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INATIVACAO DO VIRUS DA DOENGA-DE-NEWCASTLE

PELA BETA-PROPIOLACTONA, ACETILENOIMINA E ETILENOIMINA BINARIA'

MARIA CELESTE GOMES C. DE SOUZAZ, RAYMUNDO G, CUNHA? e ARNALDO SOARES LEAL*

RESUMO - Estudou-sc a agio inativante da BPL da AEI ¢ da EIB sobre a infecciosidade e
capacidade hemoaglutinante do virus da doenga-de-newcastle (cepa macap4) contido em li-
quido alantSide virulento. O inativante era adicionado i suspensdo de virus, incubada & 379C
€ uma amostra retirada a determinados intervalos para verificagio da esterilidade e titulos
infeccioso e hemoaglutinante. A BPL, na concentragio de 1:4000, demonstrou poder inati-
vante mais acentuado no perfodo de duas horas de inativagdo, devendo a inativagio ser com-
pleta as seis horas e 16 minutos. A AEI empregada na concentragao de 0,05% revelou maior
inativagfio por volta de seis horas de agdo, indicande os dados experimentais tempo de onze
horas ¢ 28 minutos para a eliminagdo da infecciosidade. O poder inativante da EIB a 2% foi
mais acentuado no periodo de quatro horas, devendo a inativagio ter-se completado com
quatro horas ¢ 18 minutos. As trés substincias qufinicas experimentais mostraram uma acio
inativante do tipo linear, completa, sobre a infecciosidade do virus em estudo, sem afetar sua
capacidade hemoaglutinante.

Termos para indexago: paramixovirus, inativantes de primeira ordem, galinhas,

THE INACTIVATION OF NEWCASTLE DISEASE VIRUS BY
BETA-PROPIOLACTONE, ACETHYLENEIMINE AND BINARY ETHYLENEIMINE

ABSTRACT - The inactivating action of BPL, AEI and BEI upon the infectivity and
hemagglutinating activity of Newcastle Disease virus (Macap4 strain), was studied. The
inactivant was added to infected allantoic fluid, incubated at 379C and samples collected at
appropriate intervals to determine infectivity, hemagglutination titer and sterility, BPL at a
final concentration of 1:4000 revealed higher inactivation at two hours incubation period and
complete inactivation by six hours and 16 minutes. AEI, at a final concentration of 0,05%,
showed more accentuated inactivation around six hours incubation period and complete
inactivation calculated to occur by 11 hours and 28 minutes. The 2% of BEI inactivating
action was higher at four hours incubation with complete inactivation taking place at four
hours and 18 minutes. All three chemical substances showed first order inactivating action,
with lincar infectivity decrease and no residual active virus particle,

Index terms: paramyxoviruses, first order inactivants, hens,
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INTRODUCAO

A inativacio de suspensOes virulentas por
substincias quimicas foi estudada por vérios
pesquisadores. Fermi (1908) e Semple (1911)
fizeram uso do fenol para inativar o virus ré-
bico no preparo de vacinas a serem aplicadas
no tratamento preventivo da doenga. Com
igual propésito, Cumming (1914) introduziu o
uso do formol, que passou a ser amplamente
utilizado, extendendo-se sua aplicagio a dife-
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rentes virus (Vallée et al. 1926, Burnet 1955,
Potash 1968). Entretanto, o registro do aci-
dente ocorrido com a vacina antipoliomielite,
inativada pelo formol, em 1955 (Gard 1957,
Nathanson & Langmuir 1963) determinou es-
tudos mais detalhados da cinética de sua inati-
vagdo e a busca de outro inativante mais efi-
caz. Foram experimentados mais de 600
agentes fisicos ¢ quimicos. Destes, a betapro-
piolactona (BPL) se revelou um eficiente ina-
tivante, tendo sido empregada com diversos
virus (Lo Grippo & Hartmann 1955, Polley &
Guerin 1957, Schaaf 1959, Stone & Delay
1961, Femelius et al. 1972). Seu emprego na
inativacio do vfrus da doenga-de-newcastle
fol descrito em diversos trabalhos (Mack &
Chotisen 1955, Winmill & Wedell 1961, Ap-
pleton et al, 1963, Simmins & Baldwin 1963,
Stone & Boney Jinior 1972, Brugh & Siegel
1978).

