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				Resumen

				Adenovirus aviar tipo 1 (FAdV) es considerado un patógeno de importancia para la industria avícola. Los serotipos 4 (FAdV-4) y 8b (FAdV-8b) son responsables de hepatitis por cuerpos de inclusión (IBH) y síndrome de hidropericardio (HHS) en pollos y son prevalentes en el Perú. El objetivo del presente trabajo fue establecer un protocolo estandarizado de obtención de inóculos virales inactivados de FAdV-4 y FAdV-8b producidos en células de hepatoma de pollo (LMH). Para ello, células LMH al 70 % de confluencia, crecidas en medio DMEM con 10 % de suero fetal bovino, fueron infectadas con FAdV-4 o FAdV-8b para evaluar el valor de multiplicidad de infección (MOI) y tiempo de cosecha óptimos. Luego, se realizó la producción de 1L de ambos serotipos considerando un MOI de 10 y tiempo de cosecha de 96 h post-infección (hpi). Seguidamente, ambas cosechas virales fueron clarificadas y concentradas mediante ultrafiltración tangencial (UFT) en membrana de 100kDa e inactivadas con 30mM de etilenimina binaria (BEI) a 37°C por 18 h. La pérdida de infectividad fue corroborada por el cálculo de dosis infecciosa del 50 % de cultivo de células (TCID50). Nuestros resultados mostraron que con un MOI de 10 y cosecha de 96 hpi se alcanzó el mayor título viral (> 1x108 TCID50/mL). Además, se mostró que la UFT permitió concentrar 10 veces la cantidad de virus con una recuperación del 91% y que la inactivación con BEI fue eficiente. Los inóculos inactivados obtenidos pueden ser utilizados en la formulación de una vacuna para prevenir IBH y HHS en pollos de forma segura.

				Palabras clave: FAdV, hepatitis por cuerpos de inclusión, inóculo viral, LMH

				Abstract

				Avian adenovirus type 1 (FAdV) is considered an important pathogen for the poultry industry. Serotypes 4 (FAdV-4) and 8b (FAdV-8b) are responsible for Inclusion Body Hepatitis (IBH) and Hydropericardium Syndrome (HHS) in chickens and are prevalent in Perú. The objective of this work was to establish a standardized protocol for obtaining inactivated viral inoculum of FAdV-4 and FAdV-8b produced in chicken hepatoma (LMH) cells. For this, LMH cells at 70 % confluence, grown in DMEM medium with 10 % fetal bovine serum, were infected with FAdV-4 or FAdV-8b to evaluate the optimal multiplicity of infection (MOI) value and harvest time. Then, the production of 1L of both serotypes was carried out considering an MOI of 10 and a harvest time of 96 h post-infection (hpi). Next, both viral harvests were clarified and concentrated by tangential ultrafiltration (UFT) on a 100kDa membrane and inactivated with 30mM Binary Ethyleneimine (BEI) at 37°C for 18 h. Loss of infectivity was corroborated by calculating the 50 % cell culture infectious dose (TCID50). Our results showed that with an MOI of 10 and a harvest time of 96 hpi, the highest viral titer was reached (> 1x108 TCID50/mL). In addition, it was shown that UFT allowed concentrating 10 times the amount of virus with a 91% recovery rate and that inactivation with BEI was efficient. The inactivated inoculum obtained can be used in the formulation of a vaccine to safely prevent IBH and HHS in chickens.

				Keywords: FAdV, inclusion body hepatitis, viral inocu-lum, LMH
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				Introducción

				Adenovirus aviar (FAdV) pertenece a la familia Adenoviridae y al género Aviadenovirus, se clasifica en 5 especies o genotipos (A – E), y según ensayos de 

				reconocimiento de antigenicidad (virus neutralización o análisis de secuencia) se subdivide en 12 serotipos1. Algunos serotipos inducen hepatitis por cuerpos de inclusión (IBH), síndrome de hepatitis-hidropericardio (HHS) o erosión de molleja adenoviral (AGE)2. Este virus 
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				ocasiona pérdidas económicas muy sustanciales en la avicultura, debido a la alta mortalidad observada por IBH o HHS y el retraso del crecimiento en relación con IBH y AGE2,3.

