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Efecto de una solucidn electrolizada de superoxidacion
con pH neutro sobre la infeccion del virus de
influenza A en células MDCK
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Antecedentes: Los virus de influenza causan infec-
ciones respiratorias agudas y afectan a todos los
grupos de edad con altos indices de morbilidad y
mortalidad. La transmision es por expulsion de go-
titas de saliva, que se pueden depositar en manos
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y objetos. Para desinfectar areas y mate-
riales de trabajo se emplean soluciones
desinfectantes como detergentes y cloro
Y, mas recientemente, la solucion electro-
lizada superoxidada (SES). Esta ultima se
prepara con agua purificada, solucion
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 inoculo en células
MDCK. Se evalud la capacidad citopati-
ca del virus y se calculé la dosis minima

de la SES necesaria para inhibirla. Para comprobar el
efecto de la SES sobre el virus se hizo deteccion de
antigenos por inmunofluorescencia indirecta y del
genoma viral por RT-PCR.

Resultados: Todas las concentraciones de SES pro-
dujeron disminucion de la infectividad del virus de
influenza. La concentracion mas baja (0.47 ug) re-
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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 ug) reduced the viral cytopathic capacity by
40.8%, whereas the highest concentration (37.5
«g) reduced it up to 96% and precluded detection
of viral antigens and genome.

Conclusion: ESS diminished the influenza virus in-
fectivity on MDCK cells.
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dujo un 40.8% la capacidad citopatica viral, mientras
que la concentracion mas alta (37.5 ug) la redujo
hasta un 96% e impidio la deteccion de antigenos
Yy genoma virales.

Conclusion: La SES disminuye la infectividad del vi-
rus de influenza sobre células MDCK.

INTRODUCCION

Los virus de influenza son integrantes de la fami-
lia Orthomyxoviridae, en la que se incluyen tres
géneros: A, By C. Los virus de influenza A, ade-
mas de infectar al ser humano también pueden
infectar a otros animales.*® Los virus de la fami-
lia se caracterizan por contener un genoma de
RNA segmentado. La naturaleza bioldgica de es-
tos virus, en especial los de influenza A, les da
la capacidad de presentar una alta tasa de varia-
cién, cuyo resultado es la aparicion 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 mas graves en nifios y ancianos, y ocasiona
altos indices 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, guarderias y otros sitios de reunién con
ambientes cerrados, y se diseminan facilmente
entre la poblacién.*® La transmision es por la ex-
pulsion de gotitas de saliva que pueden quedar
depositadas en manos y objetos. La mayoria de
los microorganismos patégenos pueden persistir
sobre superficies inanimadas por meses,® se han
realizado estudios que muestran que hay otros
factores que tienden a favorecer la persistencia;
p. €j., las bajas temperaturas y la humedad se
han asociado a una mayor persistencia de la ma-
yoria de bacterias, hongos y virus.® En el caso de
los virus respiratorios, éstos pueden persistir por
pocos dias, p. €j., el virus de influenza por uno
a dos dias”®y el virus sincitial respiratorio hasta por
seis horas;® mientras que los virus que causan in-
fecciones gastrointestinales pueden persistir hasta
por dos meses.1®!! Por otro lado, en hospitales,
las superficies con frecuencia estan contamina-
das con patégenos y cuando hay contacto con las
manos se favorece su transmision.®

Para desinfectar areas y materiales de trabajo,
en los laboratorios de diagndstico e investigacion,
asi como en hospitales de salud publica, gene-
ralmente se emplean soluciones desinfectantes
como detergentes y cloro a diferentes concentra-
ciones.'?1¢ Existen en el mercado otros productos
desinfectantes que ayudan a eliminar el creci-
miento de microorganismos; recientemente se ha
empleado con este fin la solucién electroliza-
da superoxidada (SES) con pH neutro.

Este producto se prepara con agua purificada mas
una solucion saturada de cloruro de sodio. El agua
purificada se somete a un proceso de electrdlisis, 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-
lucion electrolizada, con pH neutro y cantidades
controladas de iones en forma estable. En bacterias
su mecanismo de accion se atribuye al efecto de
oxidacion de los grupos sulfhidrilo (-SH) y aminoa-
cidos de la pared bacteriana, con lo que se afecta
el proceso de respiracion y nutricion de los micro-
organismos, produciéndose oxidacion de los com-
ponentes respiratorios, inhibicion en la sintesis de
proteinas, alteracion en la energia (adenosinfosfato),
rompimiento de las cadenas de RNA y represion en
la sintesis de moléculas del metabolismo celular.
Debido a la concentracion controlada y a la estabi-
lidad quimica de los iones lograda en el proceso de
la SES con pH neutro, esta solucién no es toxica para
las células del organismo humano. Sin embargo,
este mecanismo de accion no ha sido probado con
virus que infecten el aparato respiratorio. Los virus
respiratorios como el virus de influenza son de facil
transmisién, y recientemente surgié un nuevo vi-
rus de influenza A, lo que justifica la necesidad de
contar con desinfectantes que puedan ser utiliza-
dos en la eliminacién de estos virus, ya sea dismi-
nuyendo su replicacion 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.
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MATERIAL Y METODOS

