1c0</

Invest Clin 36 (Sup. 2): 293-298, 1995

Invest Clin 16(3): 114-120, 1975

Efectos del pH y la concentracion
iénica sobre la infecciosidad del
virus de la Encefalitis equina
Venezolana.

Emelina Teruel-Lépez y Hugo Herndndez.

Instituto de Investigaciones Clinicas, Facultad de Medicina,
Universidad del Zulia, Apartado 1151, Maracaibo 4001-A, Venezuela.

Resumen. El virus de la EEV a una temperatura de 37°C sufre
alteraciones en su nivel de infecciosidad, que varian segiin la concentracién
de la solucion empleada. En buffer citrato 100 mM a pH 3, 4y 5, hay pérdida
notable de la infecciosidad viral; cuando se usan concentraciones de 5y 10
mM, a los mismos pH, no se observa ninguna variacién en su nivel de
infecciosidad. En presencia de soluciones diluidas de cloruro de magnesio
pH 4 y a 37°C, el virus es estable en su nivel de infecciosidad; lo que no se
observa en las soluciones de elevada concentracién (1 6 2 M). Cuando se

“emplea una solucion de MgS04, no ocurre ninguna variacién del nivel de
infecciosidad del virus tratado en las mismas condiciones.

Effects of pH and ionic concentration on VEE virus infection.
Invest Clin 16(3): 114-120, 1975.

Abstract. VEE virus suffers alterations in its infectious level at a
temperature of 37°C, that varies according to the solution used. In citrate
buffer 100 mM, pH 3, 4 and 5, there is a great loss in viral infectivity: when
concentrations of 5 and 10 mM are used, with the same pH, no variation is
observed in its infectious level. In the presence of diluted solutions of
magnesium chloride pH 4 and at 37°C, the virus is stable in its infectious
level; something which is not observed in solutions of high concentration (1
or 2 M). When a solution of MgS04 is used, no variation occurs in the level
of infection of the treated virus in the same conditions.

INTRODUCCION de importancia para el mejor cono-

cimiento del comportamiento de los

El estudio del efecto del pH yla  virus. La necesidad de establecer las
concentracion i6nica sobre la activi-  condiciones éptimas para la purifi-
dad viral, ha servido de parametro  cacién del virus, su almacenamien-
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to, preparacion de vacuna, etc., han
Ilevado a realizar estudios detenidos
sobre el papel desemperniado por los
diversos agentes fisicos y quimicos.
Schatz y Plager(s) y Speir(9.10. 11)
han estudiado la accién de la con-
centracion de sales y pH sobre el
virus Mengo, resultando en la inac-
tivacién de éste. Por otra parte, Wa-
llis y col. (14), reportan la estabiliza-
cidon catiénica para los enterovirus.
Asi mismo, en otros trabajos(13) se
demostré el efecto activante de ca-
tiones divalentes a altas temperatu-
ras, sobre los Reovirus, y su inacti-
vacién al someterse a temperaturas
por debajo de O°C.

Con los arbovirus se ha conocido
durante mucho tiempo la relacién
existente entre su inactivacién y la
acidez del medio en que se halla
suspendido. Speir y col. {12} repor-
tan la estabilizaciébn de virus de
Semliki, en presencia de proteinas,
a ciertos pH. La escasa informacién
sobre estos fenémenos y sus cau-
sas, nos ha llevado a profundizar los
estudios de las posibles relaciones
entre los varios factores nombrados
y el virus de la encefalitis equina
venezolana (EEV), y su comporta-
miento'ante concentraciones varia-
das de iones y diferentes pH.

MATERIAL Y METODO

Virus: Se utilizé virus purificado
obtenido a partir de huevos embrio-
nados de ave inoculados con la cepa
Guajira de la EEV; siguiendo la téc-
nica descrita por Mussgay (7) para
su purificacién. Su titulo infeccioso

fue de 1,45 x 10'® DICTso/ml en
fibroblastos de embrién de pollo.

Cultivos celulares: Se utilizaron
fibroblastos de embrién de pollo cul-
tivados en medio 199 adicionado
con 10% de suero de ternera fetal y
penicilina, estreptomicina, gentami-
cina y amfotericina, como inhibido-
res de crecimiento bacteriano y an-
timicético.

