por 30 a 60 min en
cámara húmeda a 37°C, verificando que las pre-
paraciones se mantuvieran siempre húmedas y en
oscuridad. Al final de este período, los portaob-
jetos se lavaron con PBS y se cubrieron con una
solución de isopropidio al 1% (sigma) durante 5
min, después de lo cual se lavaron nuevamente
con PBS y se agregó un segundo anticuerpo anti-
IgM monoclonal conjugado con isotiocionato de
fluoresceína. En estas condiciones se dejaron in-
cubar durante 30 min a 37°C en cámara húme-
da para, posteriormente, lavarlos varias veces con
una solución de PBS con Tween-20 al 0.1%. Final-
mente, se retiró el exceso de líquido con un pa-
pel secante y los portaobjetos se observaron en
un microscopio de epifluorescencia.

Detección del material genético del virus
por RT-PCR. Para la extracción de RNA total a
partir de cultivos inoculados con la mezcla virus-
SES, la monocapa se lavó con solución salina, se
agregaron 400 μL de trizol (Invitrogen) por cada
10 cm2. Las células se desprendieron con un gen-
darme y se transfirieron a tubos Eppendorf libres
de RNAsas, se incubaron 5 min a temperatura
ambiental. Se agregaron 200 μL de cloroformo
(sigma) agitando suavemente durante 15 seg.
Los tubos se incubaron durante 3 min a tempe-
ratura ambiental y se centrifugaron a 12,000 rpm
por 15 min a 4°C. La fase superior se transfirió a
otro tubo Eppendorf y se agregaron 500 μL de
isopropanol (sigma), se agitó suavemente e incu-
bó 10 min a temperatura ambiental. Posterior-
mente, se centrifugó a 12,000 rpm durante 10
min a 4°C. Se retiró el sobrenadante y la pastilla
que se formó se lavó dos veces con 300 μl de
etanol al 70%. Se dejó secar durante una hora a
temperatura ambiental y el botón se disolvió en
40 μL de agua con dietilpirocarbonato (DEPC).
Finalmente, se cuantificó el RNA total por espec-
trofotometría a una densidad óptica de 260 nm.

Para la detección del genoma del virus de
influenza A se realizó una RT-PCR en dos pasos.
Primeramente se obtuvo el cDNA, se agregaron
6 μL de agua DEPC, 1 μL oligonucleótidos, 3 μL
cDNA (488 μg/mL) y se incubaron por 10 min a
70°C, después 1 min a 4°C y enseguida se agre-
garon 2.5 μL amortiguador 10x, (2.5 μL MgCl2) 50
mM, 1 μL dNTPs 10 mM y 2 μL DTTs 0.1 M. La

mezcla se calentó a 42°C durante 5 min, poste-
riormente se adicionó 1 μL de transcriptasa reversa
M-MLV. La reacción se llevó a cabo bajo las si-
guientes condiciones: 50 min a 42°C, 15 min a
95°C y 3 min a 4°C. Una vez obtenido el cDNA,
se corrió la PCR.

Para la PCR se utilizaron los oligonucleótidos
del gen de la hemaglutinina reportados por Zhang
et ál,17 que amplifican un fragmento de 1015 pb.
Los oligonucleótidos utilizados fueron: sentido
5’- CAG-ATG-CAG-ACA-CAA-TAT-GT -3’, an-
tisentido 5’ –AAA-CCG-GCA-ATG-GCT-CCA-
AA -3’. La mezcla de reacción consistió en 50
μL de volumen total (5 μL de cDNA, 2 µL amor-
tiguador 10X, 2 μL de MgCI2, 1 μL de dNTPs, 1
μL de oligo sentido, 1 μL de oligo antisentido,
37.5 μL de agua inyectable, 0.5 μL de taq poli-
merasa [core kit PCR, marca Quiagen]). Como
control positivo muestras de células infectadas con
el virus de influenza A [ATCC A/PR/8/45 (H1N1)].
Como control de amplificación se utilizó el gen
de la proteína gliceraldehído 3 fosfato deshidro-
genada (GAPDH), para obtener los fragmentos de
360 pb. La amplificación se realizó con una pre-
desnaturalización a 94°C durante 5 min, desnatu-
ralización a 94°C durante 1 min y una alineación
de 52°C durante 1 min, una extensión de 72°C
por 1 min, y una extensión final de 72°C duran-
te 10 min. El número de ciclos fue de 35. La re-
acción se llevó a cabo en un termociclador Gene
Amp PCR System 9700 de Applied Biosystem. El
producto de amplificación se visualizó mediante
un gel en agarosa al 2% (sigma) con bromuro
de etidio (sigma), con marcador de peso mole-
cular ϕX174 (sigma).

