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RESUMEN

La hepatitis por cuerpos de inclusion de los pollos (IBH) es una enfermedad de reciente
apariciéon, cuya principal caracteristica es la de producir inclusiones intranucleares en
las células del parénquima hepatico. Fue descrita por primera ocasion en 1963 en el
Estado de Connecticut, EUA, cuando se presentd en dos parvadas de pollo de engorda
de 7 semanas de edad. Los animales afectados mostraron cambios degenerativos en
higado y otros 6rganos. La lesién mas tipica fue la presencia de cuerpos de inclusion
intranucleares de Cowdry tipo A en los hepatocitos. Todos los intentos de aislamiento
del agente causal fallaron, permaneciendo durante varios afios en la literatura como
una "curiosidad médica" de etiologia y significado desconocidos. A partir de la segunda
mitad de los afios 1960 la enfermedad se ha diagnosticado cada vez con mayor
frecuencia en varias partes del mundo, incluyendo México, lo que ha despertado interés
y fomentado la investigacion. Es una Infeccion viral causada por un adenovirus aviar de
baja morbilidad y alta mortalidad que afecta principalmente al pollo de engorde y a la
reproductora pesada desde los 7 dias hasta las 20 semanas de edad segun sea el
caso y el ave afectada, ocasionando una Hepatitis con necrosis multifocal del higado y
Miocarditis con acumulo de liquido en el saco del pericardio la cual provoca el
Sindrome de hidropericardio causando dafios en el sistema de coagulacién y en el
funcionamiento del pulmén, rifiones y otros 6rganos. Con frecuencia, los FAdV se
aislan de aves aparentemente sanas, las infecciones pueden ser asintomaticas o
asociadas con varias afecciones clinicas y patolégicas. Como algunas infecciones
asociadas con una variedad de sindromes, como hepatitis, enfermedad respiratoria,
disminucion de la produccion de huevos, disminucion de la calidad de la cascara de los
huevos, tenosinovitis, atrofia de la bursa y el timo, hemorragias en los musculos y las
visceras, esplenomegalia, anemia aplasica y signos nerviosos. La transmision vertical a
través del huevo es la forma mas comun de transmisidén. Los adenovirus aviares en
pollos son los agentes etiologicos de enfermedades conocidas como la hepatitis por

cuerpos de inclusion (IBH) y el sindrome de hidropericardio (HSP).

Palabras clave: IBH, Hepatitis por cuerpos de inclusion, Hepatitis, Adenovirus, Aves

comerciales
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1.- ABREVIATURAS

AAV Adenovirus aviar

AAS Virus de la esplenomegalia de los pollos (Avian adenovirus
splenomegaly)

AST Aspartato aminotransferasa

CAV Anemia infecciosa de las aves (Chicken anemia virus)

CELO Virus letal del embrion de pollo ( Chicken Embryo Lethal Orphan)

CsCl Cloruro de cesio

EDS Sindrome de baja postura (Egg drop syndrome)

ELISA Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas

FadVv Aviadenovirus (Fowl adenoviruses)

GAL Gallus adeno-like

GLDH Glutamato deshidrogenasa

HHS Sindrome de Hepatitis/Hidropericardio

HRM Andlisis de curvas de fusion de alta resolucion

HSP Sindrome de Hidropericardio

H&E Hematoxilina y eosina

IBH Hepatitis por cuerpos de inclusion (Inclusion bodies hepatitis)

BV Bronquitis infecciosa aviar (Infectious bronquitis avian)

Vii



ICTV

MCA

MSD

PCR

Pl

QB

REA

SPF

THE

VN

Comité internacional sobre taxonomia viral
Membrana corioalantoidea

Enfermedad del bazo de marmol (Marble splen disease)

Reaccion en cadena de la polimerasa

Post inclusion

Bronquitis de la codorniz (Quail bronchitis)

Andlisis de restriccién de endonucleasas

Aves libres de patdgenos especificos (specific pathogen free)
Enteritis hemorragica del pavo (Turkey hemorrhagic enteritis)

Neutralizaciéon viral

viii



2.- INTRODUCCION

Las aves de corral son especies de aves domesticadas que pueden criarse por sus
huevos, carne y/o plumas. El término "aves de corral" abarca una amplia gama de
aves, desde las razas autdctonas y comerciales de pollos hasta los patos criollos, los
pavos, los gansos, las codornices, las palomas. En todo el mundo se crian aves de
corral, y los pollos son, con creces, las aves que mas se producen. El mejoramiento
genético que se realiza en la industria avicola (pollos de carne, gallinas ponedoras y
reproductoras) ha dado como resultado aves comerciales muy eficientes, con las que
ha sido posible obtener una mayor productividad en menos tiempo y espacio (FAO,
2019). Hasta ahora, la IBH soélo ha sido diagnosticada y reproducida en pollos, la IBH
es causada por el adenovirus aviar (FAdV) es un virus clasificado dentro del género
Adenovirus en la familia Adenoviridae (King et al., 2012) EI FAdV-I, ha sido asociado a
principales enfermedades presentes en las aves comerciales como lo es la Hepatitis
por Cuerpos de Inclusion (IBH) que fue descrita por primera vez en el afio de 1963 en
Estados Unidos por Helmboldt y Frazier, y actualmente asociada a los 12 serotipos del
FAdV-l . En la actualidad el virus se encuentra distribuido alrededor del mundo
(Alemnesh et al., 2012), siendo responsable por producir disminucion en el consumo de
alimento, aumento en la conversion alimenticia y de la mortalidad, y aunque existe la
asociacion de la IBH con enfermedades inmunosupresoras como la Enfermedad
Infecciosa de la Bursa (IBV) y la Anemia Infecciosa de las Aves (CAV), se ha detectado
al FAdV-1 como agente primario en el desarrollo de IBH sin la presencia de otras
enfermedades concomitantes (De la Torre, 2018). La hepatitis por cuerpos de inclusion
ocurre normalmente en pollos de carne desde la 3 a 7 semanas de edad, pero se ha
reportado en aves de tan solo 7 dias y de 20 semanas. En brotes naturales, la
enfermedad se caracteriza por un inicio repentino de mortalidad que varia de 2 a 40 %
en pollos. La alta mortalidad ocurre cuando las aves afectadas tienen menos de tres
semanas de edad. Segun la patogenicidad del virus, el estado inmunitario de los
pollitos y las infecciones secundarias concurrentes, se ha informado de una mortalidad
de hasta el 80%. En general, la mortalidad alcanza un maximo de tres a cuatro dias y
disminuye en un plazo de 9 a 14 dias. Clinicamente, las aves afectadas muestran

letargo, plumas erizadas e inapetencia.



Las lesiones graves de IBH incluyen un higado agrandado, pélido y friable, a veces
con focos necroticos. También se pueden observar hemorragias equiméticas en el
higado y menos consistentemente en los musculos de las piernas y pechuga. En la
mayoria de los casos, las lesiones principales se encuentran en el higado. Su forma de
contagio es principalmente por via oral, aunque la transmision vertical es una forma
importante de contagio debido a un sistema inmunolégico poco desarrollado de la
progenie. Los brotes de Hepatitis por cuerpos de inclusion han sido reportados en
varios paises de América Latina como Brasil, Chile, Perd, Ecuador y México (Rahimi et
al.,2015).



