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La hepatitis por cuerpos de inclusion es una enfermedad virica, causada por adenovirus del
grupo 1, familia Adenoviridae. En Espafia, se observaban casos aislados de esta enfermedad de
forma esporadica. Pero desde el brote de 2011 que afectd a broilers y reproductoras pesadas,
esta enfermedad se presenta de forma endémica en nuestro pais. En el presente estudio se resume
la caracterizacion molecular y patoldgica de las cepas involucradas en los casos entre 2011 y
2013.
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Introduccion

En la primavera de 2011 se inici6 un brote de hepatitis por cuerpos de inclusién (IBH) en Espafia.
Los casos afectaron mayoritariamente a granjas de pollos broiler, aunque también se observaron
algunos casos en pollitas de recria pesadas. Desde entonces, la aparicién de casos de IBH se ha
sucedido de forma continuada, de manera que actualmente la enfermedad se presenta de forma
endémica en nuestro pais. Por ello, se considerd necesario determinar qué serotipos de adenovirus
aviares (FAdV) estaban involucrados en los casos de IBH, asi como caracterizar el potencial patdgeno
de éstos. Para ello, se disefid un trabajo conjunto del CReSA, Centre de Recerca en Sanitat Animal, y
el CESAC, Centre de Sanitat Avicola de Catalunya. En primer lugar se caracterizaron molecularmente
los adenovirus detectados los casos de IBH confirmados bien mediante histologia o PCR.
Posteriormente, se realiz6 una infeccion experimental con los dos serotipos de virus detectados en
pollitos libres de patgenos especificos (SPF).

Caracterizacion molecular de los adenovirus detectados en los casos de IBH
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Desde el inicio del brote en la primavera de 2011, un total de 85 casos remitidos al CReSA y/o al
CESAC han sido diagnosticados como IBH, bien mediante histologia o PCR. A partir de los casos
confirmados y de los cuales se tenia tejido hepatico congelado, se llevo a cabo la PCR para la
amplificacion parcial del gen hexon. Un total de 39 casos resultaron positivos con esta PCR y se realizd
la secuenciacion del fragmento amplificado de 500pb. El andlisis filogenético y de las secuencias
demostrd que 11 aislados (28,2%) pertenecian al FAdV-11 (genotipo D) mientras que 27 aislados
(69,2%) se agruparon en el FAdV-8b (genotipo E). Un aislado se agrup6 de forma aislada con la cepa
de referencia del FAdV-8a (2,6%) dentro del genotipo E (Figura 1).

Aungue el analisis de los datos epidemioldgicos de los casos no ha permitido observar ninguna relacion
epidemioldgica clara entre los casos causados por un mismo serotipo, la mayoria de los casos de
pollitas reproductoras pesadas (3/4) incluidos en el estudio se asociaron al serotipo 11.

Caracterizacion patoldgica de los adenovirus FAdV-8b y FAdV11

Teniendo en cuenta que la mayoria de los adenovirus detectados se clasificaron en los serotipos 8b y
11, se decidid determinar el potencial patdgeno en pollitos SPF de estos dos serotipos. Para ello se
seleccionaron dos casos clinicos, causados por cada uno de los dos serotipos de virus, 8b y 11. A partir
del homogeneizado de higados congelados procedentes de los casos, se aisl6 el virus en cultivos
primarios de hepatocitos de embrion SPF (CELIC) y se obtuvieron los stocks viricos para cada uno de
los serotipos de FAdV que se alicuotaron y congelaron a -80C. Una alicuota de cada asilado virico se
titul6 en CELIC.

