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El virus Tortos furens perteneciente
al grupo de los paramixovirus es cau-
sante de la enfermedad del Newcastle
en las aves de corral. Este mal se ca-
racteriza por la presencia de trastor-
nos respiratorios y nerviosos de curso
rapido y de alta mortalidad (1).

El virus objeto de este estudio es
pleomorfico, la mayoria de las veces
esférico, rodeado de wuna envoltura
compuesta de lipidos y proteinas, de
la que se proyectan espiculas gluco-
proteinicas. KEstas glucoproteinas pue-
den ser de 2 tipos: algunas pueden
unirse a los eritrocitos de gallina, ha-
ciendo del virus una particula hemo-
aglutinante; otras poseen actividad
neuraminidasa. Por debajo de la en-
voltura se encuentra la nucleocapsula
proteinica helicoidea del virus que
protege a una o dos unidades de acido
ribonucleico de una sola cadena (2).

La enfermedad del Newcastle soélo
puede ser profilacticamente controlada
a través de vacunas, algunas consis-
tentes de cepas avirulentas de virus
vivos, capaces de estimular variadas
respuestas inmunolégicas humoral vy
celular (3, 4, 5). La cepa lentégena v

avirulenta Bl se ha utilizado en la
elaboracion de vacunas vivas. La res-
puesta inmunologica a esta cepa pare-
ce ser directamente proporcional a la
cantidad de virus vivos que se encuen-
tra en la vacuna utilizada (2).

Varios quimicos en concentraciones
tales como el lugol (1:100), formalina
(2:100), fenol (0,5:100), cresol (2:100),
sosa castica y lechada de cal (3:100)
y los detergentes y solventes de lipi-
dos (1), asi como ciertos iones como
el calcio (2), han probado ser letales
para el virus del Newcastle. En estos
trabajos no se reportan diferencias en
la susceptibilidad entre una cepa y
otra. Solo se ha documentado una mar-
cada reduccién en la infectividad viral
de la cepa: la Sota expuesta a 11 has-
ta 22 ug por cm?® de butilhidroxitolue-
no por 30 min a 37°C, comparada con
el efecto de este conservador sobre la
cepa Texas-GB, bajo condiciones simi-
lares (3).

Rl presente estudio reporta la in-
fluencia sobre la viabilidad del wvirus
del Newecastle cepa Bl, expuestos a
conservadores como el metil y el pro-
pil parabenos, comparados con los
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ofectos del fenol en un extremo y los
de la penicilina y estreptomicina en f:,»l
otro extremo, €n presencia o ausencia
de tampén a base de potasio fosfato.

MATERIALES Y METODOS

Liquido alantoideo (0.1 cm?®) conte-
niendo virus de Newcastle cepa Bl
equivalente a 100 dosis letales 100 (ti-
tulado en embrién) fue inoculado en
la cavidad alantoidea de embriones de
pollo, de 10 dias de edad. Dichos em-
briones infectados fueron incubados a
37°C durante 72 hr para fines de mul-
tiplicacién viral.

Al término de la incubacion y mu-
cho antes de que se observaran efec-
tos letales causados por la infeccidn,
se recogio asépticamente el ligquido
alantoideo conteniendo virus de New-
castle (2). Este liquido fue diluido 1:5
en bufer fosfato azucarado pH 7 para
proceder a liofilizar en volimenes de
15 em® La vacuna asi liofilizada te-
nia vacio y un promedio de 1.8 por 100
de humedad relativa con un error es-
tandard de 0.2.

La vacuna fue reconstruida asépti-
camente 1:2 en cada una de las si-
guientes soluciones: 1— Penicilina 450
u y estreptomicina 1.400 u por cm3 de
agua; 2— solucién tampén de potasio
o2 430,03 eieep.
B e e e
200 ug p‘o.r' e g y Pfr-o.fpnl parabeno
e o -a,e agua, 4— fenol 5

gua. Seguidamente
9315?8 preparaciones fueron inoubadlas’
a g;‘gapszj dl;r pr;:io a su u\‘:iﬂ:izasciéln.
ey p:f Preparaciones fue
separado a un grupo

de 25 ambriones (4 grupos en total),
a razéon de 0.1 em® por individuo, uti-
lizando la cavidad alantoidea como via
de inoculacién. Estos embriones fue-
ron incubados a 37°%C y ovoscopiados
cada 24 hr durante 7 dias registrando
sus mortalidades.

Otros setenta y dos embriones de 10
dias de edad fueron distribuidos en 4
grupos de 18 individuos; cada grupo
recibié una preparacion de vacuna ex-
puesta a los conservadores en estudio
en forma similar a lo descrito ante-
riormente, siendo seguidamente incu-

bados a 37°C.