				En recientes investigaciones se ha establecido el papel emergente de algunas de las cepas de FAdV como patógenos primarios, principalmente en pollos. Así, las cepas de FAdV serotipo 1 (FAdV-1) clasificado dentro del genotipo A está asociado a AGE; las cepas de FAdV-4 (genotipo C) causan HHS, mientras que los genotipos D (serotipos 2 y 11) y E (serotipos 8a y 8b) son los principales agentes causales de IBH4,5.

				En el Perú se han reportado los serotipos FAdV-4, FAdV-7, FAdV-8a, FAdV-8b, FAdV-9 y FAdV-116–8; en España se reportaron FAdV-2, FAdV-8b y FAdV-119; en Brasil se reportaron los serotipos FAdV-8a, FAdV-8b y FAdV-1110; en México se identificó un FAdV-4 altamente virulento11; en Turquía, se mostró los serotipos FAdV-8b y FAdV-1112 y finalmente, en China se reportó predominancia del serotipo FAdV-4, en comparación a FAdV-8a y FAdV-8b13. Por otro lado, hay reportes de desplazamiento de la dominancia de serotipos, por ejemplo, en Corea del Sur, el serotipo FAdV-8b desplazó la predominancia de FAdV-414. Para el control de estas enfermedades la vacunación resulta una herramienta preventiva ampliamente utilizada. La literatura científica indica que la protección cruzada entre los serotipos es parcial, es decir, mientras que existe cierta protección cruzada entre serotipos incluidos en un mismo genotipo, dicha protección es menos probable entre serotipos incluidos en genotipos diferentes15. De hecho, se ha reportado que las vacunas contra FAdV-4 carecen de protección cruzada contra FAdV-8b en el campo y concluyen que FAdV-8b sea incorporado en la vacunas comerciales14. Por ello se valora el desarrollo de vacunas inactivadas de tipo polivalentes. 

				Las vacunas inactivadas que contienen FAdV, tradicionalmente se obtienen utilizando huevos embrionarios libres de patógenos específicos; no obstante, esta plataforma de producción implica ciertas desventajas: disponibilidad de huevos, logística laboriosa, generación de residuos biológicos y adaptación de virus a huevos16,17. Considerando lo anterior, el cultivo celular es considerado como una buena tecnología para el cultivo y aislamiento viral, siendo más preciso y sensitivo para la identificación del virus. Se han descrito el uso de células de fibroblastos de pollos, células embrionarias de riñón o hígado de pollo, células de fibroblasto de codorniz y células de hepatoma, conocida como células LMH2 para aislamiento y propagación de partículas virales de FAdVs, las cuales causan efectos citopáticos luego de 5 a 6 días post-inoculación18. Además, en comparación con vacunas utilizando inóculo viral producido desde embrión de pollo, las vacunas derivadas de cultivo celular requieren de menor logística para su fabricación.

				En este trabajo se presenta una estrategia de producción de un inóculo viral inactivado de FAdV-4 y FAdV-8b usando células LMH como plataforma cultivo.

				MaterialES y MÉtodos

				Línea Celular 

				La línea celular inmortalizada LMH (del inglés, Leghorn Male Hepatoma) fue obtenida desde CLS (Cell Lines Service, Alemania) y cultivada a 37°C y 5 % de CO2 en medio DMEM (Gibco, Gaithersburg, MD, USA), con 10 % de suero fetal bovino (SFB; Sigma Aldrich Co., 

				St Louis, Missouri, USA) inactivado por calor y con el agregado de solución antibiótico-antimicótico (Sigma Aldrich Co., St Louis, Missouri, USA). 

				Cepas del Virus

				Adenovirus aviar tipo 1 serotipo 4 y 8b (FAdV-4 y FAdV-8b) fueron aislados de hígado de pollos de engorde infectados naturalmente en los años 2003 y 2019, respectivamente, en granjas ubicadas en Lima. Dichas cepas fueron identificadas por análisis filogenético de las secuencias de nucleótidos del hexón en el Poultry Diagnostic Research Center (Atlanta, GA, USA), y fueron agrupados como serotipo 4 y serotipo 8b. Estas cepas se mantienen conservadas a -80°C en el cepario viral del laboratorio de Investigación y Desarrollo de Quimtia S.A. (Lurín, Lima, Perú).

