HEPATITIS POR CORPUSCULOS DE INCLUSION.
I. AISLAMIENTO DE UN VIRUS
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Se aislé un virus a partir de una suspension de higados sospechosos de hepatitis por corplsculos de
inclusion. El virus HCI-6 tuvo algunas caracteristicas del grupo adeno y fue capaz de reproducir la en-

fermedad en pollitos.

Introduccion

Existe poca informacion respecto a las in-
fecciones causadas por el grupo de adeno
virus en pollos. Yates y Fry (1957), aislaron
un virus de este grupo, que caus6 mortalidad
al ser inoculado a embriones de pollo. Y que
aparentemente se tratd de un virus muy se-
mejante, al que produjo Bronquitis en codor-
nices cara blanca (Colinus virginianus) (OI-
son, 1950). Segun Yates (comunicacion per-
sonal), el aislamiento de adeno virus en el
campo, no resulta muy dificil y aparentemente
no siempre representa un problema patolégico.

Hemboldt y Frazier (1963), informaron
sobre una enfermedad caracterizada por una
hepatitis necrotica y corplsculos de inclusion
del tipo A en los hepatocitos. A principios de
la década de 1970, se informé en diferentes
paises del mundo la aparicién de una nueva
enfermedad en pollos, la cual fue notificada
por diversos autores como: Howell, Mac Do-
nald y Christian (1970) en Canada; Young,
Purcell y Kavanagh (1972) en Irlanda: Wells
y Harrigan (1974) en Australia y Antillén y
Lucio (1975) en México. Los diferentes au-
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lores mencionados, informaron que la enfer-
medad se presenta tanto en pollos de reem-
plazo como en el pollo de engorda entre las
5 y 10 semanas de edad. Clinicamente la
enfermedad se caracteriza por erizamiento de
la pluma, tristeza y una mortalidad rapida
en la parvada. A la necropsia se observan he-
morragias en los musculos pectorales y en los
muslos, el higado se caracteriza por un cam-
bio de coloracion con hepatitis necrética y
hemorragica. Microscopicamente se observa
una anemia aplastica en la medula Gsea y
corpusculos de inclusion en los hepatocitos,
por lo que se le ha dado en llamar a esta
enfermedad "hepatitis por corpusculos de in-
clusion™ (HCI), dichos cuerpos pueden ser
eosinofilicos o basofilicos, esta diferencia puede
tener relacion con una de las fases de repli-
cacion viral (Maeda, Okaniwa .y Kawamura,
1967). Los corpulsculos ocupan todo el nd-
cleo o Unicamente parte de él. También se
pueden presentar lesiones en la Bolsa de Fa-
bricio, en donde se observa una disminucion
de linfocitos.

Bickford, Krasovich y Fadly (1973), me-
diante estudios de microscopia electronica,
detectaron un virus en higados afectados con
caracteristicas muy semejantes a los adeno
virus. Fadly y Winterfieid (1974), aislaron
un virus a partir de pollos con signos clinicos
de HCI en embriones de pollos de 5 dias de
edad libres de patégenos especificos (SPF)
inoculados por via saco vitelino. Posterior-
mente Di-Franco el al. (1974) y Wells y Ha-
rrigan (1974) confirmaron que el agente
causal era un virus adeno. Durante la mesa
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redonda de la XXIV Western Poultry Diseases
Conference en Davis California (1975) los
investigadores ahi reunidos llegaron a la con-
clusién que la HCI es causada por un adeno
virus.

Material y métodos

Embriones de pollo. Se utilizaron embrio-
nes de pollo SPF, los cuales se inocularon
entre los 5 y 8 dias de incubacién con 0.1 ml
de suspension de higados de pollos afectados
provenientes del Estado de Coahuila, los cua-
les fueron enviados para su estudio congela-
dos o en solucién de caldo triptosa fosfato.
Los embriones fueron observados a través del
ovoscopio diariamente, descartando los em-
briones que murieron 72 horas después de
la inoculacion, en cambio aquellos que mu-
rieron después de ese lapso o0 que eran sospe-
chosos de muerte embrionaria, se extraian
con el objeto de buscar lesiones macroscopi-
cas y microscépicas, cosechando liquido alan-
toideo, saco vitelino e higado. A todas las
muestras colectadas se les practicaron prue-
bas bacteriologicas con la finalidad de des-
cartar la presencia de contaminantes.