Brown et al. (1963) demonstraram que a
acetil-ctileno-imina (AEI) exerce rdpida agfo
inativante sobre o virus da Febre Aftosa, dan-
do ensejo e vacinas de qualidade antigénica
satisfatéria.’ Resultados similares foram des-
critos para o virus da raiva ¢ da influenza
eqliina (Cunha & Silva 1971, Cunha et al.
1982).

Bahnemann (1975) estudou a inativagio do
virus aftoso pela etilenoimina bindria (EIB),
com resultados satisfatérios,

N3zo foi encontrada, na literatura, referéncia
a inativagio do vifrus da doenga-de-newcastle
pelo AEI ou EIB. Em vista da importincia
econdmica desta doenga para a avicultura na-
cional, julgou-se de interesse estudar o pro-
cesso de inativagdo de seu virus, representado
por amostra autoctone, frente a BPL, ao AEl e
EIB,

MATERIAL E METODOS

Cepa de virus

O vfrus da doenga-de-newcastle empregado re-
presentava uma cepa nacional, isolada de um surto
natural da doenga em Macapd, AP (Cunha & Silva
1955). A amostra vem sendo mantida por passagens
em ovos embrionados de dez a onze dias de incuba-
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¢io, inoculados no saco alant6ide, com coleta de no-

vo lfquido virulento apds incubagio a 37°C, por cer-

ca de 72 horas, Entre passagens, o liquido alantdide

virulento era mantido em congelagio a -60°C
(=60°C negativos).

Ovos embricnados

Ovos embrionados de dez a onze dias de incuba-
¢do, provenientes de galinhas Leghorn, de criagdio
prépria ou de granja experimental, com estado sani-
t4rio conhecido, foram utilizados,

Prova de hemoaglutinagio (HA) - A capacida-
de hemoaglutinante dos lfquidos alant6ides dos ovos
infectados com o virus em estudo foi aferida pela
prova de HA com eritrécitos de galinha a 0,5%. De
uma maneira geral, a t&cnica preconizada pela Orga-
nizagio Mundial de Sadde foi adotada (Lepine
1954). Dilui¢bes duplas do tquido em exame a partir
de 1;5 e sucessivamente até 1:5120 eram preparadas
em solugiio salina fosfatada (SSF} de pH 7,2-74
(Souza 1987) em volume de 0,5 ml, A cada tube
agregava-se igual volume da suspensio de hemdécias
a 0,5%. Apés agitagio, os tubos eram mantidos
temperatura ambiente e a leitura final feita em tomo
de 60 minutos, na dependéncia dos tubos controles.

Titulagio da infecciosidade - O tftulo infec-
cioso das diferentes amostras de lquido alantdide
(LA} virulento, utilizado no processo de inativagio
foi determinado pela inoculagio do Hquido ou de di-
luigdes décuplas da amostra, preparadas em SSF,
contendo 10% de caldo simples e antibi6ticos (peni-
cilina e estreptomicina), em faixa varidvel conforme
o tempo de inativagio. Em ordem decrescente de
diluigdo, eram as mesmas inoculadas na cavidade
alantSide de ovos embrionados de dez a onze dias de
incubagio, quatro ovos por diluigio.

Os ovos inoculados eram colocados na estufa a
379C e revisados 3s 24 horas, desprezando-se os que
apresentavam embrifes mortos. Os ovos com em-
brides vivos voltavam i incubagfio e reexaminados
cada 24 horas pelo periodo de cinco a sete dias, re-
tirando-se a cada exame os ovos mortos para gela-
deira, Ao final desse perfodo, coletava-se o LA de
todos 08 Ovos, vivos e mortos, Estes LA eram exa-
minados, individualmente, para sna capacidade he-
moaglutinante, indicadora final de positividade. O
titulo infeccioso da suspensio era calculado pelo
método de Reed & Muench (1938) e assim encontra-
da a dose infectante média (DI 50). Nos perfodos
mais Jongos de inativagio, a suspensio original do
LA, sem diluir, foi inoculada.
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Prova de esterilidade - As provas de esterilida-
de mencionadas cram levadas a efeito em meio de
tioglicolato (Difco 0256-81).

