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RESUMEN

CAMARA GUADARRAMA MIGUEL ANGEL. ESTUDIO SOBRE LA
TRANSMISION HORIZONTAL DE LA HEPATITIS CON CUERPOS DE INCLUSION
EN POLLOS DE ENGORDA. (bajo la direccion de : MVZ : MC. Juan Carlos
Valladares de la Cruz).

Se utilizaron aves susceptibles y aves portadoras de ( HCI ) para determinar
la transmision horizontal. Para ello se utilizarén 60 pollos de engorda portadores y
95 pollos susceptibles de 10 semanas de edad, los cuales permanecieron en
unidades de aislamiento durante 11 dias. Despuesde 24 h., 72 h,, 168 h,, 216 h.,
y 264 h., fuerdn sacrificados 3 animales susceptibles, se realizd la necropsia para
la observacion del estado de! higado, posteriormente se seleccionaron por
duplicado muestras representativas de cada higado para su estudio citoldgico,
histologico y por inmunofluorescencia.

En el presente estudio las aves procedentes de! lote que previamente fué
expuesto al virus de HCl y que sobrevivierén al desafio, no presentaron lesiones
microscopicas asociadas a HC! ni inmunofluorescencia intranuclear especifica al
inicio o al final de! estudio. Estos resultados indican que los polios que
sobrevivierdn a la exposicidn del virus de HCI no presentan secuelas morfologicas
a la infeccion ni antigenos virales en el higado, lo que $ugiere que dichas aves no
adquieren un estado de portador del virus que pueda ser detectado por las tecnicas
de diagnostico utilizadas en este estudio.

Al final del estudio no se logro demostrar la transmicion de HCI a partir de
aves "recuperadas” o de instalaciones infectadas hacia aves susceptibles de 12
semanas de edad, sin embargo, se requieren estudios posteriores para determinar
la importancia de la transmision horizontal indirecta de la HC! en polios
susceptibles.



INTRODUCCION

La hepatitis con cuerpos de inclusién ( HCI ), es una enfermedad infecciosa
causada por un Adenovirus, que se caracteriza por afectar a aves de todas las
edades, principalmente a pollos jovenes, con mayor frecuencia en lineas de pollos
de engorda y reproductores { 4, 14 ); es conocida tambien como hepatitis
adenovirica, posee un curso corto y los animales afectados presentan depresion,
anemia y muerte subita: histoldgicamente se observan cuerpos de inclusion
intranucleares en hepatocitos ( 1.2,4,14,15).

La etiolngia de 1a HCI corresponde a un virus de la familia Adenoviridae, ( 4
). género Adenovirus, del grupo de los virus convencionales o F. Los adenovirus
son particulas virales desnudas con ADN doble banda, de didmetro de 70-100 nm.
peso molecular de 20-25 x 10 € Daltons., son de forma icosaédrica y la capside
posee 52 capsomeros esféricos y elongados. Los virus resisten temperaturas
mayores a los 56 grados centigrados pero son sensibles a 80 grados centigrados
durante 30 minutos. ( 14 ). Sea han reconocido por lo menos 12 serotipos de
Adenovirus aviar en los pollos, Algunos serotipos se han aislado de aves
aparentemente sanas y de aves enfermas, por lo que existen dudas sobre su papel
como agentes patogenos primarios. También se han demostrado diferencias entre
la virulencia de los aislamientos del mismo serotipo y de serotipos diferentes. ( 16
). Los serotipos asociados con HCI son: FAV-1 ( celo o Indiana ) FAV 2 ( GAI-1),
FAV-3 { SR 49 ), FAV-4 ( KRS ), FAV-5 ( CR 119 ) y FAV-8 ( 340 ). Aunque la
literatura menciona que esta enfermedad es provocada por un cuadro de
inmunodepresion de etiologia multiple, la evidencia cientifica reciente sefala como
principal responsable al adenovirus aviar tipo 1 (4, 9, 18).

La mayoria de los informes de la literatura asocian la presentacion y
severidad de los brotes de HCI con agentes de probada accidn inmunosupresora,
como los virus de la bolsa de Fabricio, enfermedad de Marek o de anemia
infecciosa aviar, asi como la ingestion de micotoxinas { 1), recientemente se esta
asociando también con presencia de pesticidas en el alimento ( 1. 20 ).