Cultivos celulares. Se prepararon cultivos
celulares de rifiones de embrion de pollo
(CREP). a partir de embriones de 20 dias
de edad, siguiendo las técnicas usuales. Las
células se sembraron en cajas de petri (Lux
Corporation) de 60x15 mm en cantidades
de 10° por ml y se incubaron a 39°C, con
una atmosfera conteniendo 5% de CO,. Los
medios usados fueron los descritos por Schat
y Gonzélez (1971). A los 3 dias de haber
obtenido el monoestrato completo, éste se ino.
culo con el agente en estudio; para esto se
quitd el medio de cultivo y se infectd con
0.2 ml, se incubd durante 30 min. a 39°C.
Posteriormente se agregé el medio de man-
tenimiento.

Con objeto de investigar el tipo de acido
nucleico contenido en el agente viral aislado,
se agregaron al medio de mantenimiento 50
microgramos por ml (250 microgramos por
caja de petri) de desoxibromouridina (DB
RU). Para constatar la ausencia de lipopro-
teinas del virus, se mezcl6 cloroformo y virus
en partes iguales y se incubé durante 30 min.
Posteriormente se separaron las dos sustan-
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cias y se tituld el virus. Las titulaciones con
la DBRU, cloroformo y testigos no tratados,
se realizaron por medio de diluciones dobles,
haciendo la lectura 5 dias después de la
inoculacion.

Aves experimentales. Con la finalidad de
reproducir la enfermedad se usaron pollitos
SPF de 3 dias de edad los cuales fueron ino-
culados por via intraperitoneal con 0.2 ml y
sacrificados 17 dias posteriores a la inocu-
lacion.

Histopatologia. Se colectaron muestras de
higados de pollos afectados los cuales se fi-
jaron en formol al 10%, se incluyeron en
parafina y se practicaron cortes con el mi-
crétomo de parafina a 5 micras y se tifieron
con las técnicas usuales de eosina y hema-
toxilina.

Resultados

Los signos clinicos observados en las aves
en donde apareci6 el brote de HCI y de las
cuales se colectaron las muestras en estudio,
se caracterizaron por presentar anorexia, ane-
mia y diarrea, presentdndose la muerte a las
48 horas. A la necropsia se observaron he-
morragias y necrosis en los higados asi como
también en los musculos pectorales, pericar-
dio, duodeno y rifion. En los estudios de his-
topatologia se observd que los nucleos de los
hepatocitos contenian corpusculos de inclusion
de tipo basofilico que no ocupaban totalmente
el nucleo y la cromatina se localizaba al-
rededor del mismo. Los estudios bacteriolo-
gicos fueron negativos.

Aislamiento del virus en huevos SPF.

En el Cuadro N° 1 se muestran los resul-
tados obtenidos al inocular embriones SPF,
de 5 dias de edad por via saco vitelino en-
contrando mortalidad embrionaria entre los
5y 11 dias posinoculacion. En los embriones
que murieron durante ese periodo se observa-
ron hemorragias, enanismo y contraccion (fo-
tografia 1). Los higados embrionarios pre-
sentaron hemorragias y focos de necrosis; en
cambio en los embriones que se dejaron como
controles negativos, no hubo ninguna altera-
cién macroscopica visible.
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CuADRO 1

Mortalidad embrionaria usando un inoculo de muestras sospechosas de
hepatitis por corpusculos de inclusion (HCI)

NL’lme_ro de pases en ’;lr?]?ﬁ:)?]g: MORTALIDAD EN DIAS POSINOCULACION w §£$?5ﬁ651
embriones depollo | inoculados 5 6 7 8 9 10 | 11 | muertos/Inoculados
1 10 1 12
2 5 11 |1 3/4
3 4 1 1 2 3/4
3 4 1 1] 1] 1 4/4
4 10 1 1 1 2 5/8

! Se excluyé la mortalidad inespecifica.
Filtrado a través de filtro Millipore de .22 mieras.