Se infectaron dos grupos de pollos SPF de 5 dias de vida con cada uno de los serotipos: FAdV-8b (8b
en adelante) y FAdV-11 (11 en adelante). Los grupos 8b y 11 se infectaron via intramuscular con una
dosis de 10* TCIDso/ml y animal, mientras que los grupos 8b+ y 11+ se infectaron via intramuscular
con una dosis de 10%° TCIDso/ml y animal. Cada grupo incluia 8 pollos SPF infectados y 4 pollos SPF
no infectados y referidos en adelante como contactos. Un quinto grupo que incluia 6 pollos SPF
infectados con PBS se utiliz6 como control negativo. Diariamente se evaluaron los signos clinicos y
mortalidad. Se tomaron hisopos cloacales para evaluar la excrecion viricaa 1, 2, 3, 4,5, 7,9, 12y 15
dias post infeccion (dpi). A los 5, 8, y 15 dpi se realizaron necropsias de 3 animales infectados de cada
uno de los grupos. A los 15 dpi todos los animales supervivientes, asi como todos los contactos se
eutanasiaron y se realizo necropsia. Previamente a la eutanasia, se tomaron muestras de sangre para
realizar serologia.

No se observé mortalidad en ninguno de los grupos infectados, y solamente un animal del grupo 8b+
mostrd signos clinicos inespecificos (inactividad, plumas erizadas). En los grupos 8b+ y 11+ se
observaron areas focales o difusas de palidez hepatica en los animales sacrificados a los 5y 8 dpi.
Histoldgicamente, en estos animales se observé hepatitis y pancreatitis necrotizante multifocal con
cuerpos de inclusion intranucleares. En los grupos infectados con una menor dosis, 8by 11, las lesiones
observadas fueron similares pero en menor extension y gravedad, y en un nimero menor de animales.
No se observaron signos clinicos ni lesiones macro ni microscopicas en los contactos, ni en el grupo
control negativo.
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Solamente se observé seroconversion en los grupos infectados con una dosis alta: 5 animales infectados
del grupo 8b+ y 4 animales (2 infectados y 2 contacto) del grupo 11+.

Se detect6 excrecion virica en todos los animales de los grupos 8b, 8b+, 11 y 11+, tanto infectados
como contactos (Figura 2). En las aves infectadas con una dosis mas alta, se alcanzaron niveles altos
de excrecion virica més rapidamente. Cuando comparamos las aves infectadas y los contactos, la curva
de excrecion virica en las aves contacto se retraso respecto las aves infectadas del mismo grupo.

Estos resultados demuestran que ambos serotipos, FAdV-8b y FAdV-11, son capaces de infectar aves
SPF e inducir altos niveles de excrecion fecal. Ademas, en ambos serotipos, las aves contacto
excretaron de forma consistente los virus, demostrando la capacidad de las aves infectadas de infectar
las aves contacto. Sorprendentemente, la infeccion experimental con ambos serotipos, no causo
practicamente mortalidad en las aves SPF. Teniendo en cuenta el efecto del incremento de la dosis en
las lesiones observadas, es probable que se necesitaran dosis mas elevadas de ambos virus para inducir
mortalidad. Pero no se puede descartar la necesidad de otros factores ambientales o infecciosos para
inducir una mayor virulencia de los FAdV inoculados. A pesar de la ausencia de mortalidad, se
demostro la capacidad de ambos serotipos para inducir lesiones en el higado y pancreas.

Figura 1. Arbol filogenético realizado mediante el método Neighbor-Joining y basado en las
secuencias nucleotidicas parciales del gen hexon de FAdV. En color y negrita las cepas de
referencia de los 12 serotipos de FAdV. En letras negras las cepas aisladas de casos de IBH en
Espaia.

FAdV1-CELO-EU979367
_{ FAdV4-KR5-EU979370
FAV10-C2B-EU979377

Figura 2. Gréficos de excrecion cloacal de FAdV-8b y FAdV-11. En cada gréafico se muestran
ambos serotipos (8b en azul y 11 en rojo). Los dos gréaficos superiores muestran la excrecion en
aves infectadas mientras que los graficos inferiores muestran la excrecion en las aves contacto.
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Los graficos de la izquierda muestran la excrecidn de los grupos infectados con una dosis baja,
mientras que los gréaficos de la derecha muestran la excrecion de los grupos infectados con una
dosis alta.
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Cloacal viral shedding confirmed effective transmission of inoculated to contact animals.
Shedding was consistent and long-lasting further evidencing the capacity of both viral strains to
replicate, but not causing clinical disease, in SPF chickens. These results are in accordance with
others experimental infections previously reported (Ono et al., 2011; Grgic et al., 2011).
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