Factores inmunosupresores como manejo inadecuado, hacinamiento y
algunas infecciones virales respiratorias como bronquitis infecciosa participan como
factores desencadenantes de la enfermedad ( 14 ).

Se considera que la enfermedad se puede transmitir verticaimente a través
de! huevo ( 17). La transmisién vertical es una de las formas mas importantes
de diseminacion de la enfermedad y se ha demostrado la presencia de antigeno
viral de adenovirus aviar tipo 8, en la yema y la albumina de huevos fértiles
procedentes de gallinas reproductoras infectadas. ( 17 ).

La transmision horizontal directa también es importante, el virus esta
presente en heces, traqueas, mucosa nasal y fifdn. El virus puede ser transmitido
por todas las secreciones pero al titulo mas alto se observa en las heces, esto
representa un patrdn juvenil y adulto de excrecion. Por ejemplo pollos de 35 dias de
edad, muestran un patrén adulto de transmisidn que tiene un pico bajo de titulo viral
en heces con una declinacion rapida de titulo viral y con una excrecion en un
periodo menor en comparacidn con aves recién nacidas quienes exhiben un patron
juvenil de excrecion de mayor duracion (2 ).

La diseminacion horizontal aparentemente es debida al contacto fecal
directo, pero también puede ser por contacto aéreo en distancias cortas con una
diseminacion tenta en varias semanas este patron ha sido observado en aves libres
de patégenos especificos ( SPF ) y contrasta marcadamente con et patron normal
observado en parvadas comerciales, donde la mayoria de las aves excretan
frecuentemente adenovirus (2 ).

La transmision horizontal indirecta se puede observar a través de infeccion
residual en las instalaciones avicolas, por agua, alimento y fomites contaminados
con heces de animales enfermos debido a que el adenovirus es muy resistente a
agentes fisicoquimicos (2, 15 ).



Sin embargo la reproduccion experimental de la enfermedad es dificil si los
animales no han side sometidos previamente a algun factor inmunosupresor. Mc.
Douglas y‘Petters. ( 1974 ), lograron reproducir las lesiones, inocluando aves SPF,
por via intravenosa, sin embargo no se logrd la reproduccién de los signos ni la de
la montalidad observada en las cepas de campo de HCI ( 11).

E! periodo de incubacion para el adenovirus es corto ( 24-48 hrs ). posterior
a la Infeccion por la ruta natural ( 2 ).

La HCI se caracteriza por un stbito incremento de la mortalidad en 3-4 dias
que usualmente se detlene al quinto dia aunque puede continuar por 2-3 semanas.
La morbilidad es baja y las aves adoptan una posicidn inclinada con plumas
erizadas y recuperacion en 48 horas. La mortalidad alcanza el 10% y
ocasionalmente supera el 30% ( 17 ).

., La enfermedad es generalmente observada en aves productoras de came
de 3-7 semanas de edad, aunque ha sido reportada en aves tan jovenes como de 7
dias y tan grandes como de 20 semanas; existe evidencia de que se afectan
parvadas procedentes de ciertas lineas de reproductoras. { 2 ). Se desconoce si
existe el estado de portador en animales recuperados de HCI.

Los signos clinicos de la HCI son muy variables dependiendo de {a
presencia de infecciones complicantes, pero en general existe diarrea, postracién,
plumas erizadas, grados variables de depresion, piel y patas palidas,
ocasionalmente palidez de crestas y barbillas, puede o no haber signos

respiratarios { 3,14 ).

Las infecciones secundarias pueden alterar el curso de la enfermedad y
causar dermatitis necrotica ( 15 ).



Las lesiones observadas incluyen higado aumentado de tamario, de color
cafe amarillento & rojizo que puede mostrar hemorragias pequefias puntiformes. { 9,
15).

Los rifiones estan a menudo congestionados y aparecen café amarillentos
turbios, posiblemente a la ligera ictericia del cadaver. La sangre es palida y acuosa;
las hemorragias en varios tejidos que son un hallazgo no constante pero puede
observarse en el tejido subcutdneo y en los musculos. ( 10).



DIAGNOSTICO.

