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RESUMEN.

Las infecciones causadas por Haemophilus paragallinarum (ahora
denominado Avibacterium paragallinarum) es el agente causal de la coriza
infecciosa es una enfermedad respiratoria aguda de las gallinas domesticas y
requiere para su crecimiento NAD (nicotinamida-adenin dinucleotido) y los
medios de cultivo que son necesarios para el desarrollo de este
microorganismo es la gelosa sangre y el NAD. Excepcionalmente pueden
enfermarse también los faisanes y gallinas de Guinea. El H. paragallinarum
infecta al ave por via respiratoria y luego de un corto periodo de incubacion,
que varia entre 1 a 3 dias, produce una enfermedad que se manifiesta por
inflamacion catarral de los senos paranasales y asociado a inflamaciéon de los
barbillones, conjuntivitis o queratitis. Los casos de neumonia y aerosaculitis son
menos frecuentes pero también suelen ocurrir en las infecciones puras por
estos hemofilos. En las gallinas en produccion causa alta morbilidad, baja o
nula mortalidad y una importante perdida en la produccién de huevos, la que
generalmente oscila entre 10% y 40%. En pollos parrilleros puede causar un
cuadro descrito como «cabeza hinchada» y ocasionalmente también producir
septicemia y muerte.

Esta bacteria generalmente se asocia con otros agentes bacterianos,
viricos o parasitarios y cuando esto ocurre se agrava el curso de la
enfermedad. Entre los agentes bacterianos mas comunes deben mencionarse
los mycoplasinas y las pasteurellas. Cuando H. paragallinarum se asocia con
otros agentes esta enfermedad se denomina coriza infecciosa complicada.

En esta recopilacion se aportaran detalles sobre la clasificacion,
identificacion y serotipificacion del agente causal, nuevos métodos de
diagnostico y programas de vacunacion para prevenir esta enfermedad. A lo
largo de esta revision se hara referencia a los hemofilos aviarios que, para el
proposito de este trabajo, seran definidos como organismos gram negativos
aislados de aves y que necesariamente requieren factores de crecimiento in
vitro. Los dos factores que pueden ser requeridos por los hemofilos para su
crecimiento in vitro son hemina (factor X) y/o nicotin-adenin-dinucleirtido (NAD
o factor V). (141)

Palabras claves: Coriza infecciosa, Avibacterium paragallinarum Haemophilus,
Vacunas, serovariedades.
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INTRODUCCION.

Las infecciones causadas por Haemophilus paragallinarum (ahora
denominado Avibacterium paragallinarum) son la causa y el agente causal de
la coriza infecciosa y requiere para su crecimiento NAD (nicotinamida-adenin
dinucleotido) y los medios de cultivo que son necesarios para el desarrollo de
este microorganismo es la gelosa sangre y el NAD. La Coriza infecciosa en
aves puede causar pérdidas econdmicas en las operaciones avicolas en el

mundo entero.

La Coriza Infecciosa es una enfermedad respiratoria muy contagiosa,
caracterizada por conjuntivitis espumosa, sinusitis, descarga nasal, depresion y
letargo. Las parvadas afectadas que estan en el periodo de postura pueden
sufrir una disminucién de 5% a 10% en la produccion de huevos y en algunos
casos hasta del 40% al 100% (pérdida total). Otras especies animales no se
enferman exceptuando los faisanes y gallinas de Guinea. La enfermedad esta
difundida mundialmente y causa importantes pérdidas econdémicas a la
industria avicola sobre todo al disminuir la produccion de huevos.
Recientemente se ha descrito también esta enfermedad en pollos parrilleros de
Norte y Sud América (7, 19, 21) estando asociado H. paragallinarum con otros
agentes bacterianos y viricos. El ser humano no es susceptible y por lo tanto la

coriza no tiene implicancia para la salud publica.

El impacto econdmico de esta enfermedad radica en las pérdidas que
ocasiona a la avicultura, debido a retraso del crecimiento, pérdida de peso,
incremento en el numero de aves eliminadas y predisposicién a la enfermedad
respiratoria crénica complicada. En gallinas de postura, la produccién de huevo
puede reducirse considerablemente. (1)

La proteccion y control de la coriza infecciosa de los pollos
principalmente es a través del uso de vacunas conteniendo bacterias
inactivadas de la enfermedad. La utilizacion de vacunas con cepas vivas

atenuadas o patégenas aun requieren de una mayor investigacion ya que no



obstante su ideal ventaja de conferir proteccion cruzada contra todas las

serovariedades todavia no la ofrecen.

ANTECEDENTES EPIZOOTIOLOGICOS.

El género Haemophilus ha sido tradicionalmente definido como integrado
por bacterias Gram negativas que requieren uno o dos factores de crecimiento:
hemina (factor X) y nicotin-adenin-dinucleétido (NAD o factor V). Dentro de
este género H. paragallinarum es el agente etiolégico de la coriza infecciosa (1,
7). Otras tres especies bacterianas de la gallina doméstica, antes integrantes
del género Haemophilus y descriptas en conjunto como H. avium, se
encuentran actualmente ubicadas dentro del género Pasteurella: P. avium y P.
volantium y "Pasteurella especie A". Las dos primeras son completamente
patdbgenas mientras que la ultima se ha descripto como levemente virulenta
para el tracto respiratorio de la gallina, aunque ninguna de ellas es causante de

coriza.

