UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA
Y ZOOTECNIA

VALORACION in vitro DE LA SOLUCION DE
SUPEROXIDACION* COMO
DESINFECTANTE EN CONTRA DE LOS
VIRUS DEL COMPLEJO RESPIRATORIO
(P13, IBR, DVB Y VSRB) Y ROTAVIRUS QUE
AFECTAN A LOS BOVINOS

TESIS

~ QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
MEDICA VETERINARIA ZOOTECNISTA

PRESENTA N
CARMINA RUIZ GARDUNO

ASESORES:
MVZ. ANGEL RETANA REYES
MVZ. DAVID PAEZ ESQUILIANO

MEXICO, D.F 2010



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

A mis padnes 4 a todas aguellas personas que coufiancn en wi y que
daben que este es solo el principio de todo. . .

Al MVZ. Angel Retana Reyes y MVZ. David Paez Esquilano.

A la MVZ. M. en C. Ma. Guadalupe Sanchez Gonzélez por su colaboracion en
el analisis estadistico de esta investigacion.

A la empresa Esteripharma, S.A. de C.V.

Al laboratorio de Virologia de la FMVZ-UNAM.



CONTENIDO

Pagina
RESUMEN . ...ttt oot e e 1
INTRODUCCION. .. ..ottt e e e e 2
MATERIAL Y METODOS. ..ottt e et e e 28
RESULTADOS ...ttt e e e e et e e 30
DISCUSION . .. .. e e e e e e 33
CONCLUSIONES. .. ..ot et e e e e 36
REFERENCIAS ... ..ottt et e et et e 37
FIGURAS ...t e e e e e 41



RESUMEN

En la presente investigacion se pretende dar a conocer, la capacidad que tiene la
solucién de superoxidacion* para inactivar agentes infecciosos virales en un
cultivo celular (sistema huésped in vitro), en el que se desencadenan una serie de
reacciones de oxidacion en los virus; mecanismos similares a la eliminacion que
se presenta en los macrofagos en el proceso de fagocitosis dependiente de
oxigeno. Se discute el mecanismo mediante el cual los virus son inactivados
después de ser tratados con la solucién de superoxidacién* y el efecto no
toxico del producto quimico sobre las células in vitro.

Se determiné la capacidad de inactivacién de la solucion de superoxidacion*
mediante la técnica de diluciones de la solucion de superoxidacién*, virus
constante o método beta de la prueba de neutralizacién de la infectividad viral.
Las diluciones que se trabajaron fueron: concentrado, 1/5, 1/10, 1/20, 1/50, 1/100
y 1/200, en solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) y con un titulo de
10°DICC50%/dosis de virus. No se observé efecto citopatogénico (ECP) en los
cultivos tratados e inoculados con las mezclas de la solucion concentrada mas
virus hasta la dilucién 1/50 en los virus: IBR, DVB y VSRB. Para PI3 no se
observo ECP hasta la dilucion 1/20 y a patrtir de la dilucion 1/50 se observo ECP.
Mientras que para Rotavirus la presencia del virus se observo a partir de la
diluciéon 1/100. Se determind la presencia de los virus por medio de las técnicas
de inmunofluoresencia indierecta para IBR y DVB, ELISA indirecta para VSRB,
PI3 y Rotavirus. Todas las microplacas fueron fijadas con la tincién cristal violeta

para ser observadas.
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INTRODUCCION

La industria farmacéutica busca sustancias quimicas que permitan inactivar los
virus responsables de infecciones que afectan gravemente a diferentes especies
animales, ya que no todos los desinfectantes de uso rutinario los inactivan. Se
busca también que sean seguros, que no contaminen el entorno ecolbgico ni
representen peligro para la salud del hombre y los animales.

La resistencia que presentan algunos virus, se debe a la composicidon quimica de
la envoltura que contiene al acido nucleico. Generalmente los virus que presentan
una envoltura constituida por mucoproteinas y lipoproteinas, son sensibles a
productos quimicos como solventes organicos; un ejemplo son los virus de la
parainfluenza viral bovina tipo 3 (PI3), el virus de la diarrea viral bovina (DVB), el
virus de la rinotraqueitis viral bovina (IBR) y el virus sincitial respiratorio bovino
(VSRB). Sin embargo, virus que presentan una envoltura de tipo proteica (capside)
como son los rotavirus, adenovirus y parvovirus, son resistentes a los solventes
organicos lo que hace necesario el uso de sustancias quimicas mas agresivas,
con ello mayor grado toxico y de contaminacién para el hombre, animales y medio
ambiente. Es por ello que se busca un desinfectante que logre la destruccion de
casi todos los agentes infecciosos entre ellos los virus sin los efectos

detrimentales mencionados *
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ANTECEDENTES

Muchos de los antisépticos y desinfectantes utilizados hoy en dia ya eran
conocidos por los griegos y romanos, mientras que otros fueron introducidos
durante la Edad Media. Sin embargo, el auge de estos productos se produjo
durante el siglo XIX y los primeros afios del siglo XX, por el desarrollo de la
cirugia, el interés meédico y social en reducir el elevado nimero de infecciones
hospitalarias, mejorar la curacién de las heridas, el conocimiento cientifico de los
microorganismos y su relacion con ciertas enfermedades. No obstante, la
revolucion terapéutica que acompafd la introduccion de los antibidticos en
medicina hizo que los antisépticos y desinfectantes fueran olvidados, pero la
aparicion en las ultimas décadas de bacterias resistentes a los antibidticos, la
emergencia de patologias fungicas y viricas nuevas y para las que existian
limitaciones terapéuticas hizo imponer y actualizar los métodos preventivos para
reducir el riesgo de adquisicion de las infecciones. Con ello los antisépticos y
desinfectantes volvieron a adquirir importancia, no solo en medicina, sino también
en otros campos como el veterinario, industrial y en la conservacion de los
alimentos %

Aunque los antisépticos y desinfectantes empezaron a ensayarse in vitro desde el
punto de vista microbiolégico, los procedimientos para su evaluacion no estan bien
definidos como las pruebas para la determinacion de la actividad antimicrobiana
de los antibidticos. Originalmente, los ensayos se dirigieron al estudio de la
cinética de la desinfeccion, determinandose si los microorganismos eran

destruidos por una determinada concentracion de desinfectante en un
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determinado tiempo de contacto. Los primeros estudios de evaluacion de la
actividad antimicrobiana de los antisépticos y desinfectantes fueron los realizados
por Burcholtz en 1875, para determinar la concentracion minima inhibitoria del
fenol; también por Robert Koch, que hizo mediciones del poder inhibitorio del
cloruro de mercurio frente a las esporas de Bacillus anthracis, y por Geppert en
1889, que utilizo el sulfato de amonio como neutralizante del cloruro de mercurio,
con mejores resultados que los obtenidos con anterioridad por Robert Koch #

Sin embargo, Kronig y Paul publicaron en 1897 un estudio que constituye la base
de los actuales ensayos de desinfeccion, al observar: 1) que no todas las bacterias
mueren al mismo tiempo, y que esto depende de la concentraciéon del producto y
de la temperatura de ensayo; 2) que los desinfectantes pueden ser comparados
s6lo cuando se ensayan bajo condiciones controladas; 3) que el numero de
bacterias debia ser constante; 4) que los resultados de los ensayos eran mas
exactos cuando se determinaba el nUmero de sobrevivientes en placas de cultivo
2.