				Infección viral con diferentes valores de MOI

				La determinación de los parámetros de infección para la producción de FAdV-4 y FAdV-8b se realizó mediante la evaluación de diferentes valores de multiplicidad de infección (MOI). Se usaron células LMH, crecidas por 72h en medio DMEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) y antibiótico-antimicótico, a 37°C y 5% de CO2. Al alcanzar el 70 % de confluencia, las células fueron infectadas con MOI de 2 y 10. Para la infección viral de las células LMH, se aspiró el sobrenadante del cultivo de LMH, se lavó la monocapa con buffer fosfato salino de Dulbecco, (DPBS, Sigma Aldrich Co., St Louis, Missouri, USA), se adicionó el inóculo viral y se incubó durante 1 h a 37°C agitando el cultivo suavemente cada 15 min. Finalizado el tiempo de incubación, se lavó nuevamente la monocapa con DPBS, se adicionó medio de cultivo fresco y se incubó a 37°C y 5 % de CO2. A las 48, 72, 96 y 120 h posterior a la infección (hpi) se tomó una muestra del sobrenadante para determinar el título viral mediante la técnica del cálculo de la dosis infectiva de 50 % de cultivos celulares (TCID50).

				Producción de FAdV-4 y FAdV-8b 

				Una vez establecido el MOI adecuado de infección se realizó la producción de 1 L de inóculo viral de cada serotipo (FAdV-4 y FAdV-8b). Células LMH fueron sembradas en frascos T-225 (225 cm2), 7 x 106 células en cada T-225, conteniendo 50 mL de medio DMEM suplementado con 10 % de SFB y antibiótico-antimicótico. Cuando las células alcanzaron una confluencia del 70%, se realizó la infección con FAdV-4 o FAdV-8b con un MOI de 10, según corresponda, y se incubó a 37°C y 5 % de CO2 durante 96 h. Se realizó la cosecha del virus y el cultivo se recuperó en frascos estériles. Se centrifugó a 4000 RPM durante 30 min a 4°C. Luego, el sobrenadante clarificado fue filtrado a través de una membrana de 0.2µm.

				Concentración por ultrafiltración tangencial

				Las cosechas de FAdVs (volumen de 1 L por cada serotipo) fueron sometidas a ultrafiltración tangencial, lo que permitió reducir el volumen. Se trabajó con una presión de alimentación (Pinlet) de 0.5 bar y presión transmembrana (TMP) constante de 0.4 bar. Para ello se usó el equipo SARTOFLOW® Advanced (Sartorius, Alemania) empleando el casete Sartocon® Slice Hydrosart® (Sartorius, Alemania), con un tamaño de poro de 100 kDa y un área de membrana de 0.1 m2. El producto final (concentrado) fue esterilizado por filtración en membrana de 0.2 µm y conservado a 4°C hasta su inactivación. 
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				Titulación de FAdV-4 y FAdV-8b 

				La muestra viral fue titulada mediante TCID50 por el método de Reed-Muench19, siguiendo las indicaciones de Chen20. Se preparó diluciones seriadas del virus desde 10-1 hasta 10-10 en medio DMEM con 10 % de SFB y antibiótico-antimicótico. Luego, se realizó la mezcla de 100µL de cada dilución viral con 100µL de una suspensión de células LMH de 3 x 105 células/mL por pozo en una placa de 96 pozos. Se realizaron 8 réplicas por cada dilución seriada y se incubó a 37°C en 5% de CO2 durante 7 días. Se contó el número de pozos infectados por presencia del efecto citopático y se realizó el cálculo del TCID50/mL.

				Inactivación viral con Etilenimina Binaria (BEI)

				Para la inactivación viral se siguió el método de Bahnemann con modificaciones21. Brevemente, se preparó una solución de BEI mediante la ciclación de 0.58M de bromhidrato de 2-bromoetilamina (Sigma Aldrich Co., St Louis, Missouri, USA) mezclado con una solución de NaOH de 0.5M a 37°C durante 1 h. La reacción se controló siguiendo la caída del pH debido a la formación de BEI y se filtró en esterilidad en membrana de 0.2µm. La preparación de BEI se añadió a la suspensión viral (FAdV-4 o FAdV-8b) para una concentración final de BEI de 30 mM. Se incluyó un control viral sin adición de BEI, el cual ante un estudio de control de la inactivación (ensayo de pérdida de infectividad) debería mantener su capacidad de causar efecto citopático en células. Las suspensiones de virus se incubaron a 37°C durante 18h. El BEI residual se hidrolizó mediante la adición de una solución estéril de tiosulfato de sodio (Sigma Aldrich Co., St Louis, Missouri, USA) de 1.26 M al 10 % del volumen del BEI utilizado. 