4.- ANTECEDENTES HISTORICOS

El término adeno proviene de la palabra griega "aden" significa en glandula, y se utilizé
cuando se descubrio el primer adenovirus en cultivos no inoculados de tejido
adenoideo humano (Rowe et al.,, 1953). El primer adenovirus aviar (AAV) se aislé por
primera vez como un contaminante adventicio de huevos embrionados durante los
esfuerzos para propagar un agente de la enfermedad de la piel bovina y se identificd
como un agente infeccioso en 1957 (Chiocca et al., 1996). Tiempo después, se aislo el
virus de la bronquitis en una codorniz (QB) en Virginia Occidental que padecia una
enfermedad respiratoria aguda con alta mortalidad. Después de un periodo de
incubacion de 2 a 7 dias, la enfermedad se caracterizO por un inicio repentino y una
rapida propagacion. Los signos eran tos, depresion, signos nerviosos y en algunas
aves conjuntivitis (Olson, 1950). Posteriormente, se aislaron virus chicken embryo
lethal orphan (CELO) y virus Gallus adeno-like (GAL) de embriones de pollo y cultivos
celulares con infeccién latente respectivamente. Desde entonces, el aislamiento de los
virus CELO, QB y GAL ha sido reportado con frecuencia en varios paises (McFerran et
al., 1977). En 1963 Helmboldt y Frazier encontraron cuerpos de inclusion de un origen
desconocido en un grupo de aves y al ver las lesiones en el higado decidieron llamar a
la enfermedad “catastrofe hepatica” debido a que el parénquima hepatico estaba casi
irreconocible ocasionado por el adenovirus causal de la Hepatitis por cuerpos de
inclusion (Helmboldt et al., 1963). En el afio de 1975 Antillén y Lucio realizan el primer
reporte de la enfermedad de la IBH en México (Antillon y Lucio, 1975). Los adenovirus
del grupo 1 se encuentran distribuidos en todo el mundo y también se han asociado
con la llamada enfermedad de Angara o sindrome de hidropericardio (HSP). Tanto IBH
como HPS afectan a los pollos, lo que induce altas tasas de mortalidad y lesiones
principales caracterizadas por dafio hepatico e hidropericardio (Toro et al., 1999). La
HSP fue reportada en el afio de 1988 en la localidad de Angara Goth cerca de Karachi
en Pakistan a la cual nombraron enfermedad de Angara, cuyos signos clinicos y curso
de la enfermedad eran similares a los de IBH. Sin embargo sus principales hallazgos
patolégicos fueron la acumulacién de un liquido transparente de color pajizo en saco
pericardico, por lo que se denomind como Sindrome de Hidropericardio “HSP” (Hafez,
2011).



5.- SINONIMIA

El adenovirus aviar agente causal de la hepatitis por cuerpos de inclusién también es

conocido por los siguientes nombres:

e Enfermedad de Angara

e Hepatitis por cuerpos de inclusion
e Sindrome de Hidropericardio

e Hepatitis/Hidropericardio

e Hepatitis por corplsculos de inclusiéon

e Inglés.

¢ Inclusion Bodies Hepatitis

6.- ETIOLOGIA

La familia de adenovirus contiene una gran cantidad de virus e incluye virus de varias
especies animales ademas de los serotipos humanos conocidos. se clasifican en cuatro
géneros: Mastadenovirus (en mamiferos), Adenovirus (en aves), Adenovirus (en aves,

mamiferos y reptiles) y Siadenovirus (en aves y anfibios) (Tabib, 2017).

Los adenovirus aviares no comparten el antigeno adenovirus especifico de grupo
comun, y la inclusién de estos virus en la familia se basa principalmente en criterios

morfolégicos (Alestorm, 1982).

El Comité Internacional para la Taxonomia de Virus (ICTV) propuso doce serotipos
para la clasificacion de adenovirus. Las cepas conocidas de FAdV se han alienado en

cinco especies de genotipos, incluidos los genotipos Ay E.



El genotipo A incluye FAdV 1, tipo B: FAdV 5, tipo C: FAdV 4 y 10, tipo D: FAdV 2, 3,9
y 11 y el genotipo E contiene FAdV 6, 7, 8a y 8b(Tabla 1), (Tabib, 2017). Los
adenovirus aislados de diferentes especies de aves se dividen en tres grupos
designados |, ii y Il en funcidon de sus antigenos especificos de subgrupos. El grupo |
representa los 19 serotipos convencionales aislados de aves, pavos, gansos, faisanes,

patos y otras especies de aves.

El prototipo de este grupo de adenovirus aviares es el virus CELO (Chicken Embryo
Lethal Orphan). Los virus del grupo | son los mas conocidos en la industria avicola
pues son los que inducen hepatitis con cuerpos de inclusién (HCI). Varios serotipos de
FAdV en este grupo son capaces de inducir HCI, siendo los mas comunes los serotipos
1, 4, 8, 9 y 11 (Zavala, 2016). El Grupo Il representa virus estrechamente relacionados
con THE (turkey hemorrhagic enteritis), MSD (marble splen disease) de faisanes y
esplenomegalia de pollos, mientras que los virus asociados con sindrome de baja

postura de pollos forman el Grupo Il (Hafez, 2011).



Genus Species Serotype
Fowl adenovirus A FAdV-I
Fowl adenovirus B FAdV-5
. FAdV-4
Fowl adenaovirus C FAV-10
FAdV-2
. FAdV-3
Fowl adenovirus D FAdV-9
FAdV-11
Aviadenovirus FAdV-6
Fowl adenavirus E FAdV-7
FAdV-8a
FAdV-8b
GoAdV-1
Goose adenovirus GoAdV-2
GoAdV-3
(Duck adenovirus B) DAdV-2
(Pigeon adenovirus B) PiAdV
. TAdV-1
(Turkey adenovirus B) TAdV-2
Siadenovirus Turkey adenovirus A TAdV-3
Atadenovirus Duck adenovirus A DAdV-I

Figura.- 1. Clasificacion de los adenovirus aviarestomado de Hafez, 2011

6.1.- MORFOLOGIA

La particula viral tiene forma icosaédrica, carece de capsula y tiene un diametro de 70
a 90 nm. El genoma viral esta formado por una cadena doble de ADN con un tamafio
de 45 kb aproximadamente. El disefio de la capsula viral consiste en la union de 252
capsomeros, siendo 240 formados por la proteina Hexon y los 12 restantes por la
proteina Penton. De cada vértice en donde se encuentra la proteina Penton, se
desprenden dos fibras de diferente tamafio, las cuales estan formadas de proteinas
(proteinas de la fibra) que le otorgan la capacidad antigénica al virus (De la torre et al.,
2018). Las proteinas estructurales principales son el hexon y la fibra, que esta unida de
manera no covalente a la base de una estructura denominada penton. Mientras que
todos los adenovirus de mamiferos tienen solo una sola fibra asociada con la base de
penton, el AAV refleja una peculiaridad morfolégica de dos fibras por base de penton.



La cabeza de la fibra es la parte terminal distal de la proteina y transporta el antigeno g
especifico del tipo, que es responsable de las actividades de hemaglutinacion. La
proteina hexon es la proteina principal de la capside del viridn icosaédrico no envuelto
en el que se encuentran los determinantes especificos de tipo, grupo y subgrupo
(Norrby, 1969). El viriobn contiene ADN que varia en tamafio de 25 a 43.8 kpb. Sobre la
base de los datos de secuencia y la organizacion del genoma, la clasificacion oficial de
Adenovirus se encuentra en proceso de discusion y existen varios informes que
sugieren la diferenciacion en tres géneros. Dichos estudios de secuencia son de
relevancia directa para el diagnostico molecular porque suministran la informacion
genética necesaria para construir las herramientas, es decir, sondas y oligonucleétidos,
para la tecnologia de acido nucleico. La separacion de los adenovirus aviares en tres
grupos diferentes refleja la diversidad biolégica (Figura 2). El grupo | incluye adenovirus
aviares convencionales, que se aislaron de varias especies aviares, p. Ej. Pollos,
pavos, gansos, patos y palomas. Un antigeno especifico de grupo es una caracteristica
comun de estos virus. El virus de la enfermedad del bazo de marmol (MSDV) de los
faisanes y el virus de la esplenomegalia de adenovirus aviar (AAS) de los pollos
pertenecen al grupo Il. El virus EDS es el unico miembro del grupo lll. Respecto a la
gran diversidad de los adenovirus aviares, esta diferenciacién es muy Util. Sin embargo,
el Comité Internacional sobre Taxonomia de Virus (ICTV) divide los Aviadenovirus
Unicamente de acuerdo con las especies aviares de las cuales se aislaron y las
diferencias serolégicas (Hess, 2000). Los adenovirus se replican en el nucleo,
produciendo inclusiones basdéfilas. Todos los adenovirus son resistentes a disolventes
lipidicos, desoxicolato de sodio, tripsina, fenol al 2% y alcohol al 50%. Son resistentes a
la exposicion a pH 3 a pH 9, pero se inactivan con formalina 1: 1,000. Los adenovirus
aviares parecen ser mas resistentes a la inactivacion térmica que los adenovirus de
mamiferos. Algunas cepas sobreviven a 60 ° C e incluso a 70 ° C durante 30 minutos
(McFerran y Smyth, 2000).
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Figura.- 2. Diferenciacién de la familia adenoviridae y separacién de los adenovirus
aviares en tres grupos diferentes(Hess, 2000).