Asi en 1903, Rideal y Walker pusieron en practica estos principios en su método
de coeficiente de fenol para el ensayo de desinfectantes. Estos autores definieron
unas condiciones de ensayo, usando bacterias y métodos de cultivo concretos.
Posteriormente en 1908, Click y Martin modificaron el método anterior con la
introduccién de materia organica en la solucion desinfectante. Entre 1965 y 1969
Kelsey propuso los llamados ensayos de capacidad, en ellos se evalia la
capacidad del desinfectante en permanecer activo tras la incorporacion sucesiva

de microorganismos *
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En 1881 Koch, ide6 un tipo de método distinto al descrito hasta entonces (ensayos
de suspension), que tenian por finalidad reproducir en el laboratorio las
condiciones reales en las que se usaba el producto desinfectante. Para ello, utilizd
hilo de seda impregnado con Bacillus anthracis. En base a este estudio se
propusieron y publicaron estudios en los afios 50, los estudios con portagérmenes
3.

Posteriormente, se desarrollaron ensayos cuantitativos para comparar la
poblacién microbiana inicial sometida a la accion del antiséptico o desinfectante
con el numero de microorganismos sobrevivientes, tanto para ensayos de
suspension como de portagérmenes. Durante afios se crearon grupos de trabajo
en distintos paises europeos que establecieron sus propios ensayos. Asi, en 1960
se publicaron los ensayos del British Standar y posteriormente en 1972 los de la
Deutsche Gesell-schaft fur Hygiene and Mikrobiologie, los ensayos 5-5-5 del Dutch
Comité on Phytopharmacy vy las normativas del Association Francaise de
Normalisation (AFNOR). Estas Uultimas fueron las primeras normativas que
utilizaron métodos de dilucién-neutralizacién y métodos de filtracién *

Actualmente, no existe alun un esquema universalmente aceptado para los
ensayos de actividad de los antisépticos y desinfectantes. No s6lo cada pais tiene
sus propios métodos de estudio, o adopta los de otro pais, sino que dentro de un
mismo pais, los métodos de trabajo empleados son diferentes en los distintos
campos profesionales de aplicaciébn (alimentacion, industria, medicina Yy
veterinaria). Los ensayos universalmente utilizados son los de la Deutsche Gesell-
schaft fur Hygiene and Mikrobiologie y los de la Association Francaise de

Normalisation (AFNOR) *
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En el ambito europeo, el principal avance en el campo de evaluacion de los
desinfectantes se produjo a partir de abril de 1990, donde se cre6 el Technical
Committe 216 para definir las normas europeas para evaluar la eficacia
antimicrobiana de los antisépticos y desinfectantes *

En 1998 la United States Enviromental Protection Agency (EPA) y la United States
Food and Drug Administration (FDA), regulan los compuestos formulados como
antisépticos y otros productos usados para inhibir o destruir los microorganismos
de la piel. En 1998, la FDA propuso la clasificacién de los desinfectantes de alto

nivel utilizados en medicina y fue aprobada hasta el afio 2000 ** *

Los métodos de evaluacién de la eficacia antimicrobiana de los antisépticos y
desinfectantes utilizados en Estados Unidos de Norteamérica y Europa se basan
en 4 etapas: La primera consiste en determinar la actividad antimicrobiana basica
del producto, mediante ensayos in_vitro, enfrentando suspensiones de distintos
microorganismos al desinfectante. En la segunda etapa, se determina si el
desinfectante posee actividad antimicrobiana en las condiciones que se pueden
encontrar en la practica de la desinfeccion para un determinado uso
(concentracion y tiempo de contacto compatibles con el material y la practica
clinica). En la tercera etapa se evalla la actividad del desinfectante mediante un
método experimental con el equipo clinico que va a ser utilizado, contaminandolo
artificialmente y estudiando la reduccién del numero de microorganismos por la

accion del desinfectante. En la cuarta etapa, el desinfectante se evalla en la
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practica clinica, mediante estudios de campo en los que se controla el resultado
de la desinfeccion "#

En México la Norma Mexicana NMX-BB-040-SCFI-1999 Métodos Generales de
Andlisis- Determinacion de la Actividad Antimicrobiana en Productos Germicidas,
tiene como objetivo establecer el método de prueba para determinar la actividad
antimicrobiana de los productos germicidas utilizados en nuestro pais. Esta norma
tiene como fundamento establecer un s6lo método para determinar la actividad
antimicrobiana, donde se decreta el porcentaje de reduccién de un nuamero
determinado de microorganismos, cuando se ponen en contacto con un germicida,
bajo condiciones de pruebas especificas ® Ademéas del uso de esta norma en
nuestro pais, también se utilizan otras emitidas por la Association of Official
Analytical Chemist (AOAC) y la Association Francaise de Normalisation (AFNOR),
asi como las cuatro etapas para la determinacién de microorganismos en los
antisépticos y desinfectantes mencionadas anteriormente. Las normas de la
AFNOR que corroboran en el estudio de la accion de un desinfectante en México,
son la NFT 72-150 (Norma Francaise- Détermination de I"activeté bactericide) *°,
que establece el método de dilucidon- neutralizacion como prueba para determinar
el efecto bactericida y la NFT 72-180 (Norma Francaise- Détermination de
I"activeté virucide vis-a-vis des virus vertébrés) ', que establece la actividad

viricida de los antisépticos y desinfectantes.

En la prevencion y control de las enfermedades infecto-contagiosas, se han
logrado grandes avances gracias a las medidas de bioseguridad, higiene, el uso

de antimicrobianos y la aplicacion de vacunas, sin embargo la desinfeccion

*SoluVet Esteripharma S. A. de C. V.



representa parte importante del programa de bioseguridad. El desinfectante es
una herramienta que nos permite destruir virus, bacterias, hongos y esporas que
contaminan vehiculos, equipo, locales y en general todo aquello que representa
una fuente de infeccion para los animales y el hombre, por lo tanto un

desinfectante es una parte importante dentro de un programa de bioseguridad *
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Los desinfectantes mas utilizados son:

Detergentes anidnicos. Los jabones integran el grupo mas importante de uso basico
para cualquier programa de desinfeccion. El jabén se disocia formando iones de sodio
( Na+) més iones de acidos grasos (R-COO-), este ultimo ion graso cuando entra en
contacto con sales clasicas el ion calcio (Ca+), reacciona con dos iones del acido graso
para formar precipitados que flotan en la superficie del agua. Esta accion solubilizante
del jabon ayuda a eliminar bacterias y residuos de la superficie tratada; sin embargo,
los jabones no tienen una accién bactericida especifica, se requiere de la ayuda de
agentes mas enérgicos '