Soluciones amortiguadoras: Se
emplearon soluciones amortiguado-
ras de citrato de sodio, acetato de

‘sodio, fosfato de sodio, maleato de

sodio, borato salino y MES [acido 2
(N-morfolino) etanol sulfénico} (1). A
partir de las soluciones madres 1 M
se prepararon las diferentes concen-
traciones a usarse por dilucién con
agua destilada. EI pH final de estas
diluciones, varié muy poco en rela-
cién al pH inicial {(+ 0,1 unidades).
Pruebas de infecciosidad viral:
El virus purificado de la EEV fue
diluido 1:10 en las diferentes solu-
ciones amortiguadoras y se incubé
una hora a 37°C. Su infecciosidad
residual se midi6é por titulacion del
efecto citopatogénico en cultivo de
fibroblastos de embri6én de pollo.

RESULTADOS

Efecto de la concentracion i6-
nica: EI virus de la EEV diluido en
buffer citrato de sodio pH 3 a las
concentraciones de 5, 10, 20, 40, 80
y 100 mM sufre una disminucién de
su infecciosidad a medida que se
aumenta la concentracion idnica.
Entre 10y 100 mM el virus presenta
una disminucién de 4 a 5 logs en su
titulo infeccioso (Fig.1).
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Efecto del pH: Para verificar si
estos resultados se cumnplian de una
manera similar a diferentes pH, se
usaron soluciones amortiguadoras
alas concentraciones de 5, 10y 100
mM. Para los pH de 3, 4y 5 se utiliz
citrato; para pH 6, maleato; para pH
7 y 8, fosfato; y para pH 9, borato
salino. Se observo el titulo infeccioso
del virus luego de incubarlo por una
hora a 37°C con cada una de las
variables arriba mencionadas. Se
obtuvo una disminucion notable de
la infecciosidad del virus tan s6lo a
pH debajo de 6 en aquellas solucio-
nes de elevada concentracion i6nica
(100 mM), sin observarse efecto de-
letéreo a ningun pH de las solucio-
nes de menor concentracion (Fig. 2).

Infecciosidad residual del virus EEV en concentraciones crecientes del buffer citrato

Efecto de buffer no quelantes:
Con buffer acetato y MES conside-
rados como buffer sin capacidad
quelante, a las concentraciones de
10y 100 mMy a pH 4y 5, los
resultados son iguales a los obteni-
dos con el buffer citrato a los mis-
mos pH (Tabla I).

Efecto de sales y cationes diva-
lentes: Con la finalidad de bloquearel
posible efecto quelante por parte del
buffer citrato se incubé el virus con
este mismo a las concentraciones de
100 mM pH 3, en presencia de catio-
nes divalentes (ClzMg), a concentra-
ciones crecientes; observandos el mis-
mo dafio que experimentd cuando se
ust citrato solamente. El virus incu-
bado Gnicamente en presencia de ca-
tiones, no experimenta ningan dafio

Vol. 36 {Sup. 2): 293-298,1995



296 Teruel-Lopez y Hernandez

15 7 S mM &---orer g
i /
= { 1ommd
o —
2 10 -
E
c\> ]l 100 mM
o O )
o i
Q -
L | ] ¥ T H 1 1
3 4 5 6 7 B8 9
pH

Fig. 2 Infecciosidad residual del virus EEV en diferentes soluciones amortiguadoras con
diferentes pH.

TABLA 1
EFECTO DE BUFFERS NO QUELANTES SOBRE LA INFECCIOSIDAD
DEL VIRUS DE LA EEV

DICTs0/ML
Virus + Acetato {10 mM pH 4) 1089
(100 mM pH 4) 10780
. (10 mM pH 5) 1089
" (100 mM pH 5) 1060
Virus + MES (10 mM pH 5.5) 1080
(100 mM pH 5.5) 107

MES: (2 [N-Morfolino} ethane Sulfonic Acid)
Virus en borato salino pH 9 Tiene 1090 DICTs0/ml

Investigacion Clinica 36 (Sup. 2): 1995



pH y concentracion lonica sobre el virus de la EEV 297

TABLA II
EFECTO DE SALES Y CATIONES DIVALENTES SOBRE LA
INFECCIOSIDAD DEL VIRUS DE LA EEV ‘

DICTs0/ml
Virus + Citrato 100 mM pH 3 + CloaMg 0.01 M 1040
‘ 06 M 1030
1.0 M 1030
14 M 10730
20 M 1030
Virus + CloMg 0.01M 109
0.1 M 108¢
1.0 M 1030
0.5 M 1045
2.0 M 10745
Virus + MgS04 0.01 M 1080
1.0 M 1080
Virus en borato salino pH 9 tiene 10°°° DICTs0/ml.
hasta una concentracion de 100 mM; DISCUSION

pero a partir de 1 M, su titulo infeccio-
s0 comienza a disminuir. El hecho de
que la solucién de cloruro de magne-
sio a altas concentraciones es por si
misma dafiina para la capacidad in-
fecciosa viral, nos llevé a realizar otro
experimento para determinar cual de
los fones (CI' 6 Mg*") presente, era el
causante de tal dafio. Se utilizé para
ello una solucién de sulfato de mag-
nesio a alta concentracion, cuyos re-
sultados, expresados en la Tabla II,
revelan que esta sal no ejerce efecto
dafiino sobre el virus a las dos concen-
fraciones (0,1 y 1,0 M}, empleados en
el experimento.