6.2.- Estructura viral

Los adenovirus aviares tienen una estructura en comuan con todos los deméas miembros
del grupo de adenovirus. Las primeras estimaciones de su diametro indicaron que eran
mas grandes que sus homélogos de mamiferos. Se estimo que el diametro del virus
GAL era de 95 a 100 nm, en comparacion con los 70 a 75 nm estimados para el
diametro de otros adenovirus (Horne, 1962). Mas tarde, se demostro que el virus FAV-2
es similar en tamafio (McFerran, 1972). Para tener un diametro medio de 74 nm. En un
estudio de la estructura de FAV-2 se informd sobre particulas de forma hexagonal con
capsomeros bien definidos. Los capsémeros parecian alargados y estaban dispuestos
en facetas de triAngulos equilateros como se describe para el adenovirus humano. Las
particulas individuales tenian un perfil hexagonal que indicaba simetria icosaédrica, y el
nimero de capsémeros que ocupaban los bordes facetarios se estimaba en seis, lo
gue daba un total de 252 para la capside del virus, que era el mismo nimero de
capsomeros para otros adenovirus (Horne, 1962). Con los virus aviares, los pentones
solo se han descrito para particulas de FAV-1 y se han informado variaciones en la
longitud de la fibra. Se informaron dos fibras en FAV-1, una de las cuales era larga
(42.5 nm) y la otra corta (8.5 nm) (Laver et al.,1971).



En 1971 Norrby observo fibras de 14 nm en el virus FAV-1, similares a los miembros
del subgrupo 2, al que FAV-1 se parece en sus propiedades de hemaglutinacion
(Norrby, 1971). EI ADN se aisl6 como un complejo de ADN-proteina circular y se
visualizd como una molécula lineal con los extremos unidos por una proteina. El
contenido de guanina-citosina en el ADN de FAV-1 era un 54%, un poco mayor que el
contenido de guanina-citosina de los virus humanos altamente oncogénicos (47-49%)

pero menor que los tipos no oncogénicos (57 a 59%), (Laver et al.,1971).

. Hexon Wy? Protein VI . Terminal protein
' Penton base ) Protein Vill ® Proteinp
Y Fiber @ Protein llla . Protein VII

® ProteinV

Figura.- 3. Diagrama esquematico de que AAV refleja una peculiaridad morfologica de
dos fibras por base de penton(Li et al., 2017).

6.3.- Antigeno viral
La mayor parte de la informacion sobre la estructura antigénica de los adenovirus se ha
derivado de estudios con un nimero relativamente pequefio de serotipos humanos. Sin
embargo, estudios ultraestructurales y bioquimicos han demostrado que, en estructura
y composicion, los virus aviares y mamiferos son similares. Dado que los principales
antigenos de los virus humanos se han relacionado con los componentes estructurales
de los viriones intactos, es probable que los antigenos de los virus aviares estén

localizados de manera similar (Saifuddin, 1990).
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Una infeccion por adenovirus, o crecimiento de adenovirus en cultivo celular, esta
acompafada por la producciéon de un gran nimero de proteinas especfficas de virus
antigénicamente diferentes. Se demostraron tres tipos de antigenos designados A, B y

C, mediante inmunoelectroforesis (Pereira et al., 1959).

En 1966 Ginsberg et al. propuso que estos antigenos se llamen hexon (antigeno A o L),
pentdn (antigeno B o toxina) y fibra (antigeno C o E). Dos antigenos principales, el alfa
y el épsilon, estan asociados con los hexones y son responsables de las reacciones
especificas y de tipo que forman la base de la clasificacion adenovirica. La base de
penton tiene un factor antigénico reactivo de grupo débil llamado beta y el factor téxico
o0 de desprendimiento de células. La fibra de penton tiene factores antigénicos
especificos de tipo y subgrupo (Ginsberg et al., 1966). El tipo de antigeno gamma,
ubicado en el boton terminal, es responsable de la induccion de anticuerpos inhibidores
de la hemaglutinacién especificos del tipo (HAI). La especificidad del subgrupo
depende del eje de la fibra. Ademas, las fibras de algunos serotipos llevan
determinantes especificos del subgrupo (Norrby, 1969). Los AAV aislados de aves de
corral, pavos, gansos y otras especies aviares tienen un antigeno especifico del grupo
comun ubicado en los hexones y este antigeno es distinto del de los adenovirus

humanos y de otros mamiferos (McFerran & Adair, 1977).

6.4.- Replicacion de virus

La replicacién de adenovirus se divide en 2 fases bien definidas. La fase temprana
implica la entrada del virus en la célula huésped y la transferencia del ADN del virus al
nucleo, a lo que sigue la transcripcion y traduccion de los llamados genes tempranos
(E). Las proteinas codificadas por los genes tempranos son responsables de la
redireccion de las funciones celulares para facilitar la replicacion del ADN del virus y la
consiguiente transcripcion y traduccion de los genes tardios (L), que codifican las
proteinas estructurales del virus. ElI ensamblaje de las proteinas virales en viriones
completos se completa en el nlcleo, y esto es seguido por la interrupcion de la
membrana nuclear y la liberacion del virus por la destruccion de la célula (Russell,
2000).
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Los adenovirus se unen a los receptores de la célula huésped a través de sus fibras de
pentén y entran a las células mediante endocitosis a través de las fosas recubiertas con
clatrina. Luego se retira la capside externa y el nlcleo, que comprende el genoma viral
con sus histonas asociadas, ingresa al nicleo donde se produce la transcripcion del
ARNm, la replicacion del ADN viral y el ensamblaje de nuevos viriones. La maduracion
también se produce en el nlcleo. Cada célula infectada produce miles de viriones que
pueden infectar otras células y éstas se liberan por lisis celular (Alemnesh et al., 2012)
6.5.- Propiedades bioquimicas y fisicas.
El peso molecular estimado del adeno virion de mamiferos y aves es de 170-175 X 10
daltons. Aunque en general se acepta que el virion de mamiferos maduros tiene una
densidad de 1,33 gm/ml y el virion de AAV una densidad de 1.35 gm/ml en CsCl, hay
poca evidencia de diferencias entre serotipos especificos de virus mamifero o aviar
(Saifuddin, 1990).

6.5.1.- Resistencia al calor
Los adenovirus aviares generalmente muestran una resistencia notable a la
inactivacion por calor, aunque se han registrado marcadas diferencias en la
sensibilidad segun varios autores entre las cepas se encontr6 que FAV-1 se mantuvo
viable después de 90 minutos a 56 ° C. Otra cepa de FAV-1 auln era viable después de
22 horas a 56 ° C. Una cepa FAV-1 aislada por (Clemmer, 1964) todavia era viable
después de 30 minutos a 70 ° C, sin embargo, 80 ° C durante 30 minutos destruyé toda
la infectividad. FAV-2 (65) no se inactivd completamente después de 40 mina 60 °Cy
un virus tipo 2 (cepa 74) aislado por fue resistente a 50 ° C durante 3 horas (McFerran
& Adair, 1977).

6.5.2.- Resistencia a agentes quimicos
Varios informes han indicado un alto grado de estabilidad en disolventes y todos los
adenovirus son resistentes a disolventes lipidicos como, desoxicolato de sodio, tripsina,
fenol al 2% vy alcohol al 50%. Se ha demostraron la estabilidad de las ocho cepas
japonesas en cloroformo, éter, desoxicolato de sodio y tripsina y se demostré que FAV1
Es resistente al 0,25% de tripsina (Petek et al, 1964), cloroformo, éter, desoxicolato de
sodio, fenol al 2% y alcohol al 50%. El alcohol etilico al 100% causé una inactivacion

completa, al igual que la mezcla de alcohol etilico y yodo.
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También han observado la resistencia de otras cepas de FAV-1 al éter, cloroformo y
desoxicolato (Clemmer,1964) encontré FAV-1 resistente a varios tratamientos con
Genetron (fluorocarbono), pero sensible a una concentracion de formaldehido de 1 en
10,000. También se ha descrito la resistencia de FAV-2 y un tipo 8 FAV al cloroformo
(McFerran et al., 1972)
6.5.3.- Cambios de pH
Los AAV son resistentes a las variaciones de pH a la exposicion a pH 3 a pH 9, pero se
inactivan con formalina 1: 1,000. Se encontré que el titulo del virus CELO no se vio
afectado en un rango de pH de 2-9. De manera similar, se ha demostrado que varias
cepas americanas de AAV resisten valores de pH tan bajos como 2. Una cepa de
ganso de AAV no mostré pérdida de infectividad a pH 3.0 (McFerran y Adair, 1977).
6.5.4.- Citopatologia in vitro