Debido a fa elevada incidencia de HCI que afecta al polio de engorda,
actuaimente en México se requiers de un diagnéstico rapido, seguro y de bajo
costo. La HCI puede ser diagnosticada mediante varias téenicas, la mas comun es
el estudio histoldgico en & cual la Unica lesidn patognomdnica de la enfermedad es
fa prasencia de cuerpos de inclusion intranucleares en los hepatacitos.

El método citologico mediante 1a tincidn de papanicolacu ha sido utilizada
con eficacia en el diagnéstico de enfermedades en el humano y animales,
presentando una de las altemativas mas rapidas en el diagnostico de HC! en
pollos. Esta prusba tiene as ventajas de dar rapidez al diagnbstico y tener un bajo
costo. El método de trabajo consiste en hacer improntas de los tejides afectados
que se fijan con alcohol al 96% para su tincién con la coloracidn de papanicolaou.
La citclogia es un método adecuado, para diagnostico si es complementado con un
diagnéstico histolégico, ofrecen un optimo apoyo al clinico de aves para e!
diagnostico de HC1 (10 ).

£} diagnostico de HCI también puede ser realizado mediante la técnica de
inmunoflucresencia con el uso de anticuerpos especificos contra ef adenovirus
aviar. Los procesos quimicos de conjugacion de anticuerpos con fluoresceina
pueden realizarse ahora como simple rutina de laboratorio y los conjugados
inmuglobutina-flucresceina ya estan de venta en el comercio. Los frotis por
impresion o cortes gruesos s& examinan para descubrir antigenos virales ¥ también
pueden teflirse y examinarse en busca de cuerpos de inclusion { 21 ).

El diagnostico también puede ser realizado con pruebas de doble
inmunodifusion, inmunofluorescencia indirecta o por pruebas de ELISA para ia
deteccion de anticuerpos. Ei principal problema con las pruebas seroldgicas para
adenovirus es 1a interpretacidn de resultados ya que los anticuerpos pueden
presentarse en aves sanas y enfermas, muchas aves estan infectadas con varios



serolipos, asi mismo la presencia de anticuerpos séricos no es indicativo del estado
de la inmunidad local de las mucosas. Se puede realizar el aislamiento del virus en
cultivo celular de células de higado o de rifidn de embridn de pollo ( 21 ).



OBJETIVO.

Determinar sj existe transmisidon horizontal directa o indirecta entre pollos de
engorda procedentes de un lole desafiado praviamente con el virus de Hepatitis
con cuerpos de inclusidn y polios de engorda susceptibles, mediante las pruebas
de citologia, hispatologia e inmunofiucrescencia.



MATERIAL Y METODOS.

1) Animales de experimentacion;

a) Animales portadores: para determinar la existencia de animales
portadores de HCI, se utilizardn 60 pollos de engorda de Arbor acres de 12
semanas de edad, procedentes de un grupo de un estudio previo ( 19 ), que fue
inoculado con 1 ml. de una suspensidon de macerado de higado de aves positivas
a HCl con un titulo de 1 x 10 6 dosis infectante en embrion de pollo ( D.LE.P)
50% por via intramuscular. Este grupo inoculado, presentd una mortatidad total del
25.7% en los 6 primeros dias postdesafio, el 100% de los animales muertos fue
positivos a HCI por estudio histopatologico. Se utilizarén 60 de los animales
sobrevivientes al desafio como posibles “portadores” para el presente estudio.

b) Animales "susceptibles”; se utilizaron 95 pollos de engorda Arbor Acres
de 10 semanas de edad, mantenidos en una unidad de aislamiento del
Departamento de Produccion Animal. Aves FMVZ, sin historia de contacto previo
con el virus de HCI. Estos animales fueron considerados como animales
susceptibles para el presente estudio.

2) Unidades de aislamiento: En el presente estudio se utilizaron 4 unidades de
aislamiento del Departamento de Produccidon Animal Aves. FMVZ distribuidas de la
siguiente maneras:

a) Unidades contaminadas: Dos de las unidades utilizadas (A, B) fueron
las mismas unidades donde se mantuvieron los animales previamente expuestos a
virus virulento de HC!, durante 10 semanas, la cama, el material, y el equipo
utilizado con los animales expuestos fueron utilizados para el presente estudio sin
ningln tratamiento.



b) Unidades no contaminadas: Dos de las unidades utilizadas (C,0) fueron
unidades previamente limpias y desinfectadas preparadas con cama de paja de
avena limpia, con material y equipe previamente lavado y desinfectado.