2

FOTO 1
Embrion con lesiones producidas por la cepa HCI-6 y control negativo. Nétese el enanismo y contraccion
del embridn.
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CUADRO 2

Patogenicidad del virus del HCI-6 en su segundo pase en cultivos celulares
a embriones de pollo de ocho dias de edad

N(imero de MORTALIDAD EN DIiAS POSINOCULACION NUmero
H 1
Con células 5 1 1 1 1 4/4
Libres de células 5 1 1 2 4/4

1 Se excluy6 la mortalidad inespeeifica.

En los estudios de histopatologia de estos
higados se detectaron las siguientes lesiones:
Infiltracién de eritrocitos y leucocitos eosi-
no6filos con destruccidn de la estructura ce-
lular del higado. Desde el segundo y tercer
pase se observo la presencia de corpusculos
de inclusién de tipo eosinofilico que ocupa-
ban completamente el nucleo.

El inéculo de células preparado a partir
de la suspension de higados afectados y pos-
teriormente filtrado por Millipore a 0.22 mi-
cras, fue patégeno para embriones de pollo,
produciendo mortalidad y lesiones similares
a las observadas cuando se inoculd con cé-
lulas.

Aislamiento en cultivos celulares.

Para el aislamiento del agente en cultivos
celulares se inocularon CREP con 0.2 ml de
una suspension de higados afectados. Al cuar-
to dia posinoculacion se detectaron lesiones
en el monoestrato tales como: presencia de
células redondas, formacion de sincitios, cé-
lulas redondas flotando en el medio y final-
mente se observaron &reas del monoestrato
en donde se habia perdido el contacto con
la superficie de la caja. En total se hicieron
4 pases, observando siempre que el efecto ci-
topatico fue consistente. En los monoestratos
utilizados como controles no se observé nin-
guna alteraciéon. El material obtenido en el
segundo pase se utiliz para probar su pato-
genicidad en embriones. Los resultados obte-
nidos estan contenidos en el Cuadro N° 2,
indicando que tanto el material celular como
el material libre de células caus6 mortalidad
en los embriones, produciendo las lesiones
macroscopicas y microscopicas ya descritas.
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Susceptibilidad del virus a DBRU y al
cloroformo.

En el Cuadro N°® 3 se presentan los resul-
tados obtenidos al probar la susceptibilidad
del virus a la DBRU vy al cloroformo. En estos
casos se encontré que la DBRU inhibe el
crecimiento del virus, indicando que éste es
un virus ADN. En las pruebas con cloroformo
no se detecté una diferencia en el titulo de los
lotes tratados y controles, por lo tanto se
comprob6é que el virus no tiene membrana
externa.

CUADRO 3
Susceptibilidad del virus HCI-6

a la desoxibromo uridina (DBRU)
y al cloroformo

NUMERODE | .. Titulo final? Cloroformo3
EXPERIMENTO DBRU
1 1/4000 1/500 NP!
2 1/4000 1/500 1/4000
3 1/4000 NP 1/4000

! No probado.
2 Se utilizaron 50 mlcrogramos por mililitro.

¥ Se utiliz6 50% de cloroformo y 50% de inoculo
y se incub6 durante 30'.

Reproduccion de la enfermedad.

En un experimento preliminar, se logro
reproducir la enfermedad con el virus aisla-
do, al inocular pollos SPF a los 3 dias de
edad. A la necropsia de estas aves, se encon-
traron higados con focos necréticos, hemo-
rrdgicos y palidez de la médula 6sea. Las
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lesiones histopatol6gicas observadas en el hi-
gado fueron: Degeneracion grasa, infiltracién
de eritrocitos y corpusculos de inclusion de
tipo basofilo en los ndcleos de los hepato-
citos.

Discusién

El virus aislado y denominado HCI-6, apa-
rentemente tiene las caracteristicas del agente
causal de la HCI, ya que mediante las prue-
bas realizadas se encontr6 que el virus contiene
ADN vy no posee lipidos esenciales. Segun el
Dr. Bickford (comunicacion personal), las
lesiones encontradas en los embriones de pollo
y cultivos celulares fueron similares a los que
produce la cepa Tipton, aislada por Fadly y
Winterfield (1973). En la actualidad se ha
informado que existen 10 diferentes serotipos
de virus Adeno en pollos (Calnek y Cowan,
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1975), de los cuales sélo se encuentran cua-
tro que son patégenos. Desgraciadamente no
fue posible determinar el serotipo de la cepa
HCI-6. La prueba en pollitos SPF confirmo
que el virus es capaz de reproducir ciertas
lesiones caracteristicas de esta enfermedad.
Por lo expuesto se confirma el informe de
Antillon y Lucio (1975), sobre la existencia
de esta enfermedad en México.
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