Todos los experimentos fueron repetidos tres
veces.

RESULTADOS

Efecto de la SES sobre la infección del virus
de influenza en MDCK. El objetivo de este tra-
bajo fue evaluar el efecto de la SES sobre la in-
fectividad del virus de influenza A. Para la medi-
ción del efecto citopático se tomaron en cuenta
las placas (racimos) formadas después de infectar las
células con virus de influenza a una MOI = 1.0 y di-
ferentes concentraciones de SES. Se sabe que el efec-
to citopático característico producido por el virus de
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influenza es el redondeamiento celular seguido
de la formación de cúmulos de células en forma
de "racimos". En la Tabla I (A-E) se muestran los
resultados obtenidos; la concentración más alta
de SES (37.5 μg) inhibió claramente la replicación
del virus de influenza (MOI = 1), ya que en pro-
medio de tres experimentos solamente se obser-
varon 10.33 placas, mientras que el número de
placas formadas en las células infectadas con el
virus de influenza en ausencia de la SES fue de
333. Estos resultados nos indican que la SES in-
hibió en 96.91% la replicación del virus (Tabla IG)
comparada con las células infectadas con el virus
sin tratar, que se consideró como el 100% de
efecto citopático (Tabla IF). De igual manera,
se observó que el empleo de concentraciones
menores de SES reduce claramente la replicación
del virus de influenza, aun a bajas concentracio-
nes (0.47 μg), puesto que a esta última concen-
tración se observó una disminución del efecto
citopático (placas) viral del 40.81%.

Detección de antígenos y genoma del vi-
rus. Para comprobar el efecto de la SES se bus-
caron los antígenos virales por ensayos de IFI
utilizando una concentración de 37.5 μg. La Fi-
gura 1A presenta la morfología de células
MDKC no infectadas en las que no se observa

efecto citopático. También se muestran las cé-
lulas infectadas con el virus de influenza a di-
ferentes tiempos. A las 72 h, se observa el
efecto citopático característico producido por
el virus de influenza, es decir, redondenamien-
to y formación de racimos celulares (Figura 1B,
1C). De igual forma, se muestra la detección
del antígeno de influenza por ensayos de IFI
(color verde) en las células MDCK infectadas con
el virus de influenza (Figura 1E; mientras que,
la señal de fluorescencia en las células infecta-
das con el virus de influenza preincubado con
la SES es poco evidente (Figura 1F). La Figura
1D muestra los resultados de la IFI en células
no infectadas, por lo que no se observa inmu-
nofluorescencia. También se comprobó la pre-
sencia del virus buscando su material genético
en las células tratadas con la mezcla de virus-
SES por RT-PCR, utilizando una concentración
de 37.5 μg. Los resultados obtenidos en estos
ensayos permitieron confirmar lo que la técni-
ca de IFI ya había mostrado, es decir, que la
SES inhibe al virus de influenza A en células
MDCK. En la Figura 2, se presentan los resul-
tados de la RT-PCR, se muestra el gel en el
que se observa la amplificación del gen de la
hemaglutinina del virus.

Tabla I. Efecto de la solución electrolizada superoxidada con pH neutro sobre la infección de células MDCK
por el virus de Influenza A.

              A

Control
Sol. elect.
Influ A (MOI=1)
500 μL (37.5 μg)
400 μL (30.0 μg)
300 μL (22.5 μg)
200 μL (15.0 μg)
100 μL (7.5 μg)
50 μL (3.75 μg)
25 μL (1.875 μg)
15 μL (0.9375 μg)
10 μL (0.4687 μg)

B
Exp. 1

# placas

0
0

300
10
19
28
50
52

109
126
198
205

C
Exp. 2

# placas

0
0

355
7

25
31
45
65
95

134
189
199

D
Exp. 3

# placas

0
0

345
14
17
26
38
59

103
120
201
188

E

Total

0
0

333.33
10.33
20.33
28.33
44.33
58.66

102.33
126.6
196

197.3

F

% de la inf.