Tres individuos de cada uno de es-
tos grupos fueron removidos al tiem-
po 0 y con intervalos de 24 hr duran-
te 5 dias después de la inoculacién
para obtener asépticamente un pool de
liquido alaitoideo. Este liquido conte-
niendo virus, supuestamente en dife-
rentes proporciones dependiendo del
grupo, fue sometido a pruebas de he-
moaglutinacion (HA), de acuerdo a la
técnica descrita por Cunningham (6),
utilizando una suspensién al 0.5 por
100 de hematias de un pollo sin his-
torial de haber sido expuesto al virus
de Newcastle.

Cada preparacién vacunal de las que
se habla fue también administrada a
uno de 4 grupos de 5 pollitos de 10
dias de nacidos a razén de 0.1 em? por
individuo, wutilizando la via ocular.
Posterior a la vacunacién, dichos ani-
males permanecieron en jaulas apro-
piadas con libre acceso a comida y
agua, por espacio de 21 dias, al térmi-
no de los cuales se sangré del corazén
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con una aguja de 18 G, obteniendo un
pool de sangre para cada grupo.

De la sangre coagulada se separé6 el
antisuero contra cada una de las va-
cunas expuestas a los conservadores
en estudio, el cual fue clarificado por
centrifugacion a 160 G. Estas prepara-
ciones sirvieron para los estudios de in-
hibicién de la hemoaglutinacion (HI),
segin técnicas establecidas (6).

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla I indica los resultados re-
ferentes a la mortalidad de embriones
inoculados con virus expuestos a los
conservadores indicados. Se encontro
que los virus en soluciones con peni-
cilina y estreptomicina con o sin tam-
pon fosfatos, empezaron a causar mor-
talidad a las 96 hr, siendo las 120 hr

el tiempo mas critico, ocasionando la

mayoria de las mortalidades. En con-
traste se puede observar los resulta-
dos con fenol donde la mayoria de las
mortalidades ocurrieron a las 144 y a
las 168 hr. Casos similares se encon-
traron con los parabenos, aunque las
mortalidadles mas altas aparecieron a
las 120 y 144 hr.

Fl aumento significativo en el tiem-
po de mortalidad de aguellos embrio-
nes que recibieron virus expuestos
a conservadiores como el fenol y pa-
rabenos, parece indicar una disminu-
cién en €] numero de particulas vira-
les viables, considerando que el tiem-
po de mortalidad embrional, en las
condiiciones de estos experimentos, de-
beria estar directamente proporcional
al niimero de particulas infectivas. La
mortalidad observada a las 24 hr es
atribuida a causas no especificas.

TABLA I. EFECTO DE PARABENOS, FENOL ¥ FOSFATOS
SOBRE LA VIABILIDAD DEL VIRUS DE NEWCASTLE, CEPA B,

Tiempo de  Nuimero de embriones muertos (Mediana = es) después

observacion de inoculados con virus expuestos a
(en horas) -
Agua Fosfatos
Penstrept Penstrep Parabenos Fenol
0 0 0 0 0
24 2 (0.6) 2 2 2 (0.3)
48 0 0 0 0
72 0 0 0 0
96 5 (0.7) 5 2 (0.3) 0
120 17 (0.9) 17 7 (0.9) 2 (0.3)
144 1 (0.6) 1 12 (0.3) 14 (1.9)
168 2 (0.9) 7 (2.0)

PENSTREPT — PENICILINA -+ ESTREPTOMICINA.
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TABLA II. TITULO VIRICO (HA) DEL LIQUIDO ALANTOIDEO
(DILUCION 1:10 EN AGUA) DE EMBRIONES INOCULADOS

CON VIRUS EXPUESTO

S A VARIOS QUIMICOS

Tiempo
Post-Inoculacion  Agua Fostatos
(en horas) Penstrep Penstrep Parabenos Fenol

0 0 0 0 0

24 0 0 0 0

43 53 0 0 0

12 40 20 20 5

96 640 320 80 30

120 2560 1280 640 320

HA — UNIDADES DE HEMOAGLUTINACION
PENSTREPT — PENICILINA -+ ESTREPTOMICINA.

Estos resultados guardan estrecha
relacién con los expresados en la Ta-
bla II que se refiere al titulo virico en
unidades de hemoaglutinacion (HA).

La hemoaglutinacién causada por
virus fue reportada por primera vez
en 1941 por Hirst y por McClelland y
Hare. Esta reaccién es causada por la
unién de las espiculas glucoproteinicas
de la envoltura del virus con los re-
ceptores mucoproteicos en la mem-
brana de los hematies; por lo tanto,
esta propiedad proporciona un método
sencillo y rapido para titular virus (7).
De modo que el titulo viral en unida-
des HA, corresponde al inverso de la
ultima dilucién del virus capaz de
aglutinar una cantidad constante de
eritrocitos (6).