Solucién electrolizada superoxidada con pH
neutro. El producto fue proporcionado por la
casa fabricante Esteripharma México, SA de CV,
la forma de cdmo se utilizé se describe més ade-
lante. El agua purificada se someti6 a un proceso
de electrolisis donde pasa a través de una serie
de membranas, las cuales generan y controlan
iones de forma estable.

Cultivo celular. Se crecieron células de rifidn
de perro (Madin-Darby canine kidney, MDCK) en
botellas de 25 cm?con medio esencial minimo
(MEM) (Gibco/BRL, New York, USA) comple-
mentado con 10% de suero fetal bovino (Invitro-
gen, México, DF) y antibioticos (penicilina 100
Ul/mL, estreptomicina 100 mg/mL y anfotericina B
10 mg/mL) (Sigma-Aldrich Inc, St. Louis, MO.
USA) a 37°C con 5% de CO,,.

Propagacion del virus. Se prepararon cajas
de 25 cm? con células al 80% de confluencia y
se infectaron con el virus de Influenza A, a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 0.1, se incu-
baron durante 2 h a37°C en cdmara hiumeda con
5% de CO,. Se retird el indculo viral y se les
agreg6 medio incompleto (sin suero) y se incu-
baron en las mismas condiciones hasta la apari-
cién del efecto citopatico caracteristico; cuando
éste alcanzo entre el 70 al 80%, los virus se co-
secharon y se titularon por ensayo en placa.

Titulacién de los virus por ensayo en pla-
ca litica. La titulacién de los virus se realiz6 en
la misma linea celular, utilizando cajas multiples
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 suspension por pozo. Una vez confluen-
tes, las monocapas se lavaron con soluciéon amor-
tiguadora de fosfatos (PBS, por sus siglas en in-
glés) y se realizaron diluciones del virus en
medio sin suero de 10° hasta 101° y se deposi-
taron 0.1 mL de cada dilucién en cada pozo por
duplicado. Se incubaron durante 2 h a 37°C con
5% de CO, para permitir su adsorcion. Después
de este tiempo, se eliminé el inéculo y se lava-
ron las monocapas; se agrego 1.5 mL de medio
incompleto con metilcelulosa al 2% estéril por
cada pozo e incub6 en camara himeda con 5%

de CO,a 37°C hasta observar el efecto citopati-
co caracteristico (6-8 dias). Después de este
tiempo, se determind el titulo viral contando di-
rectamente el nimero de placas liticas observa-
das en la mayor dilucién, tomando en cuenta el
factor de diluciéon (UFP/mL = ndmero de placas
x 10 x FD [donde FD es el factor de dilucion; y
10, es el factor de correccién que corresponde a
0.1 mL de in6culo]).

Efecto del desinfectante sobre la infeccion
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 ug)
de la solucion electrolizada mezclada con una
dosis infecciosa constante del virus (MOI = 1.0)
en un volumen final de 1 mL con MEM. Se in-
cubé de 10 a 15 min a temperatura ambiental y,
posteriormente, se inocularon en las placas de
microtitulacién con monocapas confluentes de cé-
lulas durante dos horas. Después, se retird la
mezcla de solucion electrolizada y virus, se lavd
con PBS estéril (pH 7.45) y a cada pozo se le
agreg6 1.5 mL de metilcelulosa al 2.0% en MEM
para volver a incubar a 37°C, con 5% de CO,
hasta que se formaron las placas liticas (maximo
10 dias). Se retird la metilcelulosa, se lavé nue-
vamente, se agregaron 200 4L de metanol al
75%, se dejaron por 20 min y se retiraron para
afiadir el cristal violeta al 1% por 15 min y lue-
go se lavé con agua corriente y se examinaron y
contaron las placas liticas en el microscopio. Se
calculd la dosis minima de la solucion electroli-
zada sobre la capacidad citopatica del virus. Como
controles de infeccidn se utilizaron virus sin so-
lucién electrolizada y como controles negativos
células sin infectar.