Al igual que con otros adenovirus, la citopatologia después de la infeccién con virus
aviares in vitro se limita casi exclusivamente a lesiones en el nicleo (Saifuddin, 1990).
Los primeros estudios sobre la citopatologia de los adenovirus aviares se referian a los
tipos 1 y 2 de FAV y describen que FAV-1 causé que el nlcleo se agranda y se llenara
de granulos basofilos. Posteriormente, se formaron cuerpos de inclusién intranucleares
de granulos basofilos compactos (Chomiak et al. 1961). Estructuras similares en
células infectadas con un adenovirus humano (tipo 12) mostraron estar compuestas de
proteinas asociadas con el ADN. Estas inclusiones aumentaron rapidamente en
tamafio y las particulas de virus comenzaron a aparecer entre 20 y 30 horas de PI. El
nicleo se agrandd, la membrana nuclear mostré algo de distorsion y las particulas de
virus se organizaron en formaciones cristalinas que aumentaron de tamafno hasta que
el nucleo se rompio. De manera general a las diferencias encontradas en las
morfologias de las inclusiones intranucleares se les reconocié de dos maneras
distintas; “reticular’ y “agregada”. Los tipos 1, 2, 4 y 8 de FAV dieron lugar a inclusiones
"reticulares”, mientras que los tipos 3, 5, 6 y 7 dieron lugar a inclusiones agregadas.
Con inclusiones 'reticulares’, los pequefios signos de infeccion fueron los cuerpos
eosindfilos pequefios en el nicleo. Mas tarde de estos tefiidos basofilos aparecieron
fibras basofilas que unian las inclusiones granulares para formar una red reticular. La

intensidad de la tincion aumentd a lo largo del desarrollo de la inclusién. Las particulas
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de virus aumentaron en nimero y en algunos nucleos formaron cristales. En etapas
tardias, las particulas virales en grupos y cristales, junto con las inclusiones semi-
densas se dispersaron por todo el nlcleo (Martinez et al.,, 1967). Con las inclusiones
"agregadas”, el primer signo de infeccion fue el desarrollo de varias inclusiones
eosindfilas que tenian una apariencia granular. Mas tarde, los nlcleos aparecen
subdivididos en I6bulos, cada uno de los cuales contenia una sola inclusion basoéfila.
Otros nucleos tenian una o mas inclusiones basofilas centrales. Las caracteristicas
ultraestructurales fueron similares al nidcleo de tipo "reticular". Sin embargo, las
particulas de virus y las inclusiones semi-densas se agregaron en etapas posteriores
en el area central del nicleo. Esta caracteristica representd la diferencia principal a
nivel ultraestructural entre las inclusiones reticular y agregada (Adair, 1976).
6.5.5.- Hemaglutinacion

Rosen en 1958 demostr6 por primera vez sobre la actividad hemaglutinante de un
adenovirus y demostré que casi todos los serotipos de adenovirus humanos
aglutinaban glébulos rojos en mamiferos. Originalmente se propusieron cuatro (I-IV)
subgrupos de adenovirus humanos en funcion de su capacidad para aglutinar
eritrocitos de ratas y monos rhesus (Macaca mulatta). El Subgrupo | aglutina monos
rhesus pero no eritrocitos de rata. El subgrupo 11 aglutina eritrocitos de ratas pero no
del mono y su grupo B1, causé aglutinacion parcial de eritrocitos de rata, pero no de
monos. El subgrupo IV comprendia aquellos virus que no causaban aglutinacion de
eritrocitos de ratas o monos rhesus (Macaca mulatta) (Rosen, 1958). Se ha demostrado
gue varios AAV del Grupo | aglutinan eritrocitos de rata sin embargo se demostr6 la
aglutinacion de eritrocitos de rata pero no eritrocitos de oveja o avese en 5 de 7 cepas
americanas de AAV (Broke et al., 1968). Los estudios de HA sugirieron que la fibra de
penton contiene dos especificidades inmunoldgicas, a saber, especificidad de tipo y
especificidad de subgrupo . El determinante especifico del tipo (Y) de la fibra interactia
con los receptores especfificos en la superficie de los globulos rojos de ciertas especies
animales (Valentine et al., 1 965). Se observa una amplia variabilidad en la reactividad
de los receptores en diferentes eritrocitos. El nimero de receptores para diferentes

serotipos de adenovirus varia para diferentes subgéneros.
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Los anticuerpos dirigidos contra la especificidad Y de la fibra pueden analizarse
mediante pruebas de hemaglutinacion indirecta utilizando antisueros especificos
(Saifuddin, 1990).

7.- CAPACIDAD ONCOGENICA DEL ADENOVIRUS

La oncogenicidad de FAV-1 para hamsters se inform6 por primera vez en 1965. De
manera inicial, solo se informé un fibrosarcoma bien diferenciado en el sitio de
inoculacion (Sarma et al.,, 1965), pero posteriormente hepatomas, ependimomas,
adenocarcinomas y hepatomas y otros tipos de sarcoma han sido descritos (Mancini et
al,, 1969). Los tumores en los hamsters generalmente se producen por inoculacién
subcutanea del virus en los hamsters de menos de 24 horas de edad, o por inyecciéon
de células tumorales inducidas por adenovirus subepitelialmente o en las bolsas de las
mejillas de los hamsters destetados (Mancini et al., 1970). Los hamsters con tumores
bien desarrollados a menudo tienen anticuerpos en sus sueros Y liquido ascitico, que
detectara un antigeno no estructural, el antigeno T, presente en las células
transformadas in vivo o in vitro. Estos antigenos se pueden detectar mediante la fijacion
del complemento o la prueba de inmunofluorescencia indirecta el cual es mas sensible
Los intentos de demostrar la oncogenicidad de otros adenovirus aviares no han tenido
éxito. Por lo tanto, el tipo 2 (GAL) no produjo tumores en hamsters (Sarma et al., 1965).
En trabajos més recientes utilizando un tipo 1 (Indiana C), un tipo 5 (Tipton) y un virus

no clasificado (DPI-2) no produjeron tumores (McFerran & Adair, 1977).
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8.- INTERACCION DEL VIRUS CON EL SISTEMA INMUNE Y EVASION DE LA
RESPUESTA INMUNE

Existe poca informacién sobre la FAdV y su interaccion con el sistema inmunoldgico de
los pollos de engorde. Los principales sitios de predileccion por la FAdV son los
organos linfoides, es decir, el bazo, el timo, la bolsa de Fabricio y tonsilas cecales, que
produce inmunosupresion. Se ha encontrado que para el desarrollo del sindrome de
hepatitis/hidropericardio (HHS) es necesaria la inmunosupresion antes de la infeccion
concurrente con un adenovirus aviar (Kataria, 2013). La patogenicidad de la infeccion
debida al virus adeno aviar se ve reforzada por el virus de la enfermedad de la bursa
infecciosa (IBDV) y el virus de la anemia de pollo (CAV); asi como micotoxinas.
Después de un infeccion virulenta por FAdV, se ha informado una reduccion en las
células CD4 + (T-helper) y CD8 + (células T citotoxicas) en el bazo y el timo. En la
bolsa de Fabricio, también se observd una disminucion extrema de los linfocitos. La
atrofia del timo comienza méas tarde que la atrofia bursal, pero su magnitud es mayor
gque la de la bursa y el bazo. Se puede evaluar en conjunto una infeccion por FAdV-
4 que afecta profundamente a las células que desempefian un papel en la generacion
de respuestas inmunes humorales y mediadas por células. Esta es la razén principal de
un impacto negativo en las respuestas inmunitarias tanto humorales como celulares de
los pollitos, lo que resulta en respuestas de vacunas deficientes. Pero alun no esta claro
si la mortalidad observada en los pollos de engorde es un resultado directo de la
infeccién con FAdV o si la infeccién produce una disfuncién inmunoldgica, que puede
conducir a infecciones secundarias con agentes bacterianos, virales y fungicos
concurrentes que causan la muerte. Sin embargo, las disfunciones inmunitarias en
pollos de engorde por FAdV parecen correlacionarse con su patogenicidad (Hussain et
al,, 2012). Se cree que las células de Kupffer fagocitan los virus que pasan en la
circulacion, que posteriormente se multiplican en las células hepaticas, causando dafio

hepético.
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La presencia de cuerpos de inclusién intranucleares en el higado, pancreas y bazo es
una clara evidencia de la replicacion de adenovirus en estos sitios. Los cambios
degenerativos causados por el FAdV en el bazo y la bursa, 6érganos que son
importantes para la respuesta inmunitaria tanto celular como humoral, ademas del
agotamiento del sistema inmunitario de la mucosa en el tracto respiratorio, aumentan la
posibilidad de infeccion con otros patdégenos aviares (Radwan et al., 2018). Los
adenovirus tienen mecanismos para evadir las respuestas inmunes del huésped, como
la inhibicion de las funciones del interferén por el ARN asociado con el virus y el gen
E1A, la inhibicion de la apoptosis celular intrinseca en células infectadas y la
prevencion de la expresion de clase | del complejo de histocompatibilidad principal en
la superficie celular. La inmunidad mediada por células T es importante para la
recuperacion después de una infeccion aguda. Los pacientes inmunocomprometidos
que carecen de inmunidad celular efectiva tienen un mayor riesgo de infeccién por
adenovirus. La respuesta humoral también juega un papel importante en el control de la
infeccion por adenovirus. Las razones de los diferentes tropismos de o6rganos y la
produccion de enfermedades tan diversas por los diferentes serotipos no se han
aclarado por completo. Se ha demostrado que diferentes especificidades de fibra

demuestran diferentes uniones de receptor (Echavarria, 2008).
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9.- IMPORTANCIA ECONOMICA