				Ensayo de pérdida de infectividad

				Se realizó el ensayo de TCID50 con la muestra viral inactivada con diluciones seriadas entre 10-1 hasta 10-8, y luego de 7 días se evaluó la presencia de efecto citopático. Adicionalmente, se sembró 5x105 células en un frasco T-25 (25 cm2) con 5mL de medio DMEM con 10 % SFB y antibiótico/antimicótico, e incubó por 24 h a 37°C y 5 % de CO2. Luego de este periodo, el cultivo fue inoculado con 100 µL de muestra viral inactivada e incubado por 5 días a 37°C y 5 % CO2. Ausencia de efecto citopático se consideró como pérdida total de infectividad. Para los controles se usaron una muestra viral sin inactivar (control positivo) y solución de BEI neutralizada (control negativo). 

				RESULTADOS

				El cultivo LMH infectado por adenovirus aviar serotipo 4 (Figura 1) y serotipo 8b (Figura 2) fue visualizado microscópicamente. En ambos casos, a las 24 hpi (Figura 1B y 2B) se observaron alteraciones en algunas células: formación de aglomeraciones de células redondeadas y refringencia en algunos puntos de la monocapa; progresivamente, estas características fueron más evidentes a las 48 hpi con pérdida de la monocapa en algunos puntos, aparición de células redondeadas e hinchadas con citoplasma granular, mayor formación de aglomeraciones celulares y presencia de restos celulares. A las 72 hpi (Figuras 1C y 2C), se observaron una pérdida casi total de la morfología y monocapa celular, gran cantidad de cuerpos celulares en suspensión y restos celulares. No se observaron diferencias en el estado microscópico entre las 72 hpi y 96 hpi, en ambas infecciones.

				Los resultados del título viral por el cálculo de TCID50 en dos valores de MOI, a las 72 y 96 hpi, se presentan en Figura 3. Se observó mejores títulos a las 96 hpi comparado a las 72 hpi. El MOI de valor 10 a las 96 hpi alcanzó el mejor título de 1.8 x 108 TCID50/mL, que representó 4 veces más título que un MOI de 2 en el mismo periodo de infección.

				La evolución del título viral alcanzado en el cultivo de LMH, luego de la infección con virus FAdV-4 o FAdV-8b durante 120 h, está presentada en la Figura 4. Se observó que en ambas infecciones el título alcanzó sus mejores valores a las 96 hpi: 2.1 x 108 TCID50/mL y 4.7x 108 TCID50/mL para serotipos 4 y 8b, respectivamente. Entre las 96 hpi y 120 hpi, no se observaron diferencias en los títulos virales.

				El título viral luego de la ultrafiltración tangencial con membrana de 100 kDa se muestra en la Tabla 1. Para FAdV-4 se obtuvo 10 veces una reducción del volumen inicial con un rendimiento de recuperación de 91%, mientras que FAdV-8b se obtuvo 9 veces la reducción del volumen inicial con 83.2% de rendimiento de recuperación.

				En las figuras 5 y 6 se puede observar una vista microscópica de cultivos de LMH en contacto con los virus inactivados FAdV-4 y FAdV-8b, respectivamente. Se observó que las muestras virales tratadas con BEI no causaron alteración de la morfología o monocapa de las células LMH (Figura 5A y 6A), y presentaron similares características a los cultivos de control negativo de infección (Figura 5B y 6B). Las muestras sin inactivar (Figura 5C y 6C) causaron alteración de la morfología y pérdida total de la monocapa.

			

		

		
			
				
					Figura 1. Evolución del efecto citopático causado por FAdV serotipo 4 en células LMH. Antes de la infección (A); 24 horas posterior a la infección (hpi) (B); 48 hpi (C); 72 hpi (D); 96 hpi (E).