DISENO EXPERIMENTAL .

Los animales fueron divididos en 4 lates, en las unidades de aislamiento
segun el siguiente disefio experimental.

Lote 1.
Unidad de aisiamiento contaminada
30 aves portadoras
30 aves susceptibles

Lote 2.
Unidad de aislamisnto contaminada
30 aves susceptibles

Lote 3.
Unidad de aislamiento no contaminada
30 aves portadoras
30 aves susceptibles

Lote 4.
Unidad de aislamiento no contaminada
5 aves susceptibles.

Los animales fueren mantenidos con agua y alimento a libre acceso y
fueron observados durante 11 dias (264 h. ).



MUESTREO.

Antes de iniciar la exposicion al virus de HCI. 4 animales “portadores" y 4
animales "susceptibles” fuerdn sacrificados mediante choque eléctrico y
necropsiados para la observacion del higado, posteriormente se seleccionaron
muestras representativas de higado para su estudio citoldgico, histologico y por
inmunofluerescencia para detectar HC| mediante las técnicas previamente descritas
en la literatura ( 3, 6 ).

Despues de 24 h. (1dia), 72 h. (3 dias ), 144 h. (6 dias ), 216 h. (9 dias )
y 264 h. (11 dias ) de su translado a las Unidades de Aislamiento respectivas,
tres animales susceptibles procedentes de los lotes 1, 2 y 3 fueron seleccionados
al azar, para ser sacrificados mediante choque eléctrico, se realizd la necropsia
para la observacidn del estado del higado, posteriormente se seleccionardn por
duplicado muestras represntativas de cada higado para su estudio citologico
histoldgico y por inmunofiuerescencia segun las técnicas previamente descritas ( 3,
8,).

Los 5 animales susceptibles del lote 4, fuerdn sacrificados necropsiados y
muestreados de manera similar a los anteriores a las 264 horas despues de su
transtado a la unidad de aislamiento.

Los cambios macroscopicos, histoldgicos y citolégicos de cada animal
fueron descritos y registrados, asi como Ia fluerescencia especifica para el virus de
HCI, para determinar si existid transmisidn viral de los animales considerados
portadores hacia los susceptibles y/o de las instalaciones contaminadas a los
animales susceptibles durante el pericdo de estudio.

Se consideraron como positivos a la infeccion por el virus de la hepatitis con
cuerpos de inclusion, a aquellos pollos que presenten hepatitis no supurativa y
cuerpos de inclusion intranuclear en los hepatocitos en los estudios microscopicos
e inmunofluorescencia  especifica intranuclear en los estudios de
inmunoflucrescencia.



Los resultados seran comparados mediante la relacidn numero de animales
positivos / numero de animales examinados, para cada lote en cada muestreo. El
promedio de los animales afectados por lote en cada muestreo sera comparado
mediante estudios de estadistica no paramétrica.



RESULTADOS.
No se observardn signos clinicos ni mortalidad en ninguno de los animales
de experimentacion durante el periodo de observacion.

CAMBIOS MACROSCOPICOS.

Y
Se sacrifico_un total de 58 aves, observandose las siguientes hallazgos
macroscopicos.

HORA O

- Aves portadoras.

- Higado café rojizo con manchas palidas irregulares. 4/4.
Aves Susceptibles.
- Higado café rojizo. 3/4.
- Higado aumentado de tamano, amarillento con congestidn y hemorragias
subcapsulares
leves. 1/4.

HORA 24

LOTE No. 1: - Higado amarillento con manchas rojizas y bordes redondeados 3/3.



LOTE No. 2 : - Higado aumentado de tamario, café rojizo. 2/3.
- Higado amarillo palido difuso. 1/3.

LOTE No. 3 : - Higado café amarillento con bordes ligeramente redondeados. 3/3.

HORA 72
LOTE No. 1 : - Higado café amarillento con bordes redondeados. 3/3.

LOTE No.2: - Higado ligeramente aumentodo de tamafo, café amarillento con
manchas rojizas.
1/3.
- Higado café rojizo. 2/3.
LOTE No, 3 : - Higado café rojizo. 1/3
- Higado aumentado de tamafio café amarillento con hemorrajias
leves. 2/3.

HORA 168

LOTE No. 1 - Higado café rojizo. 1/3.
- Higado con hemorragias subcapsulares difusas leves. 2/3.