0
0

100
3.09
6.09
8.49

13.29
17.59
30.69
37.89
58.80
59.19

G
% de red.

de # placas

0
0
0

96.91
93.91
91.51
86.71
82.41
69.31
62.11
41.2

40.81

% de la inf.: Indica el número porcentual de células infectadas; % de red. de # placas: Es el % de reducción del número
de placas e indica el porcentaje de inhibición de la replicación viral comparada con la replicación registrada en las células
infectadas con el virus de influenza (MOI = 1) sin tratar con la SES, el cual fue considerado como el 100% de la infección.
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Figura 2. Electrofore-
sis en gel de agarosa
al 2%. Carril 1, mar-
cador de peso mole-
cular; carril 2, control
negativo (células sin
infectar); carril 3, célu-
las infectadas con el
virus de influenza A;
carriles 4 al 8, células
incubadas con la
mezcla virus-SES.

Figura 1. Efecto de la SES en la infección del virus de influenza A. A) células MDCK sin infectar; B y C)
detección del efecto citopático producido por la infección del virus de influenza en células MDCK; D) inmu-
nofluorescencia de células sin infectar; E) detección de antígenos del virus de influenza en células infecta-
das con el virus de influenza sin tratar con SES; F) inmunofluorescencia de células infectadas con el virus
de influenza preincubado con la SES durante 15 min.
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DISCUSIÓN

La distribución de los virus de influenza es mun-
dial y su diseminación en las comunidades es por
vía respiratoria, ya sea en aerosoles o contacto
con manos contaminadas. Esta última forma tam-
bién es importante en la contaminación de objetos
y materiales, en los cuales el virus puede perma-
necer de 24 a 48 h.7,8

Los virus son microorganismos muy peculiares,
estructuralmente diferentes a la de otros micro-
organismos, y son pocas las sustancias para la
eliminación de éstos. Por ello es necesario con-
tar con sustancias que permitan eliminarlos y que,
además, no sean tóxicos para el ser humano ni
para el medio ambiente. Algunos desinfectantes
como el cloro,18-26 el glutaraldehído27-29 y el formal-
dehído30-32 son efectivos para eliminar diferentes
patógenos, incluyendo a los virus. En el merca-
do se están usando nuevos productos para des-
infectar,33 entre ellos la SES. Debido a la prepa-
ración y concentración controlada de la SES, y a
la estabilidad química de los iones lograda en su
proceso de elaboración y con pH neutro, no es
tóxico para las células humanas. En el Instituto de
Ciencias de la Salud de la Universidad Veracru-
zana, México, Nachón-García et ál realizaron un
estudio en el que la SES resultó inocua al ser ad-
ministrada en la cavidad peritoneal de ratas Wis-
tar.34 Por otro lado, las infecciones adquiridas en
la comunidad y llevadas al hospital por pacientes
pueden convertirse en infecciones hospitalarias,
que afectarán a otros pacientes y al personal,
muchas de ellas son prevenibles. Es posible que
los virus causen más infecciones hospitalarias
de lo que antes se creía, principalmente los virus de
transmisión respiratoria y de manera importante,
los virus de influenza. Significando con ello, que
la prevención de este tipo de infecciones es de alta
prioridad. La eliminación o reducción de las fuen-
tes de dichas infecciones es posible al desinfec-
tar instrumentos, ropa y otros objetos potencial-
mente contaminados, además, del lavado de
manos, por lo que contar con productos capaces
de evitar la propagación de virus sería un recur-
so valioso. Los resultados del trabajo que realiza-
mos con el virus de influenza muestran que, tanto
el efecto citopático como la detección de los an-
tígenos y genoma del virus de influenza disminu-

yeron en las células que fueron infectadas con el
virus previamente preincubado con 10 μL (0.47
μg) de SES durante 15 min (Figura 1C y 1F), y
que el efecto es aún más notable con concentra-
ciones mayores de la SES y que este efecto no va
dirigido a las células.
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