Alcoholes. Los alcoholes alifaticos pueden ser buenos desinfectantes. El mas utilizado
es el etilico diluido al 70%, el propilico, asi como el isopropilico, se usan para
desinfectar piel, instrumentos y agujas. No tiene accidon contra esporas, virus sin
envoltura y algunos hongos. Algunos alcoholes como el propilenglicol son utilizados
para desinfectar aire, como vehiculo para inyectar algunos antibiéticos en solucién
acuosa y como conservadores de ciertos alimentos. Los alcoholes frecuentemente son
combinados con otros desinfectantes para formar tinturas, aumentar el poder germicida
o como fijadores. EI mecanismo de accion de estos productos es la hidrélisis de las
fracciones lipoideas que tienen los microorganismos destruyendo la cubierta lipidica de
la membrana celular y en concentraciones altas coagula las proteinas, ademas de una
accion deshidratante. Con el aumento de la temperatura se evaporan rapidamente **
Fenoles. Se obtienen de la destilacion de carbdn de hulla y son diferentes en cuanto a
sus propiedades fisicas. Estos son desinfectantes que conservan su actividad germicida

aun en aguas duras y en presencia de materia organica, pero disminuye en adicién de
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alcohol y grasa, pero aumenta cuando se mezclan con cloruro de sodio y el incremento
de temperatura. Su mecanismo de accion sobre los microorganismos es aumentando la
permeabilidad celular produciéndose perdida de moléculas, interfiriendo en el
metabolismo de la glucosa y el succinato de sodio, ademas de ser un poderoso veneno
protoplasmatico que coagula proteinas y agentes reductores. Tienen actividad contra

virus lipofilicos como el de la bronquitis infecciosa, rabia, influenza y micoplasmas **

Compuestos Halégenos: Cloro: Las soluciones de hipoclorito sédico son
probablemente los compuestos liberadores de haldégenos mejor conocidos y
figuran entre los desinfectantes mas antiguos. Son efectivos frente a todos los
tipos de microorganismos pero pierden gran parte de su actividad en presencia de
materia organica. Las soluciones de hipoclorito sédico han sido formuladas con
varios detergentes (por ej., oxidos de aminas, jabones, sulfonatos alcanos o éter
fosfatos) que no afectan a la actividad microbicida y mejoran su capacidad
penetrante. Las ventajas de las soluciones de hipoclorito sodico sobre otros
desinfectantes incluyen su baja toxicidad a concentraciones de uso, la facilidad de
manejo y el costo relativamente bajo. Las soluciones concentradas son corrosivas

para la piel, metales y otros materiales **

Compuestos Yodados' El yodo, por si mismo, no es una sustancia muy soluble y
resulta, ademas, demasiado toxico, corrosivo y colorante para ser utilizado como
un microbicida activo, aunque figura entre las sustancias desinfectantes mas
activas que se conocen ya que su espectro abarca a las bacterias, virus, hongos y

esporas %
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También se ha observado que reacciona con surfactantes etoxilatados
produciendo yodoéforos, los cuales se estabilizan por lo general con acidos o
tampones &cidos y poseen un espectro de actividad muy amplio, frente a
bacterias, esporas, micobacterias, hongos y virus, por lo que han sido

ampliamente utilizados, desafortunadamente su costo es muy alto **

Aldehidos: Formaldehido, paraformaldehido, glutaraldehido, glioxialdehido,

glicidaldehido y succindialdehido

Todos estos compuestos, presentan un espectro capaz de eliminar a todos los
virus, bacterias y hongos; sin embargo es necesario hacer notar que todos son
considerados potencialmente carcinogénicos, con efecto residual y muy toxicos,

razén por la cual su uso esta prohibido ****

La industria ofrece una gran gama de desinfectantes que pueden ayudar a la
eliminacién de virus, pero no todos suelen ser de amplio espectro, de facil
aplicacion, inocuos, inodoros o bien, no generar ningun tipo de dafio a los
animales, al medio ambiente o al ser humano. Las soluciones de superoxidacion*
son los desinfectantes de vanguardia actualmente, ya que estan constituidos por
moléculas de oxigeno que van liberando hidrégenos y que tienen como resultado
final al agua **

Las Soluciones de Superoxidacion*: Son desinfectantes denominados de alto
nivel de oxidacion (que tiene capacidad de esterilizacion), elimina el 99.99% de
bacterias, esporas, virus y hongos, debido a su formula con base en agua y a su
pH de 6.5 a 7.5, estos desinfectantes son totalmente inocuos, tanto para los seres

humanos como para los animales, son productos amigables con el entorno
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ecoldgico por sus caracteristicas de ser inodoros, insaboros e incoloros y no emitir
vapores ni ser corrosivos, es el desinfectante ideal para ser utilizado en la industria
alimenticia y para formar parte de los programas de “desinfeccion” en las
explotaciones pecuarias de cualquier tipo. No se requiere utilizar equipo especial
para su aplicacion, ni retirar al personal, su aplicaciéon no afecta el equipo sin
importar las caracteristicas del material ya sea metalico, plastico u otro ** Las
soluciones de superoxidacion* han sido utilizadas en el proceso de lavado de la
glandula mamaria para el control de mastitis, asi como su uso después de la
ordefla por via intramamaria, reduciendo la carga bacteriana y los costos de
produccién por el uso de antibiéticos que causan resistencia *> Estas soluciones
también han sido usadas en medicina humana para el lavado de protesis faciales
en pacientes oncologicos de la Clinica de Proétesis Maxilofacial del Instituto

Nacional de Cancerologia **

Farmacocinética

La solucién de superoxidacion* se desdobla en el medio o en el organismo al
que se le administre, por lo que termina siendo Unicamente agua. Estas soluciones

se han utilizado en el lavado de heridas "
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TRIPLE OXIGENO RADICAL SUPEROXIDO PEROXIDO RADICAL HIDROXILO

Figura 1 (Landa- Solis C., et al.)
Transformacion secuencial de la solucion de superoxidacion* en agua por
reduccién progresiva "
Farmacodinamia, efecto viricida de las sustancias de superoxidacion*
El mecanismo de accién de las soluciones de superoxidacién* se basa en la
oxidacion de las glicoproteinas, péptidos y los lipidos que integran las envolturas
de virus (capside o peplos) *"
La oxidacion se define como la pérdida de electrones y la reduccion como la
ganancia de electrones **
En las reacciones de oxido- reduccion de los sistemas bioldgicos (células), se
produce energia. Uno de los principales agentes reductores es el hidrégeno *®
En una hidrogenaciéon catalitica el enlace H-H se rompe en forma homolitica, lo
cual significa que la reduccion se efectua por adicion de dos atomos de hidrégeno

a la molécula organica *®

El oxigeno en la industria funge como precursor de algunos compuestos organicos

y como desinfectante **
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Ozonizacion