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

Inmunofluorescencia indirecta. Se utilizaron
anticuerpos monoclonales dirigidos contra antige-
nos especificos 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
camara humeda a 37°C, verificando que las pre-
paraciones se mantuvieran siempre hiimedas y en
oscuridad. Al final de este periodo, los portaob-
jetos se lavaron con PBS y se cubrieron con una
solucién de isopropidio al 1% (sigma) durante 5
min, después de lo cual se lavaron nuevamente
con PBS y se agregd un segundo anticuerpo anti-
IgM monoclonal conjugado con isotiocionato de
fluoresceina. En estas condiciones se dejaron in-
cubar durante 30 min a 37°C en cadmara hdme-
da para, posteriormente, lavarlos varias veces con
una solucion de PBS con Tween-20 al 0.1%. Final-
mente, se retird el exceso de liquido con un pa-
pel secante y los portaobjetos se observaron en
un microscopio de epifluorescencia.

Deteccion del material genético del virus
por RT-PCR. Para la extraccion de RNA total a
partir de cultivos inoculados con la mezcla virus-
SES, la monocapa se lavé con solucion salina, se
agregaron 400 uL de trizol (Invitrogen) por cada
10 cm?. Las célulasse desprendieron con un gen-
darme y se transfirieron a tubos Eppendorf libres
de RNAsas, se incubaron 5 min a temperatura
ambiental. Se agregaron 200 uL 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 transfiri6 a
otro tubo Eppendorf y se agregaron 500 uL de
isopropanol (sigma), se agitd suavemente e incu-
b6 10 min a temperatura ambiental. Posterior-
mente, se centrifug6 a 12,000 rpm durante 10
min a 4°C. Se retird el sobrenadante y la pastilla
que se formo se lavé dos veces con 300 ul de
etanol al 70%. Se dejo secar durante una hora a
temperatura ambiental y el botdn se disolvi6 en
40 uL de agua con dietilpirocarbonato (DEPC).
Finalmente, se cuantifico el RNA total por espec-
trofotometria a una densidad 6ptica de 260 nm.

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

mezcla se calent6 a 42°C durante 5 min, poste-
riormente se adiciond 1 uL de transcriptasa reversa
M-MLV. La reaccion se llevé 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 corri6 la PCR.

Para la PCR se utilizaron los oligonucleétidos
del gen de la hemaglutinina reportados por Zhang
et al,*” que amplifican un fragmento de 1015 pb.
Los oligonucleétidos 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 reaccion consistié en 50
uL de volumen total (5 uL de cDNA, 2 pL amor-
tiguador 10X, 2 uL de MgCl,, 1 uL de dNTPs, 1
uL de oligo sentido, 1 uL de oligo antisentido,
37.5 uL de agua inyectable, 0.5 uL 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 (HLN1)].
Como control de amplificacion se utilizé el gen
de la proteina gliceraldehido 3 fosfato deshidro-
genada (GAPDH), para obtener los fragmentos de
360 pb. La amplificacion se realizé con una pre-
desnaturalizacion a 94°C durante 5 min, desnatu-
ralizacion a 94°C durante 1 min y una alineacién
de 52°C durante 1 min, una extensién de 72°C
por 1 min, y una extension final de 72°C duran-
te 10 min. El nimero de ciclos fue de 35. La re-
accion se llevé a cabo en un termociclador Gene
Amp PCR System 9700 de Applied Biosystem. El
producto de amplificacién se visualizé mediante
un gel en agarosa al 2% (sigma) con bromuro
de etidio (sigma), con marcador de peso mole-
cular X174 (sigma).

Todos los experimentos fueron repetidos tres
Veces.

RESULTADOS

Efecto de la SES sobre la infeccion 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-
cién del efecto citopéatico 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 citopatico caracteristico producido por el virus de
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influenza es el redondeamiento celular seguido
de la formacién de cimulos de células en forma
de "racimos". En la Tabla | (A-E) se muestran los
resultados obtenidos; la concentracion maés alta
de SES (37.5 ug) inhibié claramente la replicacion
del virus de influenza (MOI = 1), ya que en pro-
medio de tres experimentos solamente se obser-
varon 10.33 placas, mientras que el nimero 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-
hibié en 96.91% la replicacion del virus (Tabla IG)
comparada con las células infectadas con el virus
sin tratar, que se consideré como el 100% de
efecto citopatico (Tabla IF). De igual manera,
se observé que el empleo de concentraciones
menores de SES reduce claramente la replicacion
del virus de influenza, aun a bajas concentracio-
nes (0.47 ug), puesto que a esta Ultima concen-
tracion se observé una disminucion del efecto
citopatico (placas) viral del 40.81%.