				

			

			
				[image: ]
			

			
				
					[image: ]
				

				
					
						A

					

				

			

			
				[image: ]
			

			
				
					[image: ]
				

				
					
						D

					

				

			

			
				[image: ]
			

			
				
					[image: ]
				

				
					
						B

					

				

			

			
				[image: ]
			

			
				
					[image: ]
				

				
					
						E

					

				

			

			
				[image: ]
			

			
				
					[image: ]
				

				
					
						C

					

				

			

		

	
		
			[image: ]
		

		
			
				
					ISSN 1852-771X

				

			

			
				[image: ]
			

		

		
			
				103

			

		

		
			[image: ]
		

		
			
				
					Figura 2. Evolución del efecto citopático causado por FAdV serotipo 8b en células LMH. Antes de la infección (A); 24 horas pos-terior a la infección (hpi) (B); 48 hpi (C); 72 hpi (D); 96 hpi (E).
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				Figura 3. Titulo viral obtenido luego de 72 hpi (barras sólidas) o 96 hpi (barras entramado) usando dosis infectiva de 50 % de cultivos celulares (TCID50). Células LMH fueron infectadas usando virus FAdV-4 con valor de 2 o 10 de multiplicidad de infección (MOI).
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				Figura 4. Seguimiento del título viral obtenido células LMH infectadas usando virus FAdV-4 (línea punteada, triángulo) o FAdV-8b (línea sólida, círculo) con multiplicidad de infección (MOI) de 10.
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				Tabla 1. Título (dosis infectiva de 50 % de cultivos celulares; TCID50) concentrado por ultrafiltración tangencial (UFT).

				
					FAdV-4

				

				
					FAdV-8b

				

				
					Título

					(TCID50 /ml)

				

				
					Volumen

					(L)

				

				
					Título

					(TCID50 /ml)

				

				
					Volumen

					(L)

				

				
					Antes de UFT (cosecha)

				

				
					1,1 x 108

				

				
					1,0

				

				
					4,1 x 108

				

				
					1,0

				

				
					Final de UFT (concentrado)

				

				
					1,0 x 109

				

				
					0,1

				

				
					3,1 x 109

				

				
					0,11

				

				
					Recuperación (%)

				

				
					91

				

				
					-

				

				
					83,2

				

				
					-

				

			

		

		
			
				
					Figura 5. Comparación de efecto citopático en cultivo LMH usando virus FAdV-4 inactivado (A), cultivo sin infectar - control negativo (B) y virus activo FAdV-4 (C).
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					Figura 6. Comparación de efecto citopático en cultivo LMH usando virus FAdV-8b inactivado (A), cultivo sin infectar - control negativo (B) y virus activo FAdV-8b (C).
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				Discusión

				Los cultivos LMH infectados por FAdV-4 y FAdV-8b (Figura 1) mostraron efecto citopático, desde las 24 hpi, esta gradual alteración ocurrió de manera similar a lo descrito por Gao y col.22. Esta pérdida de la monocapa y posterior lisis sería la última fase de un comportamiento inducido de apoptosis, que fue descrito para células LMH infectadas con FAdV-423, lo cual podría facilitar el proceso de replicación viral. Desde las 48 hpi se observaron restos celulares que indicaría que las células infectadas completaron su ciclo de replicación y fueron lisadas. Este comportamiento es considerado uno de los puntos críticos para un proceso que pretende obtener el mayor rendimiento de título viral, porque si el cultivo entra en lisis de manera rápida implicaría una reducción en la cantidad de células viables que permitieran la multiplicación del virus. 

				Para establecer las mejores condiciones de desempeño de producción, se evaluaron valores de MOI y tiempos de infección en cultivos de LMH. El mejor resultado fue obtenido usando un MOI de 10 en comparación al valor de MOI de 2 (Figura 3). Como comentado por Shabram y Aguilar (2000)24, adenovirus tiene baja difusión en una solución y muchas partículas virales no entran en contacto con las células, por ello gran cantidad de células mueren o sobrecrecen antes de ser infectadas. Un MOI de 10 significa que por cada célula hay 10 unidades del agente de infección lo que promueve una infección sincrónica del cultivo. En la literatura científica se encuentran valores de MOI de FAdV-4 desde 0.01 hasta 1022,25,26, y se reportan títulos mayores a 108 TCID50/mL entre las 72 y 96 hpi26, aunque con recambio de medio de cultivo al inicio de la infección. En este trabajo se alcanzaron los mejores títulos a las 96 hpi en serotipo 4 (4.7 x 108 TCID50/mL) y serotipo 8b (2.1 x 108 TCID50/mL) con un único medio de cultivo, el cual fue usado desde la fase de propagación de células LMH, lo que permite reducir el costo de producción de los inóculos, disminuir el riesgo de contaminación por una menor manipulación y facilitar el manejo del cultivo.