De los resultadios se puede apreciar
un aumento en el titulo, esto es, en el

namero de virus, a medida que au-
menta el tiempo de incubacién. Sin
embargo, se observa un aumento mu-

cho mayor y significativo, en funcion
de tiempo, en embriones inoculados
con virus expuestos a penicilina y es-
treptomicina, en presencia o ausencia
de tampén fosfatos. Se nota los titulos
bajos en liquido alantoideo con virus
expuestos al fenol y también a los pa-
rabenos, demostrandose un efecto le-
tal parcial en la poblacion viral, acor-
de con las condiciones del experimen-
to. Es sabido el efecto desnaturaliza-
dor de proteinas y poder detergente
del fenol. Con los parabemos, es de es-
perarse propiedades microbicidas pro-
bablemente similares a las del fenol, ya
que resultan ser ésteres alquilos del
acido p-hidroxibenzoico o derivado fe-
nolico (8).

Fstos resultados se reflejan en los
cileulos del titulo de la inhibicion de
la hemoaglutinacién (HI) expresados
on la Tabla III. Sabemos que la camn-
tidad de anticuerpos aumenta propor-
cionalmente a la cantidad de virus Vi-
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TARLA II. INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION (HI):
EFECTO DE VARIOS QUIMICOS EN LA HABILIDAD
DE LA VACUNA PARA ESTIMULAR PRODUCCION
DE ANTICUERPOS

Agua Fosfato
Titulo Penstrep Penstrep Parabenos Fenol
Suero 5 5 10 80
HI 160 160 80 10

vo administrado como vacuna, esto es,
anticuerpos capaces de inhibir la he-
moaglutinacién (9). De ahi que los vi-
rus tratados previamente con fenol die-
ron un HI de 10, titulo que puede ser
considerado normal en el suero de las
aves no vacunadas (6).

Fl titulo HI, en este caso, correspon-
de al valor que resulta de dividir el
titulo del virus HA de una vacuna di-
luida con agua destilada (que en este
caso resulté ser de 160), para el titulo
del suero que corresponde a la inver-
sa de la diluciéon del virus en el cual
se inhibié completamente la hemoaglu-
tinacion. Si a este resultado le multi-
plicamos por el factor inverso de la
dilucién del suero, obtememos el HI.
Por lo tanto, mientras mas alto sea el
valor HI, mas anticuerpos contra el
virus de Newcastle se encuentran en
el suero del animal vacunado, que en
estos experimentos, corresponderia a
los anticuerpos que respondieron a las
vacunas reconstituidas en ausencia de
fenol o parabenos. Por el contrario, los
resultados obtenidos con wvacunas ex-
puestas a estos conservadores, demues-
tran la existencia de danos antigéni-
cos que pueden explicar su incapaci-

dad para estimular una solida respues-
ta inmunolidgica. Estos dafios al virus
parecen ser menores con los parabe-
nos que con el fenol, probablemente
debido a que se utilizé 2.5 veces mas
fenol que la concentracién total de pa-
rabenos, esto es si también no se ar-
gumenta posibles diferencias en el me-
canismo de accion en las circumnstan-
cias del experimento.

De ahi la necesidad de utilizar va-
cunas que garanticen un ntmero ade-
cuado de virus vivos avirulentos y la
importancia de protegerlos contra la
influencia de medios fisicos y quimi-
cos que puedan alterar la carga virica
y en comsecuencia, minimizar la res-
puesta inmunolégica del huésped.

RESUMEN

La estructura viral puede verse afec-
tada por la presencia de ciertos com-
puestos quimicos. Se demuestra un
aumento en el tiempo de mortalidad
de embriones de pollo que recibieron
virus expuestos a conservadores como
el fenol o el metil y el propil parabe-
no, lo que indica una disminucion sig-
nificativa en el ntimero de particulas
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virales viables capaces de causar in- ral increase in 'elron‘bryo‘s ?X'pose-d -
feccitn. vaccines co'nt-a.l ning p.emfcﬂlin and
Por hemoaglutinaciéon también se streptomycin with or without buffer
Jemuestra un incremento relativa- phosphatie. |
mente pequeno y lento en el numero Same v.arc;cm?'es exp-osieed ’.[o phenol or
de virus, en funcién de un tiempo de- parabens previous application to young
terminado, en el liquido alaitoideo de chickens, gave low hemagglutination
embriones inoculados con virus ex- inhibition serological titers which also
puestos a fenol y parabenos, a diferen- indicates the importance of an ade-
cia de otros embriones que recibieron guate alive viral vaccine formulation

vacunas expuestas a conservadores co-
mo la penicilina y estreptomicina con
o sin tampon fosfato.

ﬂ uso db vacunas ‘dnatadas con fe-
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