Es un método de desinfeccidon que consiste en agregar cantidades suficientes de
ozono en agua para asegurar la inactivacion o destruccion de los
microorganismos. El mecanismo de desinfeccion de la ozonizacién se basa en el
alto poder del ozono como oxidante protoplasmatico convirtiéndose en un eficiente
destructor de virus, bacterias, esporas y hongos **

Ozonolisis

Cuando un alqueno (doble enlace carbono-carbono), se trata con ozono a bajas
temperaturas, el enlace doble entre los carbonos se rompe y estos carbonos
quedan unidos con enlaces dobles a oxigeno. A esta reaccidén de oxidacion se le
llama ozonélisis **

Si el ozono se rompe en presencia de un agente oxidante como peroxido de

hidrégeno (H,0>), los productos seran cetonas o acidos carboxilicos **

El ozono mata a la bacteria por medio de la ruptura de la membrana celular. Este
proceso, conocido como destruccién de células por lisina, produce la dispersion
del citoplasma celular en el agua: los lipidos insaturados son los componentes
mayoritarios de la membrana citoplasmatica que posee las bacterias, el ozono
ataca los dobles enlaces lo que da lugar a la formacion de un ozénido. Esta accién
comienza la destruccién de la capacidad de la célula de funcionar y hasta puede
ser suficiente para causar la muerte de células mas débiles. Este ozonido tiene un
alto potencial de oxidacion, es inestable, y ejerce su propia accion de desinfeccién
atacando enzimas, grupos sulfridrilo o aldehidos, liberando compuestos peroxiles,

que son también desinfectantes, todo esto conduce a la dispersion del citoplasma
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y por consiguiente a la muerte del microorganismo. La accién viricida del ozono
oxida la cubierta lipidica destruyéndola, asi se modifica su estructura impidiendo la

unién a su receptor. %

El mecanismo de ozondlisis, es un mecanismo propio de las células accesorias
mMAas importantes en la respuesta inmune innata, funcion de las células fagociticas
de los linajes monocitico y mielocitico, particularmente los macréfagos y
neutréfilos. La fagocitosis es la ingestion de particulas por células, e implica la
union de la particula a la superficie del fagocito seguido de su internalizacion y

destruccion 2t

Durante la fagocitosis hay un aumento en el consumo de glucosa y oxigeno lo cual
es referido como el estallido respiratorio. La consecuencia del estallido respiratorio
es la producciéon de un numero de compuestos que contienen oxigeno y que
pueden matar a las bacterias fagocitadas. Esto es referido como muerte celular
dependiente de oxigeno. Ademas, las bacterias pueden ser destruidas por
sustancias pre-formadas liberadas de los granulos o lisosomas al fusionarse con el

fagosoma. Esto se refiere como muerte intracelular independiente de oxigeno *-#*

Durante la fagocitosis la glucosa es metabolizada por la via pentosa monofosfato
formandose el NADPH (nicotinamida adenina dinucled6tido fosfato). El citocromo B
que forma parte de los granulos especificos se combina con la NADPH oxidasa de
la membrana y la activa. La NADPH oxidasa utiliza al oxigeno para oxidar al
NADPH. EIl resultado es la produccién del anidon superdxido. Parte del anion
superoxido es convertido a H,O, y oxigeno por la superoxido dismutasa (convierte

el anién superoxido en peroxido de hidrégeno) y la  catalasa, que degrada el
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peroxido de hidrégeno. Estas enzimas controlan la accién de estos productos de
forma que actien primariamente sobre los agentes patdogenos en los
fagolisosomas. Adicionalmente, el anién superdoxido puede reaccionar con H,O;
resultando en la formacion de radicales hidroxilo y mas oxigeno. El resultado de
todas estas reacciones es la produccién de los compuestos téxicos como el anion
superéxido (O,.), H»0,, el oxigeno (O.) y los radicales hidroxidrilo (OHe). La
produccion de estos metabolitos es inducida por la unién de anticuerpos
agregados a los receptores Fcy. Los productos microbicidas de los fagocitos

activados también pueden dafiar a las células huésped %*

A medida que los granulos azuréfilos se fusionan con el fagosoma, la
mieloperoxidasa es liberada al fagosoma. La mieloperoxidasa utiliza H,O, y iones
haluro (generalmente Cl-) para producir hipoclorito, sustancia sumamente toxica.
Parte del hipoclorito se degrada espontaneamente para dar el singlete de oxigeno.
El resultado de estas reacciones es la produccién del hipoclorito (OCI-) y del

singlete de oxigeno (O,) #2%*

Reaccioén Enzima

H,O, + Cl- --> OCI- + H,0O

Mieloperoxidasa
OCI + H,0 --> 0, +CI + H,0

20, + 2H" --> O, + H,0; Superodxido dismutasa

H,O5 --> H,0 + O Catalasa

Figura 2 (University of South Carolina. 2006.)

*SoluVet Esteripharma S. A. de C. V.



17

Clase de mecanismo Productos especificos

Acidificacion pH = 3,5 — 4,0, bacteriostatico o
bactericida

Productos toxicos derivados de | Superoxido Oy, peroxido  de

oxigeno hidrogeno H,0O,, radical de oxigeno
'0,, radical hidréxilo OH, hipohalito
OCl

Oxidos de nitrdgeno toxicos Oxido nitrico NO

Péptidos antimicrobianos Defensinas y proteinas catidnicas

Enzimas Lisozima: disuelve la pared celular de
algunas bacterias gram positivas.
Hidrolasas acidas: digieren bacterias.

Competidores Lactoferrina (une hierro) y proteina de
union a la vitamina B».

Figura 3 (University of South Carolina. 2006.)

El uso de la sustancia de superoxidacidacion* como desinfectante, pretende que
la formula del mismo actle inactivando los virus que en este caso se mencionan a
continuacion.

El virus de la diarrea viral bovina (DVB) se clasifica en el género Pestivirus
dentro de la familia Flaviviridae **. Es un virus envuelto y con ello resulta sensible
a desinfectantes relativamente suaves, luz ultravioleta, detergentes y solventes
organicos. El genoma viral consiste en una cadena de acido ribonucleico (ARN).
Este acido nucleico codifica para 11 proteinas, 4 de ellas son componentes
estructurales del virion (3 glucoproteinas de la envoltura y 1 nucleoproteina). En el
virus de la DVB se distinguen dos genotipos. El genotipo 1 es el mas abundante;
solamente en 6 al 11% de los aislamientos (Norteamérica hasta 36%)
corresponden al genotipo 2. A este Ultimo con frecuencia se le encontrd
relacionado con diarreas graves o trastornos hemostaticos (sindrome

hemorragico). Toda cepa viral puede presentarse en dos biotipos, que se
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distinguen por su comportamiento en cultivos celulares. El biotipo més frecuente
es no citopatdgeno (ncp), es decir que una infeccion a células cultivadas bovinas
no provoca la destruccion de las mismas, el menos frecuente es el biotipo
citopatdgeno (cp) infecta a las células e induce la muerte de ellas mediante el
mecanismo de apoptosis 242>

Los efectos citopaticos en los cultivos celulares no se correlacionan con la
virulencia in vivo. La infeccion de los animales gestantes con el biotipo NCP puede
resultar en la muerte del embrién, la reabsorcion y mortinatos e inducen dafio
teratogénico no fatal o puede llevar al nacimiento de becerros persistentemente
infectados ?* El biotipo CP, puede presentarse en los animales persistentemente
infectados por un reacomodo gendmico del virus NCP, en una insercion de
secuencias celulares o reacomodos en el genoma viral que va a expresarse con
los signos clinicos pertenecientes a la enfermedad de las mucosas ?"