				Luego de 120 hpi, se observó que hay una reducción del título viral, que se explicaría porque la totalidad de células LMH fueron lisadas y las partículas víricas liberadas probablemente pierden estabilidad en las condiciones de cultivo (pH 7.1 y 37°C) y por lo tanto su capacidad infectiva. En tal sentido, se recomienda la cosecha a las 96 hpi para conseguir el más alto rendimiento de virus, en ambos serotipos.

				Además, en este tipo de cultivo considerar que uno de los factores limitantes son los nutrientes del medio de cultivo, específicamente la presencia de suero bovino fetal, por su compleja composición de aproximadamente 1800 proteínas y 4000 metabolitos27, presenta variación entre lotes de producción o productor, y ello podría tener repercusión en nuestro proceso de obtención del inóculo viral. Por ello se sugiere su reemplazo por medios de cultivo químicamente definidos. Asimismo, se requiere evaluar la variabilidad de la línea celular LMH en sus pasajes para conocer su susceptibilidad a la infección de 

				FAdV, como se ha mostrado en un estudio con FAdV-1 en células embrionarias de hígado de pollo o células CEL, donde el título viral de producción aumentó más de 1000 veces luego del pasaje 2428. 

				La producción de 1L de inóculo viral en células LMH fue realizada en las condiciones establecidas de MOI de 10, confluencia al 70 % y 96 hpi. La cosecha fue titulada y concentrada por ultrafiltración tangencial con membrana de 100 kDa. El proceso de ultrafiltración tangencial obtuvo una concentración en 7.6 y 9.1 veces el título viral inicial para serotipo 8b y 4, respectivamente (Tabla 1). Se obtuvo un alto porcentaje de recuperación (entre 83 y 91%) lo que indica un procedimiento que minimiza la pérdida de estabilidad y es adecuado para la concentración viral, ello debido a sus características favorables por ser un virus sin envoltura, tamaño entre 70-90nm y relativa estabilidad2, tomando en consideración que durante la ultrafiltración tangencial la temperatura fue menor a 21°C en los 10 min que demoró este procedimiento. Por otro lado, la ultrafiltración tangencial redujo entre 9 y 10 veces el volumen inicial de inóculo viral, que favorece en la etapa de inactivación, pues un pequeño volumen permitiría optimizar las condiciones para su completa inactivación.

				La inactivación fue realizada con etilenimina binaria, BEI, un compuesto usado en la inactivación de varios tipos de virus (FMDV, RRV, viruela ovina, HIV, virus Nipah, HNV, PRRSV, etc.) y conserva los epítopos virales luego de su tratamiento29, e incluso se le atribuye tener una mejor eficiencia en la respuesta inmune cuando son usadas en vacunas30. La inactivación en adenovirus aviar serotipo 2 fue relatada por contacto de 10 mM de BEI durante 72h a 37°C31. En este trabajo, la inactivación viral de FAdV-4 y FAdV-8b se realizó en 18 horas y fue corroborada por el ensayo de pérdida de infectividad (Figuras 4 y 5), en la cual la monocapa y células no fueron afectadas cuando se inoculó con virus en contacto con el inactivante BEI. Ello le confiere a este producto un gran potencial para su posterior uso en la formulación de una vacuna.