Los adenovirus aviares son capaces de inducir problemas patolégicos que resultan en
pérdidas econdémicas importantes (Zavala, 2016). En condiciones de campo, la
enfermedad se caracteriza por la aparicion repentina de mortalidad en pollos de menos
de 6 semanas de edad y tan solo 4 dias de edad. La mortalidad normalmente varia de
2 a 40 por ciento, especialmente cuando las aves tienen menos de 3 semanas de edad
alcanzan la mortalidad generalmente en su punto maximo dentro de los primeros e tres
a cuatro dias y cesa dentro de los 9-14 dias. (Hafez, 2011). Esta mortalidad contribuye
a un incremento del indice de conversion alimenticia y por lo tanto una reduccién en el
indice de productividad, las reproductoras que son infectadas a una edad temprana
pueden llegar a sufrir alta mortalidad y cuando son infectadas a una edad adulta sin
haber recibido vacunaciones previas contra el adenovirus aviar eliminaran el virus a
través del huevo, transmitiendo asi la infeccion a la siguiente generacion en la que el

problema serd econémicamente mayor (Zavala, 2016).
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10.- DISTRIBUCION GEOGRAFICA

La enfermedad es observada por primera vez en Estados Unidos y luego en Europa
durante la década de los 70, parece existir un comportamiento periddico en la
presentacion de los brotes, ya que la enfermedad desaparece durante un periodo de
tiempo de una regién y reaparece nuevamente. A finales de 1980 aparecié en Australia
y causd mortalidades hasta del 40%, pero en 1988 en la ciudad de Angara Goth,
noreste de Karachi, en Pakistan se reporta el primer brote devastador en pollo de
engorde el cual afecté la produccion de pollo de ese pais durante un periodo de un afio,
debido a que la enfermedad con caracteristicas graves se reporta en esta region se le
dio el nombre de “Enfermedad de Angara” desde 1988. Se ha reportado en Nueva
Zelanda, Australia, India, Irak, Japon, Perud, Chile, México, Ecuador y Colombia en el
afno 2001 (Figura 4) (Hafez, 2011).

Figura.- 4. Distribucion Geografica de la hepatitis por cuerpos de inclusion(Schachner
et al., 2017).
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11.- PATOGENIA

La patogenicidad independiente de los FadV se ha discutido durante mucho tiempo,
dada la ubicuidad de los virus frente a los brotes esporadicos y la variacion entre los
estudios experimentales. Sin embargo, una tendencia mundial emergente de
enfermedades asociadas a Fadvs ha marcado las dlitimas dos décadas, con el
sindrome de hepatitis-hidropericardio (HHS) principalmente en Asia. Ademas de los
paises arabes y latinoamericanos, y un brote geograficamente mas diseminado de
hepatitis por cuerpos de inclusién. Finalmente, la apariciéon de erosién de molleja
inducida por FadV en Asia y Europa completo la gama de enfermedades. Los estudios
epidemioldgicos confirmaron el serotipo FadV-4 como agente de HHS, mientras que
IBH se atribuye a FadV 2, -8a, 8b y - 11. Instalados por el aumento de los problemas en
el campo, numerosos estudios de patogenicidad con FadV de brotes corroboraron el
papel etiolégico primario de cepas particulares para distintas condiciones clinicas
(Schachner et al., 2017). Aunque los AAV de Groupo | a menudo se asocian con una
infeccion inaparente en pollos, también estan implicados con frecuencia en diversos
sindromes de enfermedades, enfermedad respiratoria, Sindrome de baja postura,
artritis, atrofia de la bursa y timo y enteritis. Existe una variacién considerable en la
lesion patoldgica del sindrome conocido como hepatitis por cuerpos de inclusién. La
descripcion inicial sefald la presencia de hepatitis por cuerpos de inclusiones
intranucleares eosindfilas y falta de actividad hematopoyética en la médula 6sea y
debido a que la lesion principal es la hepatitis, sugieren que el sindrome deberia
llamarse enfermedad hepatomielopoyética. Ademas de describirse esos cambios se
han descrito hemorragias en los musculos en muchos de los brotes. La condicion
descrita en aves de corral es caracterizada por una hepatitis, cuerpos de inclusion
eosindfilos intranucleares, rifiones palidos inflamados, hemorragias ocasionales en los
musculos esqueléticos y palidez de la médula 6sea (McFerran et al, 1976). Las
infecciones virales del adenovirus en las que el higado es el principal sitio afectado
estan bien establecidas en humanos, animales de laboratorio y varios animales
domésticos como las aves de produccion (Little et al.,, 1988). En la mayoria de los
estudios con IBH en los afios 60 y 70, el INIB observado en los hepatocitos en la tincion

con hematoxilina y eosina (H&E) fue eosindfilo.
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Sin embargo, los cuerpos de inclusion de casos naturales de IBH informados en las
décadas de 1990 y 2000 fueron basdfilos en la tincién con H&E. En la "IBH clasica" de
los afios sesenta y setenta, hubo inclusiones intranucleares eosinofilicas importantes,
pero pocas inclusiones basobfilas. Ultraestructuralmente, las inclusiones basofilas
estaban compuestas por particulas de virus, y las inclusiones eosindfilas estaban
compuestas por material fibrilar-granular y cristales (Nakamura et al, 2011).La
Pancreatitis necrotizante con INIB en células acinares, como una lesion adicional se ha
observado en casos de IBH en pollos de engorde, y en estudios experimentales con
FAdV (Grimes et al., 1978).

12.- SIGNOS Y LESIONES

Clinicamente, las aves afectadas muestran letargo, acurrucamiento, plumas erizadas e
inapetencia, el vientre distendido, y ocasionalmente puede haber aves con signos
neuroldgicos (Figura 5). Estos signos neuroldgicos pueden presentarse como resultado
de un dafio hepatico masivo, de manera que compuestos toxicos lleguen a afectar al
encéfalo a través de la circulacion sanguinea desde el higado hasta el encéfalo
(Zavala, 2016). Las lesiones graves de IBH incluyen un higado agrandado, pélido y
friable, a veces con focos necrdticos. También se pueden observar hemorragias
eqguimadticas en el higado y menos consistentemente en los muasculos de las piernas y
la pechuga (figura 6). En la mayoria de los casos, las lesiones principales se
encuentran en el higado (Rahimi y Zahra, 2015). Durante el examen post mortem, se
puede observar una hepatitis grave en la cual el higado esta inflamado, friable, con un
patron parecido al de un marmol. se observa ictericia, hemorragias de varios érganos,
rifones palidos e hinchados, médula 6sea pélida e inactiva y sangre delgada y acuosa
El corazén puede estar flacido con un hidropericardio leve. En el caso de sindrome de
hidropericardio, un trasudado de color pajizo est4 presente en el saco pericardico.
Ademas, algunos estudios informaron necrosis, atrofia, pérdida de color y petequias en
el pancreas de aves que padecen IBH. Los rifiones estan congestionados con
pequefias hemorragias focales y nefrosis / nefritis. Hay hipoplasia de la médula 6sea.
El bazo puede mostrar linfocitolisis, mientras que la bolsa puede estar completamente

