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ADENOVIRUS AVIAR.
DESARROLLO DE ANTICUERPOS PRECIPITANTES

Ester T. GonzALEZ (1), ALEJANDRO A. SCHUDEL (2),
Maria E. ETCHEVERRIGARAY (3), JUAN E. ZaABALA SUAREZ (4).

RESUMEN

Se realizé la inoculacién experimental con Adenovirus aviar (sero-
tipo I) a pollos de 1 dia de edad y adultos (11 a 24 semanas de edad).
En los pollitos B.B. la respuesta de anticuerpos es méas lenta (segunda
semana postinoculacién) comparado con la respuesta en animales de
mayor edad, donde se hace evidente a la primera semana postinocula-
cién. El titulo de anticuerpos es también mayor en animales adultos
al igual que la proporcién de animales infectados. Pollitos B.B. con
anticuerpos maternales pueden ser infectados desarrollando anticuer-
pos mas tardiamente (cuarta semana post-inoculacién).

SUMMARY
“AVIAN ADENOVIRUS. PRICIPITANTS ANTIBODIES RESPONSE”

Experimental inoculation with avian Adenovirus (serotype I) was
carried out in one day old chickens and in adults (eleven and twenty
four weeks old). Response to antibodies is slower in B.B. chickens (se-
cond weeks post-inoculation) as compared to response in older animals
where this is evident in first week post-inoculation. Not only the title
of antibodies but also the proportion of infected animals is greater in
adults animals. B.B. chickens with maternal antibodies may be infec-
ted developing antibodies later (fourth week post-inoculation).
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INTRODUCCION

_ La infeccién por Adenovirus avia-
res se encuentra ampliamente distri-
buida en todo el mundo, sobre todo
en areas de explotacion avicola co-
mercial intensiva (2, 10, 12).

Hay varios serotipos distinguibles -

por seroneutralizacion (3, 9) y ,las
distintas cepas se han aislado de:
embriones de pollo, pollos sanos y en-
fermos, de cultivos de células de em-

brion de pollo y de otras especies

aviares.

La relacion entre los aislamientos
de Adenovirus y presencia de deter-
minados sintomas clinicos permane-
cen oscuros, pues muchas veces hay
otros agentes infecciosos que compli-
can el cuadro sintomatologico. La in-
feccion con Adenovirus aviares es en
algunos casos confundida con Bron-
quitis -Infecciosa. Es comun a. ambas
la infeccion respiratoria, problemas
en la calidad de los huevos y una baja
en la produccion de los mismos.

No todos los serotipos producen le-
siones hepaticas definidas, pues mu-
chas veces la infeccion cursa en for-

ma casi inaparente, y en intfecciones
naturales los sintomas, cuando los
hay, consisten en suaves signos respi-
ratorios, somnolerncia, bajo desarro-
llo, jadeo y diarrea (8, 10, 12). La
prueba de seroneutralizacién en cul-
tivos de células es probablémente el
método mas sensible para detecfar
infecciones en pollos, pero como de-
tecta anticuerpos especificos de tipo,
existe slempre la posibilidad de que
el plantel esté infectado con otro se-
rotipo no reconocido. La prueba de
doble inmunodifusion en agar (DI
DA) es util en cuanto tiene un es-
pectro de positividad méas amplio, ya
que permite detectar anticuerpos es-
pecificos de grupo, pudiéndola apli-
car en la cuantificacion de los mis-
mos.

El objetivo del presente trabajo es
determinar la duracion y variacion
del titulo de anticuerpos precipitan-
tes en aves experimentalmente ino-
culadas, investigando las caracteris-
ticas de la respuesta inmune en po-
llos recién nacidos y adultos.

MATERIAL Y METODOS

Virus; Se utilizé la cepa FCV-89,
tomada como prototipo de aislamien-
tos realizados en el pais (6,11).

La propagacion se realizé por ino-
culacién en cavidad alantoidea  en
huevos embrionados de 9 dias de
edad. El liquido alantoideo del segun-
do y tercer pasaje se coseché al 5°
dia de postinoculacién, centrifugando
a 3000 rpm. durante 15 minutos.

El sobrenadante se guardé a —20°C.