Los trabajos realizados con varios
arbovirus del grupo Ay B coinciden en
la pérdida de infecciosidad a pH por
debajo de 6(2. 3. 4. 5. 6). Sin embargo,
nuestros resultados, obtenidos con la
curva de molaridad, hablan a favor de
un efecto de fuerza idnica inde-
pendiente del valor del pH de la solu-
cién empleada. La diferencia en los
efectos observados.en la curva de mo-
laridad con el buffer citrato apH 3, nos
hizo sospechar un posible efecto que-
lante, por parte del citrato, sobre algu-
nos componentes de la envoltura lipo:
proteica viral. Esto fué descartado por
los efectos producidos por los dos
buffer no quelantes, acetato y MES a
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pH 4 y 5, los cuales coincidian con los
resultadospara el buffer citrato aesas
concentraciones y pH. Esto se hizo
aun mas evidente con la solucién
CleMg cuyo pH acido, 4, exhibe el
mismo efecto danino sobre el virus,
por variacién de concentracién, tanto
al emplearse solo, como combinado
con el buffer citrato a 0,1 M, inde-
pendientemente del valor del pH: lo
que nos demuestra la accién ejercida
por la concentracién de la solucion. El
uso de la sal de SO4Mg indica que el
efecto causante del dano viral pudiera
residir en la concentracién del i6n CI'.

Todos estos hallazgos pueden
ser interpretados como una posible
interaccién a nivel de los distintos
elementos estructurales de la mem-
brana Hpoproteica viral, y el grado
de concentraciéon o fuerza idnica
prevalente en el medio que la rodea.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1-  DAWSON RM, ELLIOT D.C, EL-
LIOT W.H., JONES K.M.: Data for
Biochemical Research, Oxford Uni-
versity Press. Amen House, London,
1959,

2-  DUFFY C.E.; pH Stability of St. Louis

Encephalitis Virus. Proc Soc Exptl
Biol Med 63:333, 1934,

3- DUFFYCE., STANLEY WM.: Stud-
ies on the biochemical, biophysical
and immunogenic properties of Japa-
nese B type Encephalitis Virus. and
vaccines. J Exp Med 82:385, 1945,

4- FINKESTEIN H.,, MARX W,
BEARD D.; pH Stability of the virus
of Equine Encephalomyelitis (Easter

10-

11-

12-

13-

Strain) under various conditions. J Inf
Dis 66:117, 1940,

HOWITT B.F.: Certain properties of
the virus of equine encephalomyelitis.
J Inf Dis 55:138, 1934.

MCLIMANS WE: The inactivation
of equine encephalitis virus by me-
chanical agitation. J Immunol 56:385,

- 1947.

MUSSGAY M., WEIBEL I.: Electron
microscopic demonstration of the pu-
rified VEE virus. Virology 19:109,
1963.

SCHATZ A, PLAGER H.: Effect of
pH on Mengo Virus. Proc Soc Exp
Biol Med 67:452- 456, 1948.

SPEIR R.W.: Effect of several inor-
ganic salts on infectivity of Mengo
Virus. Proc Soc Exp Biol Med
106:402-404, 1961.

SPEIR R.W.: Thermal stability of
Mengo and Poliovirus in hypertonic
salt. Virology 14:382-383, 1961.

SPEIR R.W.: pH and thermal stability
of Mengo virus. Virology 17:588-592,
1962. :

SPEIR R.W., ALIMINOSA K.V.: pH,
protein and Semliki virus infectivity.
Proc Soc Exp Biol Mol 114:168, 1963.
WALLIS C., MELNICK J.: Reovirus
activation by heating and inactivation
by cooling in MgCI2 solution. Virol-
ogy 22:608, 1964.

WALLIS C., MELNICK J.: Cationic
stabilization -a new property of en-
teroviruses. Virology 16:504-506,
1962.

Investigacion Clinica 36 (Sup. 2): 1995