Deteccion de antigenos y genoma del vi-
rus. Para comprobar el efecto de la SES se bus-
caron los antigenos virales por ensayos de IFI
utilizando una concentracién de 37.5 ug. La Fi-
gura 1A presenta la morfologia de células
MDKC no infectadas en las que no se observa

efecto citopatico. También se muestran las cé-
lulas infectadas con el virus de influenza a di-
ferentes tiempos. A las 72 h, se observa el
efecto citopatico caracteristico producido por
el virus de influenza, es decir, redondenamien-
to y formacion de racimos celulares (Figura 1B,
1C). De igual forma, se muestra la deteccién
del antigeno de influenza por ensayos de IFI
(color verde) en las células MDCK infectadas con
el virus de influenza (Figura 1E; mientras que,
la sefial 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 comprobé la pre-
sencia del virus buscando su material genético
en las células tratadas con la mezcla de virus-
SES por RT-PCR, utilizando una concentracion
de 37.5 ug. Los resultados obtenidos en estos
ensayos permitieron confirmar lo que la técni-
ca de IFl ya habia 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
gue se observa la amplificacion del gen de la
hemaglutinina del virus.

Tabla I. Efecto de la solucion electrolizada superoxidada con pH neutro sobre la infeccién de células MDCK

por el virus de Influenza A.

A B C D E F G
Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 % de red.
# placas # placas # placas Total % de lainf.  de # placas
Control 0 0 0 0 0 0
Sol. elect. 0 0 0 0 0 0
Influ A (MOI=1) 300 355 345 333.33 100 0
500 ul (37.5 ug) 10 7 14 10.33 3.09 96.91
400 ul (30.0 ug) 19 25 17 20.33 6.09 93.91
300 uL (22.5 ug) 28 31 26 28.33 8.49 91.51
200 uL (15.0 ug) 50 45 38 44.33 13.29 86.71
100 ulL (7.5 ug) 52 65 59 58.66 17.59 82.41
50 uL (3.75 ug) 109 95 103 102.33 30.69 69.31
25 ul (1.875 ug) 126 134 120 126.6 37.89 62.11
15 uL (0.9375 ug) 198 189 201 196 58.80 41.2
10 uL (0.4687 ug) 205 199 188 197.3 59.19 40.81

% de la inf.: Indica el nimero porcentual de células infectadas; % de red. de # placas: Es el % de reduccién del nimero
de placas e indica el porcentaje de inhibicién de la replicacién viral comparada con la replicacion 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 infeccién.
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Figura 1. Efecto de la SES en la infeccion del virus de influenza A. A) células MDCK sin infectar; B y C)
deteccion del efecto citopatico producido por la infeccién del virus de influenza en células MDCK; D) inmu-
nofluorescencia de células sin infectar; E) deteccion de antigenos 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.

1015 pb

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.
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DISCUSION

La distribucién de los virus de influenza es mun-
dial y su diseminacion en las comunidades es por
via respiratoria, ya sea en aerosoles o contacto
con manos contaminadas. Esta Ultima forma tam-
bién es importante en la contaminacion de objetos
y materiales, en los cuales el virus puede perma-
necer de 24 a 48 h.”®

Los virus son microorganismos muy peculiares,
estructuralmente diferentes a la de otros micro-
organismos, y son pocas las sustancias para la
eliminacién de éstos. Por ello es necesario con-
tar con sustancias que permitan eliminarlos y que,
ademas, no sean toxicos para el ser humano ni
para el medio ambiente. Algunos desinfectantes
como el cloro,'®% el glutaraldehido?”-?°y el formal-
dehido®’-32son efectivos para eliminar diferentes
patdgenos, incluyendo a los virus. En el merca-
do se estan usando nuevos productos para des-
infectar,® entre ellos la SES. Debido a la prepa-
racion y concentracion controlada de la SES, y a
la estabilidad quimica de los iones lograda en su
proceso de elaboracién y con pH neutro, no es
toxico para las células humanas. En el Instituto de
Ciencias de la Salud de la Universidad Veracru-
zana, México, Nachon-Garcia et dl realizaron un
estudio en el que la SES resulté inocua al ser ad-
ministrada en la cavidad peritoneal de ratas Wis-
tar.®* Por otro lado, las infecciones adquiridas en
la comunidad y llevadas al hospital por pacientes
pueden convertirse en infecciones hospitalarias,
que afectaran a otros pacientes y al personal,
muchas de ellas son prevenibles. Es posible que
los virus causen mas infecciones hospitalarias
de lo que antes se creia, principalmente los virus de
transmision respiratoria y de manera importante,
los virus de influenza. Significando con ello, que
la prevencion de este tipo de infecciones es de alta
prioridad. La eliminacion o reduccion de las fuen-
tes de dichas infecciones es posible al desinfec-
tar instrumentos, ropa y otros objetos potencial-
mente contaminados, ademas, del lavado de
manos, por lo que contar con productos capaces
de evitar la propagacion de virus seria un recur-
so valioso. Los resultados del trabajo que realiza-
maos con el virus de influenza muestran que, tanto
el efecto citopatico como la deteccién de los an-
tigenos y genoma del virus de influenza disminu-

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