Antigeno: El liguido alantoideo del
69 pasaje de la cepa original en em-
brién de pollo se cosecho al 52 dia
post-inoculaciéon centrifugando a 1500
rpm. durante 50 minutos. El sobre-
nadante se recentrifugé en Beckman

L-65, rotor 30-2, a 27.500 rpm. du-

rante- 90 minutos a 4°C. El sedimento
se resuspendié en liquido alantoideo
concentrando el volumen original 200
veces. El antigeno asi preparado se
fraccioné y conservé.a —20°C, contro-
landose en la prueba de DIDA frente
a, sueros patrones positivos obtenidos
de animales enfermos al momento de
hacer el aislamiento de la cepa origi-
nal y frente a un control positivo
proveniente del “Virus and Fickett-
sial Registry American Type Culture
Collection”.
Aves. Ezxperiencia I: Deteccion
de anticuerpos precipitantes

Exp. I-1: 20 pollitos de 1 dia, pro-
venientes de planteles comerciales, 1i-
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nea AA26, con anticuerpos contra
Adenovirus aviares.

Exp. I-2: 4 pollos de 24 semanas,
igual origen que los anteriores. Sin
anticuerpos contra Adenovirus avia-
res. Se inocularon los animales de
ambas experiencias por via nasal e
intraperitoneal (0,2 ml) con virus
FCV-89 (1 x 107 DLE 50/ml). Sema-
nalmente se extrajo sangre de los dos
lotes por puncién intracardiaca (5
animales de la Ezp. I-1 y 2 animales
de la Ezxp. I-2). Los sueros de cada
experiencia se procesaron en forma
de pool a fin de efectuar la prueba
de DIDA para la deteccion de anti-
cuerpos precipitantes.

Experiencia II: Titulacién
de anticuerpos precipitantes

Exp. II-1: 33 pollitos de 1 dia, linea
AA26, sin anticuerpos contra Adeno-
virus aviares. ’

Ezxp. II-2: 9. pollos de 11 semanas,
linea AA26, sin anticuerpos contra
Adenovirus aviares.

Ambos lotes se inocularon en la
misma forma que en la EzxperienciaI.
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Diariamente se controlé el estado
sanitario de los animales y semanal-
mente se extrajo sangre por punciéon
intracardiaca en animales de cada
lote (5 animales de la Exp. II-1 y 3
animales de la Exp. II-2). '

Las muestras de suero de cada ex-
periencia, fueron analizadas indivi-
dualmente en la prueba de DIDA.

Para ambas experiencias la titula-
cion de los anticuerpos precipitantes
se realizé por la misma técnica (DI
DA), mezclando cantidades de los co-
rrespondientes sueros positivos de
cada semana, diluyendo en logs con
solucion fisiologica.

Prueba de doble inmunodifusion
en agar (DIDA)

Se utilizé agar noble DIFCO disuel-
to al 1% en Buffer de sodio y pota-
sio (en solucién de cloruro de sodio
al 8%) ph 7,4 (13).

Se llevé a cabo la microtécnica de
DIDA, sembrando un suero control
positivo y un suero negativo en cada
ensayo, permaneciendo en camara
humeda a temperatura ambiente 20-
22°C) hasta 72 horas postsiembra.

RESULTADOS

En los resultados obtenidos se ob-
serva que inoculando pollitos de 1 dia
de edad con anticuerpos maternales
(Exp. I-1) la respuesta de anticuer-
pos precipitantes se detecta a partir
de la cuarta semana postinoculacion,
manteniéndose positiva durante los 4
meses que durd la experiencia (Cua-
dro N° 1).