La diarrea viral bovina (DVB) es una de las enfermedades con mas pérdidas
econdmicas en la industria ganadera a nivel mundial %

Dentro de un rebafio puede variar notablemente la tasa de infeccion, dependiendo
de las posibilidades de contacto, momento de la infeccion y la presencia de
animales con infeccidn persistente. Si esto ocurre la seroprevalencia es superior al
90%. Los animales con infeccidon persistente son los principales diseminadores del
virus de la DVB #*

Se estima que el costo relacionado con las pérdidas por el virus de DVB en la
industria ganadera es de $7 mil millones de ddlares anuales sélo en Estados

Unidos de Norteamérica (E.U.A.) ** Las pérdidas calculadas debido a la infeccién

por el virus de DVB varian ante la caracteristica del rancho, el estado inmune del
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hato, la prevalencia de los animales persistentemente infectados (PI), la
patogenicidad del virus infectante, su biotipo y su genotipo. Con una incidencia
anual de infecciones agudas estimada en un 34%, las pérdidas anuales totales se
calcularon en $20 millones de délares por cada millon de animales paridos sélo en
E.U.A. El Dr. Bill Kvasnicka, Veterinario de la Universidad de Nevada en Reno
asegura que un 70 a 90% de las infecciones de DVB ocurren sin la aparicién de
signos clinicos 3% 3%

El virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR), es un herpesvirus bovino
tipo 1, de la familia Herpesviridae ** y subfamilia alphaherpesvirinae **. Es un virus
ADN lineal de cadena doble con 18 proteinas estructurales y existen cepas con
diferentes grados de virulencia. Los subtipos como el BHV-1 pueden infectar a
cabras, ovinos, venados, cerdos y rumiantes silvestres como el bufalo que actla
como reservorio. El virus permanece activo durante 10 dias aproximadamente y
se inactiva a 56°C. El virus de IBR es sensible al éter, al alcohol, acetona y es
estable a un pH igual o superior a la neutralidad. La rinotraqueitis infecciosa
bovina es una infeccion de las vias respiratorias superiores y de la traquea, la cual
puede adoptar diferentes formas, que incluyen la respiratoria, conjuntival,
vulvovaginitis pustulosa infecciosa que afecta al tracto reproductor, los abortos
endémicos y la forma virémica de los neonatos que se caracteriza por encefalitis y
necrosis focal en placas de la lengua. La forma respiratoria es la mas frecuente
pudiendo presentarse sola o en asociacién con la forma conjuntival. La forma
respiratoria de IBR esta asociada con una morbilidad elevada pero con una

mortalidad baja en los animales sensibles. Los animales afectados manifiestan

signos durante un periodo de 7 a 14 dias aproximadamente y después de ese
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tiempo se pueden recuperarse, a no ser que exista una infeccion secundaria de
tipo bacteriano. Durante la infeccion aguda o en las 4 a 8 semanas siguientes
puede haber abortos. Aunque puede existir mortalidad de los fetos en cualquier
fase de la gestacion. El diagndéstico se realiza cuando existen los signos
caracteristicos y lesiones en la mucosa nasal durante el examen fisico y la
confirmacién de laboratorio se realiza mediante técnicas de anticuerpos

fluorescentes 2* 3%

El virus sincitial respiratorio bovino (VSRB), un virus envuelto con una cubierta
de lipoproteinas, tipo ARN, clasificado dentro de la familia Paramixoviridae *,
subfamilia Paramixovirinae ** y genero pneumovirus, son pleomérfos y presentan
proyecciones en su superficie, producen lesiones muy caracteristicas en donde
las células se juntan formando masas multinucleadas de protoplasma llamadas
sincitios. EI VSRB es una enfermedad viral, que afecta particularmente a los
becerros pero también a las vacas adultas, se caracteriza por un cuadro
respiratorio agudo con elevada mortalidad y morbilidad. La via de transmision del
virus es nasal y oral. Los signos de la enfermedad aguda varian desde
inaparentes a fulminantes. En la mayoria de los brotes, la infeccion aguda con
VSRB causa una mortalidad elevada en el grupo afectado en un plazo de varios
dias a una semana. En becerros recién nacidos, provoca una neumonia aguda
severa y mortal cuando los becerros no estan vacunados, los signos clinicos son
muy aparentes, se complica con otras infecciones virales como DVB o IBR, asi
como con infecciones bacterianas secundarias, ademas con neumonias

intersticiales que provocan edema y lo desencadenan factores de estrés como el
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parto, destete, climas extremos como el frio, el transporte, entre otros. El
diagnéstico es a base de Inmunofluorescencia directa o indirecta,
viruseroneutralizacion, inhibicién de la hemoaglutinacion, fijacion de complemento,

difusion en gel agar y ELISA 3

El virus de la parainfluenza tipo 3 (PI3), pertenece al género Paramixovirus **
de la familia Paramixoviridae **, es un ARN virus, es habitante normal del aparato
respiratorio de los bovinos. Es un virus hemoaglutinante y produce efecto
citopatico intranuclear o intraciplasmatico en cultivo celular. Se destruye en pH
acido menor de 3 y desinfectantes comunes como el fenol, isopropanol, éter y
cloroformo % 3

El virus de la Parainfluenza 3 (PI3) es conocido en México desde 1971, mediante
pruebas diversas llevadas a cabo en diferentes estados de la Republica Mexicana,
éstas evidencian que el virus estad ampliamente difundido en todo el pais **

El virus de PI3 se transmite por contacto directo de animales enfermos a sanos,
por secreciones nasales, oculares, orales o bien por alimentos, agua u objetos
contaminados con el virus 3*

El periodo de incubacion varia dependiendo del sistema de explotacion. En
confinamiento el periodo de incubacion se presenta de 3 a 10 dias para infectar a
toda la poblacion del corral o corrales contiguos, por el contrario en sistemas

extensivos puede demorar de semanas a meses para que todo al hato se vea

afectado >
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El virus respiratorio puede causar neumonia intersticial afectando los I6bulos
craneales de pulmén, con manifestaciones que van desde subclinica, clinica leve
grave o mortal *®