Inativantes

Como inativantes foram experimentadas trés
substincias quimicas: 1) Beta-propiolactona (Beta-
prone); 2) Acetiletileno imina (n-Acetylazridine e 3)
Bromidrato de 2-Bromo-Etilamina (2-bromoetila-
mina hydrobromide).

Inativagao

O material virulento utilizado era constituido de
LA da 58a. passagem em ovo embrionado do virus
da DNC, amostra macapd, submetido previamente is
provas de esterilidade, HA e infecciosidade e con-
servado em congelagio a -209C. Sete a 21 dias ap6s
as titulagdes preliminares, o LA era descongelado e
centrifugado a 2.000 rpm, por 15 minutos. O sobre-
nadante formava a suspensio virulenta para a prova
de inativacio. Esta se processava em banho-maria a
37°C, com ajitagdo freqiiente da mistura virus-ina-
tivante, Os trés inativantes antes mencionados, fo-
ram experimentados.

1) Beta propiolactona (BPL) - Duas experién-
cias foram efetuadas com este inativante. Uma solu-
¢fo de BPL a 1:2.000, preparada em bicarbonato de
sédio a 0,2 M, era misturada em partes iguais com
LA infectado. A seguir, a mistura era colocada na
temperatura de inativagio, retirando-se uma amostra
para exame nos intervalos programados, apds rea-
juste do pH para 7,4 com f{osfato monossddico. A
amostra retirada logo apds adi¢io da BPL era consi-
derada a O (zero) hora. Na primeira experiéncia, a
inativagio foi acompanhada pela retirada de amos-
tras com 06, 12, 24 e 48 horas, Conhecidos seus re-
sultados, a segunda experiéncia foi efetuada por um
perfodo de seis horas, retirando-se uma amostra a
cada hora. Para medir a a¢io do inativante, de cada
amostra era pesquisada a esterilidade, a capacidade
hemoaglutinante e o titulo de infecciosidade.

2) Acetil-etileno~-imina (AEI) - O liquido
alant6ide, previamente selecionado, era misturado
em partes iguais, com uma solugio de AEI a 0,1%
em SSF. Retirada a amostra de zero hora, a mistura
era colocada em banho-maria a 37°C. Em experién-
cia preliminar foram examinados dois tempos de
inativagfio, nove e 16 horas. Conhecidos os resulta-
dos, o processo de inativagfo foi investigado por do-
ze horas, com retirada de amostra 3s duas, quatro,
seis e doze horas de agio do inativante, Cada amos-
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tra, imediatamente i sua obtencdo, era tratada com
tiossulfito de s6dio a 5%, na proporgio de I ml para
10 ml da suspensio em estudo, passando-se, em se-
guida, as provas de esterilidade, titulo infeccioso e
HA.

J) Etilencimina binfria (EIB) - Foi adotada
a técnica descrita por Bahnemann (1975), obtendo
EIB a partir do Bromidrato de 2 Bromo-Etilamina
(BEA) em NaOH 1 M. Como indicador de pH foi
usado o betanaftol violeta para acompanhar a trans-
formagdo de BEA para EIB. O inativante era adicio-
nado ao LA virulento j4 aquecido a 37°C, na pro-
porgdo de 2%. Em experiéncia preliminar, foi exa-
minada a inativagfio ocorrida com oito e doze horas.
Conhecidos os resultados, foi efetuado nove experi-
mento, verificando-se os titulos infecciosos a zero
hora e com uma, duas, trés, quatre, cinco ¢ scis horas
de inativagfo. A cada intervalo era retirada a amos-
tra e, em seguida, efetuadas as provas de esterilida-
de, tftulo infeccioso e HA.,

4} Anilise estatistica - O processo de inativagio
da amostra, utilizando-se a BPL, AEI e EIB, foi
determinado por andlise tabular com posterior re-
presentagdo gréfica dos resultados obtidos,

A influéncia do tempo para o perfodo de inativa-
gio foi avaliada pela regressio linear e andlise de
varincia (Sounis 1972).