En los pollitos sin anticuerpos ma-
ternales (Exp. II-1, Grdfico N¢ 1) la
respuesta se hace evidente a la se-
gunda semana postinfeccién, alcan-
zando en este momento el maximo
valor (titulo 1/8). En las siguientes
semanas los valores decrecen gra-
dualmente, notandose picos en las se-
manas 6, 10, 13, 14 y 15, sin alcanzar
nunca el titulo de la segunda sema-
na postinoculacion,

La curva de proporciéon de positivos
sigue aproximadamente la curva de
titulacién, existiendo en general co-
rrespondencia entre los valores al-
canzados por ambas curvas. Se obser-
v6 un mayor numero de positivos en
la 52 y 62 semana disminuyendo lue-
go sensiblemente,

En los animales adultos sin anti-
cuetpos contra Adenovirus aviar (Exp.
I-2 y Exp. II-2) la respuesta obteni-
da fue mas rapida, siendo positiva la
reaccion de DIDA en la primer se-
mana postinoculacién, manteniéndo-
se este resultado durante todo el pe-
riodo experimental (Cuadro N° 1). En
la Experiencia II-2 (Grdfico N° 2),
inoculando Adenovirus aviar en ani-
males de 88 dias de edad, se observa
que a los 8 dias postinfeccién el titu-
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lo de anticuerpos precipitantes al-
canza un valor de 1/16 y 1/32 en la
12va. semana, para luego disminuir
hasta 1/2 en la 15va. semana. Tal co-
mo se observa en el Grdfico N° 2, la
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casi totalidad de los individuos adul-
tos pueden ser experimentalmente
infectados, conservandose correspon-
dencia entre titulos y proporcion de
positivos.

CUADRO N¢ 1

Respuesta de anticuerpos precipitantes en aves de distintas edades inoculadas
experimentalmente con Adenovirus aviar (serotipo I).

tiempo
“""'“""1234557891011121314151617
Exp. I-1 |- - - f b+t 44+
1 dia (*) ()
Exp- I-1 | = f o b b b+ b 4
1 dia (**) )

192 dias (***)

Exp. 12 4+ 4 4 + 4 +

(®)

Exp. II-2
88 dias (***)

FEEF A+t S

(*) Con anticuerpos maternales; (**) sin anticuerpos maternales; (***) ani-
males adultos sin anticuerpos; (°) finalizacién de la experiencia.

DISCUSION

En las experiencias realizadas se
observa que las aves de cualquier
edad son suceptibles a la infeccion
con Adenovirus aviar. Los pollitos re-
cién nacidos que poseen anticuerpos
maternales igualmente pueden ser
infectados (Exp. I-1) aungue se ob-
serva una demora en la aparicion de
los anticuerpos precipitantes (8).

La respuesta inmune en animales
adultos sin anticuerpos pricipitantes
(Exp. I-2 y Exp. II-2) es méas rapida
que en los pollitos de 1 dia de edad
sin anticuerpos precipitantes (Exp.
II-1), observandose valores positivos
a la primera semana postinoculacion,
mientras que en los animales peque-
fios la respuesta se hace evidente a
la segunda semana postinoculacion,

En los animales adultos (Exp. II-2)
el titulo de anticuerpos precipitantes
es mas alto, como asi también mayor
la proporcién de animales infectados
comparado con los valores hallados
en los pollitos inoculados al dia de
edad (Exp. II-1).

La diferencia en la respuesta in-
mune considerando la inoculacién en
pollitos BB y adultos, puede expli-
carse ya que en los animales recién
nacidos existe inmadurez del aparato
inmunocompetente.

A lo largo de las experiencias que
se prolongaron por varios meses, no
se observaron signos evidentes de en-
fermedad. Esto confirmaria los resul-
tados de otros investigadores, quienes
inoculando experimentalmente. Ade-
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novirus aviar tipo I, no lograron pro-
ducir sintomas clinicos (4, 5, 7).

En las experiencias II-1 y II-2, que
se prolongaron por 17 y 15 semanas
respectivamente, se observo que los
anticuerpos precitantes decaen pro-
gresivamente y es de esperar que pro-
longéndose por méas tiempo se confir-
me lo sefialado por Ahmed y col. (1)
quien indicé que los anticuerpos pre-
cipitantes disminuyen progresiva-
mente su titulo y terminan por des-
aparecer alrededor de la semana 23
postinfececion.
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Los resultados obtenidos nos per-
miten seflalar la importancia del
anilisis de anticuerpos precipitantes
para la deteccion de infeccion por
Adenovirus aviares, demostrandose
que tanto los animales adultos como
los recién nacidos son capaces de
desarrollar en un corto periodo una
respuesta inmune detectable median-
te la prueba de DIDA, siendo éste un
método practico y sensible para el
uso rutinario en el laboratorio.
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