En algunos paises se ha demostrado la prevalencia del virus en hasta un 90% de
bovinos clinicamente sanos, demostrandose que el virus por si solo, sin
complicaciones bacterianas es capaz de producir la enfermedad sobre todo en
becerros en los cuales provoca fiebre, lagrimeo, secrecion nasal serosa,
depresién, disnea y tos 3

Para obtener un diagnéstico diferencial de esta enfermedad no se deben tomar en
cuenta soélo los signos clinicos, ya que la confirmacién definitiva es por
comprobacion seroldgica, entendiéndose por esto la deteccion de anticuerpos por
el virus. La prueba serolégica estandar es la neutralizacion viral, pero también hay

otras pruebas como inmunofluorescencia indirecta, hemoaglutinacién indirecta y la

de ELISA que se usan para deteccién de anticuerpos **

El Rotavirus bovino pertenece a la familia Reoviridae **, mide aproximadamente
75 nandmetros de diametro, carece de envoltura lipidica y esta compuesto de una
triple capside proteica de simetria icosaédrica. El genoma viral estd compuesto
por 11 segmentos de ARN doble cadena, cada uno codifican una proteina viral, de
las cuales, seis son estructurales y cinco no estructurales. Los rotavirus son
altamente resistentes a la inactivacion fisico-quimica, permanecen estables dentro
de un rango de pH de 3 a 9, no se disuelven en solventes lipidicos
(fluorocarbonos, éter o cloroformo) y se mantienen latentes durante meses

enambientes humedos, temperaturas entre los 4 y 20°C y en presencia de iones
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Ca*? que estabilizan la capside externa. El virus sélo puede ser inactivado con
compuestos fendlicos, sales de amonio cuaternario, formalina al 0,5% vy
betapropiolactona (BEI) al 10%. El etanol 95% es el desinfectante mas efectivo.
Existen dos serotipos el A que infecta generalmente a los terneros y el B que
infecta con menor frecuencia a los neonatos. Los neonatos menores de 14 dias
son los que estan mas expuestos a la infeccion con rotavirus entéricos y la
mayoria de las infecciones ocurren durante la primera semana de vida. El
predominio de la infeccién en los terneros neonatos nacidos en granjas de ganado
vacuno lechero que albergan el virus, es elevado, por lo tanto la morbilidad es
elevada (del 50 al 100%) y la mortalidad varia segun el nivel de inmunidad frente
al virus, el serotipo y la carga de virus del inéculo, la severidad de la infeccién
gastrointestinal, el estrés y el hacinamiento. Los terneros infectados en
circunstancias de campo, pueden padecer la enfermedad inaparente, benigna,
moderada o mortal. La infeccién con rotavirus se limita al intestino delgado y se
caracteriza por la destruccion de los enterocitos de las vellosidades y la
sustitucion de estas células cilindricas por células maduras procedentes de las
criptas intestinales. Por consiguiente, la diarrea por rotavirus se caracteriza por
una mala digestion y mala absorcién de nutrientes. El diagnéstico se realiza

mediante pruebas seroldgicas %* 3%
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JUSTIFICACION

La industria Quimico-Farmacéutica frecuentemente busca e investiga productos
quimicos para ofrecerlos como desinfectantes y antisépticos, sin embargo el
producto quimico debe reunir caracteristicas ideales para ser elegido como
herramienta en los programas de limpieza y desinfeccién. Es importante contar
con desinfectantes que retnan caracteristicas determinantes como la de ser de
amplio espectro, de facil aplicacién, inocuos para el hombre, los animales y el
medio ambiente. En la actualidad la industria Quimico-Farmacéutica ofrece
productos como las soluciones de superoxidaciéon de tercera generacion que
han demostrado ser efectivos para destruir bacterias, esporas y hongos presentes
en instalaciones, equipo, vehiculos, instrumental de cirugia y cuartos sépticos. Por
otro lado se desconoce su accion para destruir virus y su efecto toxico para las
células, es de suma importancia determinar el efecto que presentan las
soluciones de superoxidacién sobre los virus y las células permisibles de ellos.
En este trabajo se pretende valorar las soluciones de superoxidacién* in vitro,
para determinar el efecto que presenta el quimico sobre las células y los virus de
las diferentes familias virales méas frecuentes que afectan a los bovinos en México,
determinar las concentraciones minimas que garanticen la inactivacién de virus
por parte del desinfectante e inocuidad en la célula huésped (cultivo MDBK). La
importancia de la determinacion del efecto toxico de la solucion de
superoxidacion in vitro y su poder inactivante de virus radica en la posibilidad
de ser usada no so6lo como un desinfectante mas sino como un producto

antiséptico que se pueda usar en tejidos vivos infectados con virus in_vitro y
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posiblemente in vivo. Por otro lado la industria farmacéutica requiere valorar
productos nuevos que coadyuven en los programas de higiene y desinfeccion que
sean totalmente inocuos y muy efectivos contra agentes infecciosos, razon por la
cual, surge la necesidad de un desinfectante que cubra todos los requerimientos
anteriores y que su efecto se basa en la superoxidacion, capaz de establecer una
desinfeccidn de alto nivel (eliminar bacterias, esporas, virus y hongos), tanto en el
lavado de heridas, equipos, instalaciones y todo aquello que pueda representar un

riesgo para infecciones de virus VSRB, IBR, PI3, DVB y Rotavirus.
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HIPOTESIS

La solucidén de superoxidacion* aplicada en las diluciones con solucion salina
de fosfatos, tendran un efecto de inactivacion en todas las diluciones in vitro de

los virus de VSRB, IBR, PI3, DVB y Rotavirus, que afectan al ganado bovino.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar las ventajas que podria tener el uso de las soluciones de superoxidacion
aplicadas para el control y eliminacién de agentes virales como VSRB, IBR, DVB,
P13, Rotavirus que infectan a los bovinos y el efecto téxico que tiene esta solucion

en los cultivos celulares.
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MATERIAL Y METODOS

Se realizaron diluciones 1/5, 1/10, 1/20, 1/50, 1/100 y 1/200 de la solucion de
superoxidacion* en soluciéon salina de fosfatos (PBS pH 7.2), con un volumen
final de 1 ml en placas de 24 pozos, se agreg6 el mismo volumen de uno de los
virus en estudio segun fuera el caso (IBR, P13, DVB, VSRB y Rotavirus).

El método beta de la prueba de neutralizacién viral descrita por Cunningham " 3%
% se utilizé para la realizacién del experimento. El cual consiste en afiadir virus
constante (titulo de 10* DICC50%/dosis) y solucién de superoxidacién* diluida
al sistema hospedador (cultivo celular MDBK) “ ** %2 Por Io tanto la dilucion del
desinfectante que neutralizara el virus en un 100%, determinara el indice de
neutralizacion del desinfectante expresada en dosis infectante cultivo celular
(DICC).