desprovista de linfocitos (Cowen, 1992). Estudios anteriores sugerian que el sistema
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hematopoyético era un objetivo importante para FAdV. Sin embargo, algunos de los
hallazgos descritos en esos estudios, como la anemia aplasica, se debieron mas bien a
las coinfecciones con anemia infecciosa aviar (Winterfield et al., 1973). Se pueden
observar lesiones adicionales en los tejidos linfoides primarios y secundarios, como la
atrofia de la bolsa y el timo, y el agotamiento de los linfoides en la bolsa y el
bazo. Ademas, en el rifidbn se pueden encontrar necrosis focal, infiltracion linfocitica,
nefrosis y, mas raramente, cuerpos de inclusion (ftakura et al., 1974). En 1975 Hoffman
et al describié una lesion importante en un cuadro de IBH en pollos de manera
experimental, menciona que la degeneracion mielopoyética, la necrosis focal del
higado, la degeneracién en los organos linfaticos y la miocarditis las cuales
posiblemente todas estas fueron causadas por la accion directa del virus. Las lesiones
morfolégicas en la bolsa de Fabricio y el timo fueron muy similares a los cambios
histologicos que se producen durante la involucion normal, excepto por la aparicion de
cuerpos de inclusion. Ademas, el dafio hepético, indicado histologicamente vy
clinicamente por la elevacion de las transaminasas séricas, puede causar un trastorno
de la coagulaciéon plasmatica por la disminucion de la sintesis de protrombina. La
coagulopatia de consumo que se encuentra solo en unos pocos animales es
secundaria con respecto a la diatesis hemorragica. Este mecanismo probablemente

actia solo en animales con complicaciones bacterianas (Hoffman et al., 1975).

Figura.- 5. Aves inoculadas experimentalmente con el IBH. A) Ave normal, B) Ave
enferma. El ave enferma muestra una postura caracteristica, plumas erizas,
decaimiento, inapetencia y letargo(Ganesh et al., 2002).
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Figura.- 6. A, B y C.- Hemorragias petequiales en grasa abdominal y masculos de las
piernas asi como hemoarragias petequiales en higado (Laanani etal., 2015).
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13.- HISTOPATOLOGIA

El término de Helmboldt y Frazier, "catastrofe hepatica”, describe la gravedad de los
cambios observados en el higado. En la mayoria de los casos, la destruccion hepatica
fue casi completa. Desde el punto de vista histolégico, se observan grandes areas de
degeneracion y necrosis celular, infiltracion linfatica y cuerpos de inclusion que son
caracteristicas tipicas observadas en el higado de pollos que padecen IBH. La mayoria
de los trabajadores estdn de acuerdo en que los cuerpos de inclusién estan presentes
en los hepatocitos. Tienen forma eosinofilica, grande, redonda o irregular con un halo
claro (Figura 6) (Helmboldt Y Fraizer , 1963 ). Ademas de la hepatitis, la pancreatitis
aviadenoviral se ha descrito tanto en casos de campo como en estudios
experimentales, en los cuales se observd necrosis de células acinares pancreéticas,
infiltracion linfoide y cuerpos de inclusién (Gallina et al.,, 1973). Estudios recientes
demostraron una correlacion entre la extension de las lesiones en érganos diana y la
manifestacion clinica de IBH (Matos et al., 2016). Se pueden observar lesiones
adicionales en los tejidos linfoides primarios y secundarios, como la atrofia de la bolsa y
el timo, y el agotamiento de los linfoides en la bolsa y el bazo (ttakura et al., 1974).
Ademas, la necrosis focal, la infiltracion linfocitica, la nefrosis y, mas raramente, los
cuerpos de inclusion se pueden encontrar en el rifion (Howell et al.,1970).Sin embargo
estudios recientes demostraron que el serotipo FadVs 4 y 8 en compaifia de una
inmunosupresion causada por micotoxinas causaban nefrotoxicidad. Los cambios
patologicos debidos a la nefrotoxicidad incluyen cambios degenerativos y necroticos
gque afectan a las células epiteliales tubulares renales. Los rifiones mostraron
hemorragias subcapsulares, hiperemia, degeneracion epitelial tubular, necrosis y
nefritis linfoplasmocitica intersticial leve. Otro hallazgo prominente que se observé en
los glomérulos los cuales estaban inflamados, y tenian deposicion de material
homogéneo eosindfilo alrededor de los glomérulos (Mariappan et al.,2018). Estudios
histologicos detallados anteriormente sobre IBH en pollos informaron la presencia de
cuerpos de inclusién basdfilos y eosindfilos de apariencia variable en el higado, luego
de la tincion con H&E (figura 7 ay b ), (takura et al., 1974).
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En algunas células hepéticas, la hinchazén de los ndcleos y la marginacion de la
cromatina fueron evidentes, los nlcleos habian desaparecido por completo, dejando
una célula fantasma formada por una o méas vacuolas grandes. En la mayoria de las
células hepéticas se observaron diversos grados de picnosis, cariorrexis y cariolisis
(Figura 8). En algunas células hepaticas, la hinchazon de los nicleos y la marginacion
de la cromatina fueron evidentes (Howell et al.,1970). En muchos hepatocitos se
observaron cuerpos de inclusién intranucleares de gran tamafo tipo Cowdry que
estaban rodeados por un claro halo y tenian un contorno irregular (Laanani et al.,
2015). Ultraestructuralmente, las inclusiones basofilas consisten en particulas de virus
ovaladas / hexagonales, que tienen alrededor de 70 nm de didmetro, material granular
y, a veces también, de laminillas que encierran concéntricamente el nucleo del virus
gue probablemente estan relacionadas con el proceso de formacion del virus. Por otro
lado, las inclusiones eosinofiicas contienen material fibrilar-granular moderadamente
electrodensa o cristales compuestos de filamentos delgados estrechamente espaciados
y pueden representar material degenerado en células que mueren por los efectos de la
infeccion viral (Schachner et al., 2017).Los estudios de brotes naturales revelaron
mientras que las inclusiones eosindfilas contenian pocas o ninguna particula virica y

correspondian a material fibrilar y granular (Grimes et al., 1978).
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Figura.- 7. Cuerpo de inclusién intranuclear eosindfilo (a) y basofilos (b) en hepatocitos
con tincion de H&E. 800 x 1000 x(Christensen y Saifuddin, 1989).

Figura.- 8. Hepatocitos con cariorrexis y cariolisis H&E x 1000 (Laanani et al., 2015)
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14.- TRASTORNOS METABOLICOS

Los analitos de quimica clinica seleccionados estan relacionados con la integridad
celular y la funcion fisiologica del higado y el pancreas se utilizaron recientemente
como biomarcadores para la patogenicidad de la cepa y la patogénesis de la IBH.
Como resultado, se notaron alteraciones en diferentes sistemas enzimaticos y
concentraciones de metabolitos. Ademas, el cambio agudo en la lipasa plasmatica
junto con lesiones histopatolégicas graves indicaron que el pancreas es un 6rgano
diana importante en la patogénesis de la IBH. El impacto de la infeccion por FAdV en el
higado es evaluado mediante el aspartato aminotransferasa (AST) y glutamato
deshidrogenasa (GLDH) asi como con acidos biliares funcionales, proteinas
plasmaticas totales y albumina. Se obtuvieron diferencias significativas en las
actividades plasmaticas de AST. Los acidos biliares se utilizaron, entre otros analitos,
para estudiar la patogénesis y la replicacion del virus de la hepatitis aviar en pollos
SPF, pero no se notaron cambios. En la IBH posterior inducida experimentalmente, los
pollos SPF infectados por via oral de un dia presentaron signos clinicos graves como
una manifestacion de hipoglucemia y hepatitis y pancreatitis graves (Matos et al 2016).
En 1993 Goodwin et al. Describié una bandada de pollos con picos de mortalidad, en la
gue los pollos de engorde que padecian hipoglucemia tenian cuerpos de inclusién
adenovirales en el higado, pancreas e intestino delgado. Tales hallazgos pueden
explicar por qué la mayoria de los brotes de IBH se reportan en pollos de engorde
(Goodwin et al , 1993).
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15.- TRANSMISION