LOTE No. 2 : - Higado aumentado de tamafio cafe amarillento. 3/3.

LOTE No. 3 : - Higado café rojizo. 3/3.

HORA 216

LOTE No. 1: - Higado aumentado de tamafo café rojizo con congestién severa.
3.
- Higado aumentado de tamario café amarillento. 1/3.



- Higado aumentado de tamafio con manchas blancas irregulares en
la superficie.
1/3.

LOTE No. 2. - Higado café rojizo con congestidn severa. 2/3.
- Higado café rojizo. 1/3.

LOTE No. 3 : - Higado café rojizo con congestion leve. 3/3.

HORA 264

LOTE No. 1 : - Higado café rojizo. 2/3
- Higado aumentado de tamafio café amarillento. 1/3.

LOTE No. 2 : - Higado aumentado de tamaro café amarillento con congestion
moderada. 3/3.

LOTE No. 3: - Higado café rojizo con congestidn moderada. 2/3.
- Higado aumentado de tamafio café rojizo. 1/3.

LOTE No. 4 : - Higado café rojizo. 3/3.



CAMBIOS MACROSCOPICOS

HISTOPATOLOGIA.

HORA 24

LOTE No. 1 : - Hepatosis grasa difusa moderada con hiperplasia leve de conductos

biliares.

LOTE Na. 2 : - Hepatosis grasa difusa leve.

LOTE No. 3 : - Hepatosis grasa difusa leve con hiperplasia linfoide portal leve.

HORA 72

LOTE No. 1 : - Hepatosis grasa difusa leve, con hiperplasia linfoide portal leve.

LOTE No. 2 : - Hepatosis grasa difusa leve, con hiperplasia de conductos biliales
moderada.

LOTE No. 3 : - Hepatosis grasa difusa moderada, con hiperplasia de conductos
biliares leve.



HORA 168
LOTE No. 1 : - Hepatosis grasa difusa moderada, con infiltracion linfoide portal
moderada.

LOTE No 2. : - Hepatosis grasa difusa moderada, con infiltracion linfoide portal
moderada.

LOTE No 3 : - Hepatosis grasa difusa moderada.

HORA 216

LOTE No. 1, 2, 3: - Hepatosis grasa difusa leve con infiltracion linfoide periportal
moderada e
hiperplasia de conductos biliares leve.

HORA 264

LOTE No. 1, 2, 3 : - Hepatosis grasa difusa leve con infiltracion linfoide periportal
moderada.
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INMUNOFLUORESCENCIA

HORA 24

LOTE Neo, 1. 2, 3 : Negativo a la presencia de inmunofiucrescencia especifica
intranuclear.

HORA 72

LOTE No. 1, 2, 3 : Negativo a la prescencia de inmunofiuorescencia especifica
intranuclear.

HORA 168

LOTE Neo. 1, 2, 3 : Neagativo a ia presencia de inmunofiuorescencia especifica
intranuctear.

HORA 216
LOTE No. 1, 2, 3 : Negativo a la presencia de inmunofluorescencia especifica
intranuclear,

HORA 264

LOTE No. 1, 2, 3y 4 : Negativo a la presencia de inmunofluorescencia especifica
intranuclear.



CITOLOGIA CON LA COLORACION DE PAPANICOLAU.

24 HORAS

LOTE No. 1, 2, Y 3: Negativo a la presencia de cuerpos de inclusion.

72 HORAS

LOTE No. 1, 2Y 3: Negativo a la presencia de cuerpos de inclusion.

168 HORAS

LOTE No. 1, 2Y 3: Negativo a la presencia de cuerpos de inclusion.

216 HORAS

LOTE No. 1, 2, Y 3: Negativo a la presencia de cuerpos de inclusion,

2684 HORAS

LOTE No. 1, 2Y 3: Negativo a la presencia de cuerpos de inclusion.



DISCUSION

Aunque se sabe que la HCI es producida por un adenovirus aviar, la
replicacidn experimental de la enfermedad es dificil ya que existen algunos factores
que determinan la presentacidn de la enfermedad clinica como la virulencia del
virus y el estado inmunologico de las aves.