RESULTADOS

1) Inativacio pela BPL

Na experiéncia preliminar, as amostras reti-
radas com 12, 24, 48 ¢ 72 horas mostraram-se
infcuas para os ovos inoculados, mesmo nas
suspensées sem diluir. Na amostra de seis ho-
ras, dois de quatro ovos inoculados com a
suspensdo sem diluir se apresentaram positi-
vos, mostrando um resfduo de infecciosidade.

A verificagdo da inativagio a 379C pelo pe-
riodo de seis horas e exames de amostras com
intervalo de uma hora esti representado na
Fig. 1. Nesta figura, fica claro que no perfodo
de duas horas o poder inativante da BPL foi
mais acentvado. A anilise de regressdo linear
dos tftulos infecciosos apresentou comporta-
mento decrescente por hora de inativagio. Se-
gundo o modelo matemitico (¥ = 7,46 -
1,19 X), a inativagio total da amostra devera
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ocorrer em lorno de seis horas e 16 minutos
(P < 0,01).

Durante o processo de inativagdo, o titulo
HA inicial de 1:1280 apds uma hora era de
1:640 e persistiu até o final do perfodo.

Os lfquidos alantSides dos embrides mortos
apds 24 horas de inoculagio apresentaram re-

- sultados de HA positivo.

2) Inativacao pelo AEI

Na experiéncia preliminar com nove e 16
horas de inativagfo, os resultados indicaram
completa inativagio nas duas amostras exami-
nadas. Os resultados obtidos na experiéncia
seguinte, quando se verificou a inativagdo com
duas, quatro, sets, oito, dez e doze horas de
inativagio estio apresentados na Fig. 2.

O major percentual de inativagho obtido
neste experimento ocorreu por volta de seis
horas (Fig. 2).

Os tftulos infecciosos analisados por re-
gressao linear demonstraram um processo de-
crescente por tempo de inativagide. Segundo a
equagdo da'reta (¥ = 8,25-0,72 X), o tempo
necessdrio para que ocorra a inativagio total
foi calculado ser em torno de onze horas e 28
minutos (P < 0,01).

'1m

N oo s F = 748110

INFECCIOSIDADE log, &L 10
-
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2 276 *

7 [HORAS)

FIG. 1. Inativagio do virus da doenca de New-

castle (VDNC), Macapi, pela Betapro-
piolactona a 37°0C,
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O titulo HA da amostra (1:1280) apds duas
horas de inativagao foi alterado para 1:640 e
persistiu durante todo o processo de inativa-
cao.

Resultados de HA positivo foram constata-
dos em todos os liquidos alantSides coletados
dos ovos com embrides mortos apds as primei-
ras 24 horas de observagio.

Nio se registraram resultados de HA posi-
tivos com os liquidos alantéides coletados dos
ovos com embriSes sobreviventes.

3) Inativacio pelo EIB

Na experiéncia preliminar, as amostras ob-
tidas com oito e doze horas de inativagao
mostraram-s¢ indcuas mesmo nas suspensoes
sem diluir. Os resultados do experimento se-
guinte de amostras retiradas com uma, duas,
trés, guatro, cinco e seis horas de inativagio
sdo apresentados na Fig. 3.

O poder inativante do EIB foi mais acen-
tuado no perfodo de quatro horas, conforme €
demonstrado na Fig. 3. A regressio linear, se-
guindo a equagio da reta (¥ = 7,80-1,48 X),
calculada pelos tftulos de infecciosidade apds
inativagdo pelo EIB a 37°C, indica decrésci-

>
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FIG. 2. Inativagio do virus da doenca de New-
castle (VDNC), Macap4i, pelo Acetil -
etileno - imina a 37°C.
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mo do tftulo infeccioso, de acordo com o tem-
po hordrio de observagiio. Segundo estes cdl-
culos, a inativa¢ao completa deveré ocorrer s
4,33 horas ou seja as quatro horas € 18 minu-
tos, conforme se observa na Fig. 3 (P < 0,01).