Los adenovirus tienen una distribucion mundial y se han reportado comiUnmente en
muchas especies de aves, incluidos halcones, pollos y muchas otras aves silvestres y
domésticas (Mohamed et al., 2018). Estos adenovirus se transmiten horizontalmente ya
gue estan presentes en todas las excreciones y titulos altos se encuentran en las
heces, y en menor medida, de las secreciones naso-orales que son factores
principales en la propagacion del AAV, esta ocurre por el alto titulo de AAV en las
heces durante la fase aguda de la infeccion y hace que sea probable que la transmision
oral ocurra a través de agua , alimentos y el medio ambiente contaminado (McFerrany
Adair, 1977). Se ha demostrado la excrecion de AAV en las heces durante 21 dias
después de la inoculacion (PI), con titulos maximos a los 4-7 dias Pl (Saifuddin,
1990). Los fémites, el personal y el transporte también pueden ser contribuyentes
importantes a la propagacion del virus. Aunque la transmision vertical de virus puede
ser inducida en entornos experimentales, el nimero de publicaciones que tratan la
cuestion de la transmision vertical de FAdV en brotes de campo es limitado, y sus
conclusiones son contradictorias. Algunos grupos han informado que los FAdV se
pueden transmitir verticalmente a través de huevos embrionados y que el virus se
puede reactivar en pollitos de pocas semanas de edad, especialmente si las aves estan
inmunodeprimidas (Gric et al., 2006). La transmision vertical puede ocurrir cuando las
reproductoras por alguna razdén no fueron expuestas al virus durante la etapa de
crecimiento, si las aves se infectan en produccion, no estando protegidas mediante
anticuerpos neutralizantes, entonces el virus de campo afectara diversos tejidos
epiteliales incluyendo el tracto reproductivo, de manera que se contaminaran los
huevos al transitar por el oviducto. Durante la incubacion el embrién se infectara y poco
después del nacimiento se presentara la hepatitis con cuerpos de inclusién en la
progenie. Asi, se registrara mortalidad elevada aproximadamente durante la segunda
semana de vida como resultado de la transmision vertical y también hacia las cuatro
semanas de edad como resultado de la transmision horizontal. La propagacion aérea
entre granjas ocurre cuando se realiza la limpieza de naves despobladas y el polvo

creado transmite infecciones entre granjas.
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También se puede propagar por fomites, como bandejas de huevos y carritos de
huevos, personal y transporte. Ademas, los pollos infectados que diseminan virus hacia
el medio ambiente son una fuente de infeccion para el resto de la parvada, que se
infecta por la via fecal-oral, Después de la infeccion natural, el periodo de incubacién

del virus varia de 24 a 48 horas. (Zavala, 2016).

16.- DIAGNOSTICO CLINICO

La deteccion de infecciones por adenovirus aviar se realiza generalmente mediante
aislamiento del virus con serotipos cuando se dispone de tejidos frescos, o técnicas
histolégicas cuando se envian tejidos fijados con formaldehido. La microscopia
electronica también se utiliza a menudo para confirmar la presencia de adenovirus. Los
cuerpos de inclusion nuclear en las secciones de tejido tefido con hematoxilina y
eosina (H&E) son indicativos de infeccion por adenovirus. La tincibn con
inmunoperoxidasa de los tejidos filados con formaldehido y la tincion con
inmunofluorescencia de los tejidos congelados no fijados se han descrito. Sin embargo,
todos tienen algunas desventajas, por ejemplo, la tincion excesiva no especifica puede
complicar la evaluacién de la inmunoperoxidasa y la tincién inmunofluorescente. Las
inclusiones viricas en las secciones de tejido tefidas con H&E pueden variar tanto en
tamafio como en propiedades tintéreas, y pueden variar desde agrandadas y basofilas
hasta pequefias y eosindfilas. Las inclusiones de aviadenovirus pueden confundirse
con las de herpesvirus, circovirus o0 poliomavirus, dependiendo de la especie de ave.
Ademas, estas técnicas llevan mucho tiempo, son tediosas y caras. La hibridacion in
situ del ADN también se evalu6 para el diagndstico de infecciones por adenovirus aviar,
pero el método generalmente requiere tejido parafinado (Jiang et al.,, 1999). Las
técnicas moleculares, como el analisis de endonucleasa de restriccion (REA), la
hibridacién in situ utiizando sondas de ADN, la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), la PCR en tiempo real y un andlisis de curvas de fusion de alta resolucion
(HRM), estan disponibles para la deteccion y diferenciacion de FAdV. El PCR es el
ensayo principal para detectar FAdV. Sin embargo, algunos de estos métodos no se
usa comunmente actualmente debido a su complejidad de operaciény la disponibilidad

de métodos como diagndstico mas convenientes y confiables.
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El PCR es un método muy sensible y especfifico que se ha utilizado para la deteccion
de infecciones por adenovirus de los mamiferos. Los principales méritos del ensayo de
PCR de adenovirus aviar son su alta sensibilidad, simplicidad, selectividad y rapidez. El
gen exon de los adenovirus comprende las regiones de pedestal conservadas (P1, P2)
y los bucles variables (L1 — L4), y es el gen dirigido principal de las técnicas de PCR
publicadas para detectar adenovirus aviar. Actualmente, el producto de PCR del gen
exon se secuencia directamente, y la informacion resultante se puede utilizar para
identificar el grupo y el tipo de adenovirus aviar. Ademas, los genes de fibra también se
usan para detectar adenovirus aviar porque codifican epitopos neutralizantes
especificos de tipo, no neutralizantes especificos de tipo y neutralizantes especificos de
subgénero (Li et al 2017). De igual manera se han utilizado varias técnicas serolégicas
para diagnosticar infecciones por FAdV en aves de corral. Estos incluyen una prueba
de inmunodifusion en gel de agar, una prueba de precipitacion en gel de agar,
contrainmunoelectroforesis, hemaglutinacion indirecta, una prueba de neutralizacion
viral (VN), un ensayo de inmunofluorescencia indirecta y varias modificaciones de un
ensayo de inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). la prueba de VN es un método
FadV, evallan la respuesta de anticuerpos inducida por las vacunas (Schachner et al.,
2014) y diagnosticar la infeccién de FAdV. La desventaja de la prueba de VN es que es
costosa y lleva mucho tiempo, por lo tanto, debe usarse racionalmente. Los avances
recientes en las técnicas serolégicas de FAdV se han centrado principalmente en
diversas modificaciones de ELISA. En versiones anteriores, se emple6 un ELISA
indirecto con virus completos como antigenos de recubrimiento para detectar
anticuerpos contra FAdV en muestras de tejido de pollos sometidos a infecciones
naturales y experimentales. La técnica ELISA indirecto basado en las proteinas
recombinantes demostré ser sensible, especifico y preciso, pero lo que es mas
importante, estos métodos son méas faciles de estandarizar, lo que los hace adecuados

para aplicaciones a gran escala (Li et al 2017).
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16.1.- Técnicas de aislamiento y cultivo del virus

El virus de la IBH es susceptible de ser aislado y cultivado tanto en embriones de pollo
como el cultivo de tejidos. Se utlizan huevos embrionados de pollo libres de
anticuerpos especfficos y se inoculan, encontrandose lesiones 4-8 dias Pl. Estas
consisten en congestion y hemorragias en la piel, enanismo, necrosis focal y petequias
en higado, asi como mortalidad embrionaria. Cuando se inocula en membrana
corioalantoidea (MCA) se producen placas opacas de 8 dias PI, aunque éstas solo se
observan en un 25% de los embriones. Los cultivos utilizados han sido de células
renales y hepaticas de pollo, y cultivos celulares a partir de embriones de pollo y pato.
En las células renales se aprecia un efecto citolitico con destruccion completa del tejido
al segundo pase. En las células hepaticas cultivadas se observan focos de células
degeneradas al cuarto o quinto dia Pl. Al noveno dia la degeneracion es completa. En
los cultivos celulares como en las células del parénquima hepatico y MCA de los
embriones de pollo se han observado los cuerpos de inclusiéon intranucleares, es
interesante hacer notar que el virus de la HCIP pudo ser pasado 30 veces en
embriones de pollo sin que se altera su patogenicidad, causando la muerte de los
embriones 5-10 dias Pl . Es muy importante que tanto los embriones de pollo como los
cultivos celulares provengan de aves LPE, ya que se requiere una alta susceptibilidad
de los tejidos hospedadores para que pueda desarrollarse el virus. Sin embargo,
pueden utilizarse embriones de pollo comerciales de gallinas que no hayan sido
expuestas al virus. El diagnéstico por inoculacién en el embrién de pollo puede ser
dificil debido a que algunas lesiones son similares a las que produce la bronquitis
infecciosa (enanismo y encurvamiento del embridn) y la laringotraquetitis aviar (placas y
cuerpos de inclusion intranucleares en MCA). Experimentalmente se ha logrado
reproducir la enfermedad por inoculacién en pollos LPE de 1 dia de edad. En estos
animales se observaron lesiones y cuerpos de inclusion desde las 48 horas PI,
prevaleciendo hasta las 3 semanas PIl. Las rutas utilizadas fueron la intravenosa,
subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, y la ocular, El virus fue recuperado a los 6

dias PI, perono a los 11 o0 21 dias PI.
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17.- DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Esta enfermedad debe de distinguirse de aquellas otras que produzcan un cuadro
anémico o hemorragico, o ambos en pollos jévenes. Entre éstos se encuentran el
sindrome anémico hemorragico, la enfermedad de Marek y la infeccion de la bolsa de
Fabricio. Es posible que algunas veces el diagnéstico se dificulte o la enfermedad pase
desapercibida debido a la frecuente complicacion con otros agentes patdégenos. De
igual forma no sera raro diagnosticarla en forma accidental al hacer un estudio

histopatolégico de pollos con una signologia mal definida (De la Torre, 2018).