Posteriormente las placas de 24 pozos que contienen la mezcla virus- solucion
de superoxidaciéon* se incubaron a una temperatura de 2 a 7 °C durante 30
minutos. Después de la incubacion se inocularon 4 placas de 96 pozos por cada
virus de cultivos de células MDBK con las diluciones de la mezcla virus- solucion
de superoxidacion*. Por cada placa se inocularon 5 pozos de cada dilucion con
100 microlitros cada uno (filas A, B, C, D y E). La fila F de la placa contiene el
control de la solucion de superoxidacion* diluida en PBS mas las células MDBK
sembradas. En la fila G y H esta el control de células MDBK. Simultaneamente
se inocularon microplacas con las mismas diluciones con PBS como control de

virus y la titulacion del mismo.
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La interpretaciéon de los resultados fué:
e Positivos aquellos cultivos que no presenten efecto citopatogénico (ECP)
del virus en el sistema huésped (cultivo celular MDBK).
e Negativo cuando en la dilucion de la mezcla virus- solucion de
superoxidacion* se observe el ECP similar a los cultivos de células

inoculadas con la mezcla de virus-PBS.

Aquellos cultivos inoculados en donde no se observé ECP, fuerdn indicativo de su
inactivacion por el desinfectante.

Los cultivos inoculados con la mezcla virus-PBS presentaron ECP y en el caso de
Rotavirus se observo la presencia del virus.

Las placas fueron fijadas con colorante cristal violeta para su lectura por medio del
meétodo de Reed y Muench, el cual determinaré el indice de neutralizacion viral.
Para evidenciar la presencia del virus en las placas de 96 pozos con la mezcla
virus- solucion de superoxidacion*, se utilizd la prueba de inmunofluoresencia
directa para IBR y DVB y ELISA indirecta para VSRB, PI3 y Rotavirus.

Se determind la prueba estadistica de andlisis bilateral de la variancia por
jerarquias de Friedman de cada virus **

El experimento se llevé a cabo en el Laboratorio de Virologia del Departamento de

Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.
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RESULTADOS

Se realizaron 5 réplicas de cada dilucién por microplaca (4 microplacas por virus),
dando un total de 600 pozos en estudio. En donde se observé ECP en las
diluciones 1/100 y 1/200 de los virus IBR, DVB y VSRB. En el caso del virus PI3,
el ECP se presentd en las diluciones 1/50, 1/100 y 1/200. Mientras que para el
Rotavirus la presencia del virus se observé a partir de la dilucion 1/100. En las
diluciones donde existe mas concentracion de la solucién de superoxidacion*,
no se observé ECP, es decir, son negativos a la presencia del virus. Asi mismo en
los grupos control de solucién de superoxidacion* no se observo efecto toxico
en el cultivo celular MDBK. EI grupo control positivo, formado por cultivos
inoculados con los virus en estudio, se observo el ECP confirmando la presencia
del virus y obteniendo el titulo original de trabajo, (10* DICC50%/dosis) el grupo
control negativo donde solo contenia células, no se observé ECP o presencia de

virus durante el tiempo que duro el ensayo.

RESULTADOS ESTADISTICOS

Para la obtencidon de los resultados se utilizé el Analisis Bilateral de la Varianza
por Jerarquias de Friedman, (Estadistica no paramétrica y de libre distribucion).

IBR. 4 microplacas de 96 pozos en estudio en las cuales se observo ECP en las
diluciones 1/100 y 1/200, donde hay una diferencia en la media de rangos de 1.88
y 1.12, es decir, el valor de las réplicas es homogéneo en las diluciones 1/5 hasta
1/50 con una probabilidad de .001 positivo a la presencia del virus. Por lo tanto la
soluciéon de superoxidaciéon* neutralizé el virus con un titulo de 10*
DICC50%/dosis hasta la dilucion 1/50.

Diluciones Media de N (muestra) 4
Rangos
Cinco 4.50 X? 19.848
Diez 4.50 Grados de 5
libertad
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Veinte 4.50 p (probabilidad) |.001
Cincuenta 4,50
Cien 1.88
Doscientos 1.12

DVB. 4 microplacas de 96 pozos en estudio en las cuales se observo ECP en las
diluciones 1/100 y 1/200, donde hay una diferencia en la media de rangos de 2.00
y 1.00, es decir, el valor de las réplicas es homogéneo en las diluciones 1/5 hasta
1/50 con una probabilidad de .001 positivo a la presencia del virus. Por lo tanto la
soluciéon de superoxidaciéon* neutralizé el virus con un titulo de 10*
DICC50%/dosis hasta la dilucion 1/50.

Diluciones Media de N (muestra) 4
Rangos

Cinco 4.50 X? 20.000

Diez 4.50 Grados de 5

libertad

Veinte 4.50 p (probabilidad) |.001

Cincuenta 4.50

Cien 2.00

Doscientos 1.00

VSRB. 4 microplacas de 96 pozos en estudio en las cuales se observo ECP en las
diluciones 1/100 y 1/200, donde hay una diferencia en la media de rangos de 1.75
y 1.25, es decir, el valor de las réplicas es homogéneo en las diluciones 1/5 hasta
1/50 con una probabilidad de .001 positivo a la presencia del virus. Por lo tanto la
soluciéon de superoxidaciéon* neutralizé el virus con un titulo de 10*
DICC50%/dosis hasta la dilucion 1/50.

Diluciones Media de N (muestra) 4
Rangos

Cinco 4.50 X2 19.796

Diez 4.50 Grados de 5

libertad

Veinte 4.50 p (probabilidad) | .001

Cincuenta 4,50

Cien 1.75

Doscientos 1.25

ROTAVIRUS. 4 microplacas de 96 pozos en estudio en las cuales se observo la
presencia del virus en las diluciones 1/100 y 1/200, donde hay una diferencia en la
media de rangos de 1.88 y 1.12, es decir, el valor de las réplicas es homogéneo
en las diluciones 1/5 hasta 1/50 con una probabilidad de .001 positivo a la
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presencia del virus. Por lo tanto la solucion de superoxidacion* neutralizd el
virus con un titulo de 10* DICC50%/dosis hasta la dilucién 1/50.

Diluciones Media de N (muestra) 4
Rangos

Cinco 4.50 X2 19.848

Diez 4.50 Grados de 5

libertad

Veinte 4.50 p (probabilidad) | .001

Cincuenta 4,50

Cien 1.88

Doscientos 1.12

PI3. 4 microplacas de 96 pozos en estudio en las cuales se observdé ECP en las
diluciones 1/50, 1/100 y 1/200, donde hay una diferencia en la media de rangos de
3.00, 1.50 y 1.50 en dichas diluciones, es decir, el valor de las réplicas es
homogéneo en las diluciones 1/5 hasta 1/20 con una probabilidad de .001 positivo
a la presencia del virus. Por lo tanto la solucion de superoxidacion* neutralizo el
virus con un titulo de 10* DICC50%/dosis hasta la dilucién 1/20, aun asi en
comparacion con los cuatro virus anteriores los tratamientos cumplen con la
hipotesis nula (Ho).