				Conclusión

				Se estableció un método estandarizado para la obtención de un inóculo viral de FAdV-4 y FAdV-8b en células de hepatoma de pollo o LMH con un título mayor a 108 TCID50/mL, la concentración por ultrafiltración tangencial de ambos con un rendimiento de hasta el 91% y su inactivación completa con BEI en 18 horas. Dichos inóculos tendrían el potencial para ser usados en la formulación de una vacuna para prevenir IBH y HHS en pollos en forma segura. 
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RESUMEN

Adenovirus aviar tipo 1 (FAdV) es considerado un patégeno
de importancia para la industria avicola. Los serotipos 4
(FAdV-4) y 8b (FAdV-8b) son responsables de hepatitis por
cuerpos de inclusién (IBH) y sindrome de hidropericardio
(HHS) en pollos y son prevalentes en el Perti. El objetivo del
presente trabajo fue establecer un protocolo estandarizado
de obtencién de indculos virales inactivados de FAdV-4
y FAdV-8b producidos en células de hepatoma de pollo
(LMH). Para ello, células LMH al 70 % de confluencia,
crecidas en medio DMEM con 10 % de suero fetal bovino,
fueron infectadas con FAdV-4 o FAdV-8b para evaluar
el valor de multiplicidad de infeccién (MOI) y tiempo de
cosecha dptimos. Luego, se realizé la produccién de 1L
de ambos serotipos considerando un MOI de 10 y tiempo
de cosecha de 96 h post-infeccion (hpi). Seguidamente,
ambas cosechas virales fueron clarificadas y concentradas
mediante ultrafiltracién tangencial (UFT) en membrana de
100kDa e inactivadas con 30mM de etilenimina binaria (BEI)
a 37°C por 18 h. La pérdida de infectividad fue corroborada
por el célculo de dosis infecciosa del 50 % de cultivo de
células (TCID,,). Nuestros resultados mostraron que con
un MOI de 10 y cosecha de 96 hpi se alcanzé el mayor
titulo viral (> 1x10° TCID, /mL). Ademds, se mostré que la
UFT permitié concentrar 10 veces la cantidad de virus con
una recuperacion del 91% y que la inactivacion con BEI fue
eficiente. Los inéculos inactivados obtenidos pueden ser
utilizados en la formulacién de una vacuna para prevenir
IBH y HHS en pollos de forma segura.

Palabras clave: FAdV, hepatitis por cuerpos de inclusion,
inéculo viral, LMH

INTRODUCCION
Adenovirus aviar (FAdV) pertenece a la familia

Adenoviridae y al género Aviadenovirus, se clasifica
en 5 especies o genotipos (A — E), y segun ensayos de

100

ABSTRACT

Avian adenovirus type 1(FAdV) is considered animportant
pathogen for the poultry industry. Serotypes 4 (FAdV-
4) and 8b (FAdV-8b) are responsible for Inclusion Body
Hepatitis (IBH) and Hydropericardium Syndrome (HHS)
in chickens and are prevalent in Peri. The objective
of this work was to establish a standardized protocol
for obtaining inactivated viral inoculum of FAdV-4 and
FAdV-8b produced in chicken hepatoma (LMH) cells.
For this, LMH cells at 70 % confluence, grown in DMEM
medium with 10 % fetal bovine serum, were infected with
FAdV-4 or FAdV-8b to evaluate the optimal multiplicity
of infection (MOI) value and harvest time. Then, the
production of 1L of both serotypes was carried out
considering an MOl of 10 and a harvest time of 96 h post-
infection (hpi). Next, both viral harvests were clarified
and concentrated by tangential ultrafiltration (UFT) on
a 100kDa membrane and inactivated with 30mM Binary
Ethyleneimine (BEI) at 37°C for 18 h. Loss of infectivity
was corroborated by calculating the 50 % cell culture
infectious dose (TCID,,). Our results showed that with
an MOI of 10 and a harvest time of 96 hpi, the highest
viral titer was reached (> 1x10° TCID, /mL). In addition,
it was shown that UFT allowed concentrating 10 times
the amount of virus with a 91% recovery rate and that
inactivation with BE| was efficient. The inactivated
inoculum obtained can be used in the formulation of
a vaccine to safely prevent IBH and HHS in chickens.

Keywords: FAdV, inclusion body hepatitis, viral inocu-
lum, LMH

reconocimiento de antigenicidad (virus neutralizacién
o analisis de secuencia) se subdivide en 12 serotipos'.
Algunos serotipos inducen hepatitis por cuerpos de
inclusion (IBH), sindrome de hepatitis-hidropericardio
(HHS) o erosién de molleja adenoviral (AGE)?. Este virus