18.- ESTADO DE ESTRES Y ASOCIACION CON OTRAS ENFERMEDADES

Existen algunos reportes sobre adenovirus capaces de producir signos clinicos por si
mismos (FAV4 y FAV 8), aunque también hoy en dia estan disponibles una gran
cantidad de publicaciones donde se muestra la participacion de agentes
inmunosupresores como el virus de la Anemia Infecciosa del Pollo (CAV) que ha
demostrado ser inmunosupresor para pollos jovenes al aumentar la susceptibilidad a
las infecciones bacterianas, virales y flngicas, asi como al deprimir la inmunidad de la
vacuna (Toro et al., 2000). O el virus de la Infeccion de la bolsa de Fabricio (IBF) asi
como las micotoxinas como la citrinina, que es una micotoxina nefrotdxica, producida
por mohos que incluyen especies de Monascus (Monascus purpureus y Meiothermus
ruber) y especies de Penicillum como Penicillium citrinum, Penicillium expansum,
Penicillium radicicola y Penicillium verrucosum. Estudios recientes sugieren que las
infecciones por IBF y CAV u otros agentes inmunosupresores pueden no ser factores
esenciales necesarios para la aparicion de IBH causada por FAdV en pollos, lo que
indica que FAdV estd evolucionando como un patdbgeno primario que causa
enfermedades importantes con o sin cualquier factor predisponente (Mariappan et al.,
2018).
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19.- CONTROL DE IBH

La bioseguridad es la primera linea de defensa contra las enfermedades, y
particularmente para el control de la hepatitis por cuerpos de inclusion la limpieza y
desinfeccidn de las instalaciones, la gestion adecuada, la limpieza y la desinfeccion de
los locales y el equipo, la entrada restringida de visitantes y los equipos de
vacunacion en los criaderos desempefian un papel importante en la prevencion de la
enfermedad asi como el descanso sanitario son importantes (Hafez, 2011). En el
campo, las infecciones con el virus de la enfermedad de Gumboro y anemia infecciosa
se presentan entre los 21 y 35 dias de edad en el pollo, por lo que es prioritario revisar
las condiciones del sistema inmunolégico de las aves; ya que ninguna estrategia para
el control de la hepatitis por cuerpos de inclusidon con o sin la aplicacion de vacunas,
funciona efectivamente si el sistema inmunoldgico de las aves esta disminuido en sus
funciones.Se ha encontrado que la adicién de una solucién desinfectante de yoddéforo
al 2.5% al agua potable al 0.07 * 0.1% es muy efectiva para reducir la severidad y el
curso del HPS en pollos de engorde. Ademas, en ciertas regiones, se ha informado la
practica de inmunizar pollos con vacunas inactivadas preparadas a partir de
suspensiones hepaticas de parvadas enfermas. Dichas vacunas han sido ampliamente
investigadas y, en las condiciones prevalecientes, son percibidas como un método facil
y barato para controlar la IBH (Schachner et al.,, 2017). Ciertos autores compararon
vacunas inactivadas preparadas a partir del higado de pollos infectado de manera
experimental, una de ellas fue preparada sin adyuvantes y en la segunda fue usada
parafina liquida como adyuvante después de la extraccidon con cloroformo y la
inactivacion con formalina, esta vacuna emulsionada de aceite fue aplicada por via
subcutanea a los 10 dias de edad la cual proporcion6é una proteccion del 100% hasta
las siete semanas de edad contra la exposicién. La vacuna sin adyuvante fue menos
eficaz (Chandra et al., 1999). Sin embargo, varias preocupaciones relacionadas con la
seguridad, la eficacia y la aplicabilidad de esta practica limitan su uso ya que las
formulaciones respectivas estdn pobremente caracterizadas y contienen cantidades
indefinidas de antigeno. La variacion de las concentraciones de formaldehido y la
incertidumbre sobre cémo las cepas de virus individuales difieren en su resistencia a la

inactivacion agravaron aun mas esta falta de estandarizacion.
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Ademas, la necesidad de una aplicacion parenteral requiere procedimientos de manejo
extensivos, y se necesita una migracion de administracién repetida para obtener
proteccion suficiente. Sobre la base de la demanda de vacunas mas seguras y mas
eficaces, se han desarrollado sistemas alternativos. Se demostré que la adaptacion de
los Fadv a sistemas de cultivo susceptibles pero atipicos atenla su virulencia,
proporcionando la base para las vacunas de virus vivos. Estos ofrecerian la ventaja de
la aplicacion por via oral, y en algunos casos se ha demostrado que provocan una
respuesta de anticuerpos mas fuerte que las vacunas basadas en antigenos
inactivados. Mas recientemente, se observan esfuerzos para mejorar las estrategias
inmuno profilacticas en el desarrollo de vacunas de subunidades, generadas a partir de
componentes de la capside recombinante del virus. La proteccion de aves domeésticas
por proteinas adenovirales recombinantes ya se ha demostrado para ciertos FadV,
como EDS-V, con la proteina de fibra EDS-V implementada como un producto de
vacuna comercial. Para los FadV, el concepto de vacunacion de subunidades se ha
examinado utilizando proteinas estructurales y no estructurales del virus. Los antigenos
estructurales penton base, derivados de FadV-4, confieren altos niveles de proteccion

frente a un desafio severo con HHS (Schachner et al., 2017).
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20.- CONCLUSION

La hepatitis por cuerpos de inclusion resulta una enfermedad de importancia
econdmica para la industria aviar, quiza no de una manera directa ya que puede actuar
como un concomitante de otras enfermedades inmunodepresoras, le enfermedad es
reportada en el territorio mexicano desde 1975 y hasta la fecha es acompafada de sus
serovariedades de campo, por lo cual el conocimiento de esta patologia resulta
favorable para mantenerla presente en la realizacion de los calendarios para vacunas
de hembras reproductoras y de pollo de engorda en cuando se tenga sospecha de la
enfermedad dentro de la explotacidn y asi favorecer una inmunidad pasiva que aunado
a un buen manejo y buen criterio de bioseguridad no resulte en pérdidas econdmicas
para el productor avicola, el agente causal del IBH tiene una alta resistencia a los
factores fisicos y quimicos lo cual permitirA que mantenga su viabilidad por largo
tiempo en los sistemas de produccion de aves, es por eso que durante alguna infecciéon
de campo es fundamental que sea determinada la presencia del adenovirus, que sea
demostrado el serotipo predominante, que sea confirmado mediante lesiones
postmortem y sea documentada la presencia de dichas lesiones caracteristicas del
higado para tener una idea de la magnitud del problema, y a partir de ello tomar
medidas necesarias que incluyan activamente la vacunacién contra el adenovirus y las
buenas practicas de manejo y bioseguridad, al igual el correcto diagnéstico del
problema, puede ser de ayuda para realizar un estudio epidemiolégico que involucre la
presencia o ausencia del patdgeno en varias granjas, y de existir el problema
determinar cepas de interés patégeno para de esta manera incluirlas un el programa de
vacunacion, actualmente en México se aplica una vacuna emulsionada que contiene el
adenovirus de forma inactivada contra los serotipos 4 y 8, utilizados en pollos de
engorda, aves de postura comercial y reproductoras, de igual forma,una vacunacion a
tiempo contra la enfermedad de Marek, anemia infecciosa y gumboro debe ser
fundamental para proteger tanto a reproductoras como a la progenie de dichas
enfermedades inmunosupresoras y de esta forma poder controlar la hepatitis por

cuerpos de inclusion.
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