Diluciones Media de N (muestra) 4
Rangos

Cinco 5.00 X? 20.000

Diez 5.00 Grados de 5

libertad

Veinte 5.00 p (probabilidad) |.001

Cincuenta 3.00

Cien 1.50

Doscientos 1.50

Ho=Todos los tratamientos tienen efectos idénticos.

El valor de x* es un valor muy grande en los cinco virus cuando la hipétesis nula
es verdadera, con una p=.001 menor que a=.05, por lo cual la Ho se rechaza.
Por lo tanto los pardmetros indican que hay una diferencia significativa en cada
uno de los virus.
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DISCUSION

Con base a las normas NMX-BB-040-SCFI-1999 Métodos Generales de Analisis-
Determinacién de la Actividad Antimicrobiana en Productos Germicidas y las
emitidas por la Association Francaise de Normalisation (AFNOR) NFT 72-150
(Norma Francaise- Détermination de |"activeté bactericide) *°, que establece el
método de dilucion- neutralizacibn como prueba para determinar el efecto
bactericida y la NFT 72-180 (Norma Francaise- Détermination de [ activeté
virucide vis-a-vis des virus vertébrés) *, que establece la actividad viricida de los
antisépticos y desinfectantes, se determiné en el presente trabajo como la
solucién de superoxidacion* es capaz de inactivar los virus: IBR, VSRB, DVB y
Rotavirus, cuando se utiliza concentrado y hasta la dilucién 1/50, debido a que en
el ensayo se observo que los cultivos celulares inoculados con los agentes virales,
priviamente tratados con la solucion de superoxidacion* los inactivd, de tal
manera que los cultivos permanecieron sin ECP y sin presencia de virus en el
caso de Rotavirus, a partir de la dilucion 1/100. Se observé ECP para IBR, VSRB,
PI3 y DVB. El efecto observado y la presencia del virus en las células es
compatible con el dafio que causan los virus en estudio en el sistema huésped y
fueron corroborados mediante las técnicas de inmunofluoresencia directa para
IBR y DVB, ELISA indirecta para VSRB, PI3 y Rotavirus y todas las microplacas
fueron fijadas con la tincion de cristal violeta para ser observadas. Sin embargo,
en el caso de PI3 la solucion de superoxidacion* sélo es capaz de inactivarlo en
una dilucién 1/20, ya que a partir de la dilucién 1/50, se observa ECP. El porqué

este virus requiere mayor concentracion de la solucion de superoxidacion* en
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cuestidon, puede deberse a ciertos componentes externos pesentes en el virus
como son mucoproteinas y lipoproteinas que envuelven los ligandos del virus para
la célula huésped, tal vez este sea uno de los factores que lo hace mas resistente.
Cabe sefialar que en este ensayo se traté de estandarizar la cantidad de virus
inoculado (10* DICC50%/dosis). Al trabajar con la solucion de superoxidacion*
mas la mezcla de virus, se observé también que en las concentraciones utilizadas
el desinfectante fue capaz de inhibir la posible contaminacién bacteriana, esto en
base a que en los diferentes ensayos no se utilizé ningan inhibidor de bacterias,
hongos y levaduras que gneralmente se usan en la manipulacién del cultivo

celular.

Este estudio revela tambien que la solucién de superoxidacion* en forma
concentrada no es toxica para los cultivos celulares. Estos generalmente son muy
sensibles a cualquier contaminante que puede causarle efecto toxico y la muerte a
las células. Al tratar de explicar como es que la solucion de superoxidacion* no
causa efecto toxico en las células, es probable que se deba a su mecanismo de
accion denominado ozondlisis en donde el ozono (O3) se rompe en presencia de
un agente oxidante como peroxido de hidrégeno (H.O;), matando a los agentes
infecciosos por medio de la ruptura en la membrana celular'® Este mecanismo es
utilizado por los macrofagos en el proceso de fagocitosis dependiente de oxigeno,
por lo tanto, puede ser que este mecanismo es el que permite que las células
eucarioticas permanezcan sin presentar ningun tipo de alteracion celular. Este
ozoénido tiene un alto potencial de oxidacidn, es inestable y ejerce su propia accién

de desinfeccién atacando enzimas, grupos sulfridrilo o aldehidos, liberando
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compuestos peroxiles, que son también desinfectantes, todo esto conduce a la
dispersién del citoplasma y por consiguiente a la muerte del microorganismo. La
accion viricida del ozono (O3) oxida la cubierta lipidica destruyéndola, asi se

modifica su estructura impidiendo la unién a su receptor. 2%

Esta investigacion se realiz6 con los virus que forman parte del complejo
respiratorio y abortivo que afecta a los bovinos en nuestro pais. Sélo DVB genera
importantes pérdidas econdmicas, impidiendo que los hatos sean libres de esta
enfermedad, debido a la presencia de animales inmunotolerantes que representan
el foco de infeccion para todo el hato. Por ello es importante contar con sustancias
gue coadyuven en el control del agente etioldgico.

Las soluciones de superoxidacion* pueden ser una alternativa en base a lo
observado en esta investigacion para su posible utilizacion en animales infectados,
para esto se hace necesario continuar las investagaciones para determinar su uso
topico o parenteral, en base a que no causa efecto toxico en las células y es eficaz
para destruir virus. Este trabajo de investigacion da la pauta para usar las

soluciones de superoxidacion* hasta una dilucién 1/50.
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CONCLUSIONES

1. La solucién de superoxidacion* es capaz de neutralizar los virus in vitro
con un titulo de 10* DICC50%/dosis, hasta una dilucién 1/50, excepto P13
gue se neutraliza hasta la dilucion 1/20.

2. Se comprobo la presencia de los virus en estudio por medio de las pruebas
de inmunofluoresencia directa para IBR y DVB, ELISA indirecta para
VSRB, PI3 y Rotavirus y todas las placas en estudio fueron fijadas con la
tincion de cristal violeta para ser observadas.

3. La solucion de superoxidacion* no causa efecto toxico en las células
empleadas.

4. Hace falta realizar investigaciones sobre el uso de las soluciones de
superoxidaciéon* in_vivo en el laboratorio, en campo, equipo y animales

enfermos.
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FIGURAS

INMUNOFLUORESCENCIA
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Se observa la presencia de virus
en las diluciones 1:100 y 1:200.
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FIGURAS

ELISA
ROTAVIRUS
Control Virus Control Células
Dilucién 1:50 Dilucién 1:100 Dilucién 1:200

En las diluciones 1:5, 1:10, 1:20 y 1:50 no se observa la presencia de virus, es
por ello que se omiten (1:5, 1:10 y 1:20). La coloraciéon azul representa la
presencia del virus en las diluciones 1:100 y 1:200 como indica el control de

Virus.
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