A titulagio de uma suspensdo virulenta
controle, incubada a 37°C mas sem inativante,
mostrou titulos infecciosos de 10°%¢, 10%* e
107°®, respectivamente, para amostras de zero,
trés e seis horas de incubagio, para um volu-
me de 0,1 ml de indculo.

O titulo HA inicial foi de 1:1280, assim
permanecendo com as amostras de duas, trés,
quatro ¢ cinco horas. Com a amostra de seis
horas, o titulo foi de 1:640.

Esterilidade - Os LA originais e as diversas
amostras retiradas nos experimentos de inati-
vagdo, semeadas no meio de tioglicolato,
mostraram-se livres de contaminantes bacte-
rianos e fingicos.

DISCUSSAO

Viérios autores relatam a inativagio dec
amostras do virus da DNC pela BPL, em dife-
rentes concentragdes e temperaturas diversas
(Mack & Chotisen 1955, Winmill & Wedell
1961, Appleton ct al. 1963, Stone & Boney
Janior 1972, Brugh & Siegel 1978). Entre-

INFECCKISIDADE log. i 10

000
o.0n

(HORAS)

FIG. 3. Inativacio da amostra do virus da
doenga de Newcastle (VDNC), Macap4,
pelo EIB a 370C.
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tanto, estes trabalhos referem-se A inativagdo
final da suspensio de virus, sem informar a
gradagao ocorrida e conseqiiente processo ci-
nético de inativacfo, aclarando sua natureza.

Os resultados dos experimentos por nds
realizados com o virus da DNC, amostra ma-
capd, fazendo uso da BPL na concentrago fi-
nal de 1:4000 a 37°C, demonstraram que
ap6s duas horas o percentual de inativagio al-
cangou 50%, e com 12 horas, a inativagio era
total, indicando uma linha reta de inativagio,
sem deixar residuo ativo de virus.

Brown & Crick (1959) verificaram que uma
suspensdo de virus aftoso preparada a partir de
epitélio podal de cobaias tornava-se inScua
apés incubagdo com 0,05% de AEI a 37°C
por quatro horas. Porém, experimentos com
suspensio de virus procedente de bovinos ou
cultivo celular de rim porcino mostraram que a
infecciosidade podia ser revelada apds oito
horas, mas nido com doze horas de inativagao.
(Brown et al. 1963). Graves & Arlinghaus
(1967), estudando a cinética de inativagdo do
AEI sobre o virus aftoso a 379C, encontraram
que a inativagiio deveria ser completa com seis
horas de agao do inativante, e concloiram tra-
tar-se de uma reacdo de primeira ordem sem
prejudicar as propriedades soroldgicas e imu-
nizantes do antfgeno. Cunha & Silva (1971)
registraram um decréscimo linear na inativa-
¢do do virus ribico pelo AEI a 379C. Igual-
mente, inativagio de primeira ordem foi en-
contrada por Bahnemann (1975) para o virus
aftoso ¢ por Schloer (1982) para o virus da
Peste Suina Africana. Tanto Graves & Arlin-
ghaus (1967) como Bahnemann (1973) verifi-
caram que o aumento de protefnas na suspen-
sdo virulenta trabalhada ndo influencia a inati-
vagao, sugerindo que a agdo do inativante se
faz sobre o 4cido ribonucléico do virus.

Qs resultados aqui obtidos, pelo uso de
AFEI ou EIB na inativagio do virus da DNC,
descritos no presente trabalho, ndo divergem
dos revistos com virus da Febre Aftosa, Raiva
e Peste Suina Africana, mostrando, também,
tratar-se de inativagio de primeira ordem, li-
near, sem resfduo de partfculas virais ativas.
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CONCLUSOES

1. A BPL, o AFEI e a EIB mostraram uma
inativagGo réfpida, de tipo linear, de primeira
ordem, sobre a infecciosidade do virus da
DNC, presente em LA de ovos embrionados
infectados com a cepa macap4.

2. A capacidade hemoaglutinante do virus
foi preservada no processo de inativagio.
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