En el presente estudio, las aves procedentes del lote que previamente fue
expuesto al virus de HCI y que sobrevivieron al desafio, no presentardn lesiones
microscopicas asociadas a HCI ni inmunofluorescencia intranuclear especifica al
inicio ( hora 0 ), o al final ( hora 2684 ) de! estudio. Estos resultados indican que los
pollos que sobrevivierdn a la exposicidn del virus de HCI no presentan secuelas
morfologicas de la infeccion ni antigenos virales en el higado, lo que sugiere que
dichas aves no adquirieron un estado de portador del virus que pueda ser
detectado por las tecnicas de diagnostico utilizadas en este estudio.

No se observardn signos, mortalidad 6 evidencias morfologicas de infeccion
por el virus de HCI, ni la presencia de antigenos virales en las aves expuestas (
susceptibles ) a las aves resistentes a la inoculacidn experimental, a las
instalaciones contaminadas o a ambas situaciones al mismo tiempo. Durante el
periodo de estudio, con las pruebas utilizadas, no se pudo demastrar que las aves
"susceptibles” hayan adquirido la infeccidn por adenovirus aviar a partir de aves
recuperadas o de instalacidnes contaminadas.

La incapacidad de reproducir el cuadro de HCI en las aves consideradas
como "susceptibles” pudo ser debida a la ausencia de algunos factores asociados a
la presentacion de los cuadros clinicos de campo, por ejemplo edad de los animales
utilizados: Saifuddin y col. ( 1992 ), mencionan que la HCI afecta principalmente a
pollos jovenes entre las 3 y 7 semanas de edad (‘9, 18 ), y aunque han sido
reportados casos en aves que hasta 20 semanas de edad, la presentacion usual se
observa en aves jovenes. ( 2).



La transmision experimental solo ha sido comprobada por inoculacién de
material infectante por via subcutanea con una dosis de 0.2 ml. de 10. 7 unidades
formadoras de placa cepa AMK 57 en aves de 1 dia y 3 semanas de edad, sin
embargo se presentardn solo lesiones macro y microscopicas, pero no signos, ni
mortalidad. ( 8 ). Mc Dougail y col. { 1974 ) utilizaron la inoculacion intravenosa, a
una dosis de 1 ml. de 10 a la 6 DICT 50 en aves de ocho semanas de edad
reprodujo lesiones macro y micro pero no signos. ( 11 ). T.M. Grimes y col. { 1976 }
utilizaron la via intraperitoneal a una dosis de 10 a la 6 Unidades formadoras de
plaquetas de una cepa AMG 5 de 40. pasaje habiendo observado lesiones macro y
microscopicas asi como signos y mortalidad. ( 7 ), a diferencia de lo realizado en e!
presente estudio, donde las aves fueron expuestas por via natural a material
probablemente infectado.

Los brotes de campo frecuentemente han sido asociados a estados de
inmunosupresion, Chistemnsen reporta la presentacion de brotes severos de HCI de
mas del 30% de mortalidad como una causa primaria, la ingestion de alimento
conteniendo micotoxinas. { 12 ). La mayoria de los informes asocian la presentacion
y severidad de los brotes de HCI como es la IBF, enfermedad de Marek, ingetion de
micotoxinas y la presentacion de pesticidas en el alimento.

En el presente estudio, los animales estudiados no fueron sometidos a
ningun estimulo que provocara un estado de inmunodepresion.

En el presente estudio no se logrd demostrar la transmision del virus de HCI
a partir de aves “recuperadas” o de instalaciones infectadas hacia aves suceptibles
de 12 semanas de edad, sin embargo, se requiere estudios posteriores para
determinar la importancia de la transmision horizontal indirecta de la HCI en polios
susceptibles. Sin embargo es importante valorar si el adenovirus por si solo es
capaz de ocasionar estragos serios; con aves juvenes de 4 a 6 semanas de edad y
con un programa inmunitario deficiente ( si vacuna de Mareck e |.B.F. ), a ia vez
observarlo con la



inmunizacién anterior. Por otro lado poner las condiciones semejantes que
cotidianamente estan en el campo ( Aflatoxinas 14-16 PPB, Hacinamiento,
Bronquitis Infecciosa, NH3, Restricciones alimenticias entre otras. ).

Posiblemente el adenovirus grupo 2, serotipo. por si solo no seria capaz de
afectar la produccion y solo este esperando algun problema de inmunodepresion.
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