Clasicamente estas cuatro especies bacterianas requieren unicamente
del NAD para desarrollar (1, 2,7). Originalmente la bacteria considerada el
agente causal de la coriza infecciosa se denomindé H. gallinarum vy
erroneamente se demostré que requeria ambos factores de crecimiento. Ello
fue debido a que los antiguos medios de cultivo disponibles para las pruebas
tenian serias deficiencias. Por ello, se cuestiona la vieja descripcién de H.
gallinarum y solo se considera la existencia de H. paragallinarum, que necesita
s6lo del NAD para su crecimiento (1,6). Es interesante acotar que varios de los
discos comerciales actuales erroneamente identifican a H. paragallinarum
como dependiente del factor X por lo cual se debe realizar la prueba de la
porfirina en vez de la prueba con los mencionados discos4. H. paragallinarum
es realmente un hemofilo atipico. De hecho existe evidencia taxonémica de que
esta especie bacteriana se encuentra mas estrechamente relacionada con el

género Actinobacillus que con el género Haemophilus (1).



El concepto taxondmico que hasta ahora se sustentaba para definir el
género Haemophilus ha sido bruscamente cambiado en la literatura
internacional cuando en Sudafrica se describieron brotes de coriza infecciosa
causados por cepas de H. paragallinarum NAD independientes que son
taxondmicamente muy similares a las cepas clasicas (12). Estas bacterias
adquieren la capacidad de sintetizar el NAD al captar el DNA de un plasmido
por transformacion (11). Este plasmido puede ademas difundirse por
transformacion entre distintas cepas de H. paragallinarum y posiblemente
también entre las citadas pasteurellas NAD dependientes de las aves. Quizas
por este motivo en Sudafrica también existen cepas NAD independientes de P.
avium, P. volantium y "Pasteurella especie A" (12). Es importante sefialar que
en este pais también se describieron cepas de H. influenzae de origen humano
que desarrollan también independientes del NAD11. Esto significa que en
Sudafrica podria existir una infeccidon generalizada por el citado plasmido. Mas
interesante aun es que las cepas transformadas mantienen inalterados sus
antigenos hemoaglutinantes (AgHems) por lo cual seria posible eliminar en el
laboratorio la dependencia del NAD en cepas destinadas a la elaboracion de

vacunas (13).

Este nuevo concepto permitiria elaborar vacunas con cepas de mas facil
crecimiento al eliminar la dependencia del NAD. Esta posibilidad debe ser
considerada con mucha cautela pues las cepas de H. paragallinarum
independientes del NAD han demostrado ser muy patdégenas y de hecho van
reemplazando paulatinamente a las dependientes en los brotes de la coriza
que se registran en Sudafrica (17). Por ello, para un pais como el nuestro, en el
cual no se han registrado aislamientos de cepas independientes del NAD seria
peligroso introducir este plasmido para transformar a las cepas regionales,
destinadas a la elaboracién de vacunas, si no se cuenta con una muy estricta
seguridad biolégica. Aun mas, si bien la coriza infecciosa existe en nuestro pais
desde hace varios anos24, hasta la fecha no se han detectado cepas
independientes del NAD por lo cual este tipo particular de coriza infecciosa
deberia ser considerada una enfermedad exdtica cuando es causada por cepas

NAD independientes.



Hospederos naturales y experimentales.

Los pollos y gallinas (Gallus gallus) son hospederos naturales de H.
paragallinarum, susceptibles en todas las edades. (1). No obstante, existen

informes del aislamiento de esta bacteria en codornices (2, 3) y psitacidos.(4,5).

Tres pavos mostraron signos de coriza y sinusitis similares a los
observados en pollos desafiados experimentalmente con el mismo cultivo.6 Sin
embargo, no se han efectuado estudios bacteriologicos definitivos que
evidencien presencia y susceptibilidad de otras especies aviares a H.
paragallinarum. Los conejos, caballos, ratones, gorriones, patos7 y palomas6

son refractarios a la infeccion experimental.

Reservorios de infeccion.

Los principales reservorios de infeccion son aves con infeccidn cronica y
portadores sin signos. (8). Los brotes de coriza infecciosa ocurren
frecuentemente en otofio e invierno. (9). No se ha demostrado que los
gorriones silvestres (Paser paser) estén implicados como vectores; sin
embargo, estudios epidemiologicos sugieren que este microorganismo puede

ser introducido en granjas aisladas por via aérea. (10).

Periodo de incubacion

El periodo de incubacién de la coriza infecciosa es de 24 a 48 h después de la
inoculacién de aves con cultivo vivo o exudado infeccioso. De manera
experimental, el periodo de incubacion puede ser variable de acuerdo con
ciertas condiciones de exposicién: 24 h, inoculacion intrasinusal; 48 h,
instilacién nasal; 72 h, aves en jaula; cuatro dias, contacto con agua infectada y

seis a 14 dias por transmision aérea. (11).



- Avibacterium paragallinarum

En esta imagen nos muestra el medio de cultivo de agar chocolate y agar

sangre con su colonia nodriza de Avibacterium paragallinarum.
Caracteristicas de la infeccion.

Los signos clinicos de la coriza infecciosa como estornudo, conjuntivitis,
con olor fétido exudado nasal seroso o mucoso, estornudo, inflamacién de
senos infraorbitarias, edema facial y conjuntivitis. (1). Esto nos permite
establecer un diagnostico presuntivo de coriza infecciosa; no obstante es
importante realizar el diagnostico definitivo, para ello es necesario el
aislamiento del Avibacterium paragallinarum en gelosa sangre, con una colonia

nodriza de Avibacterium paragallinarum.

La inflamacién de barbillas puede ser particularmente evidente en
machos. También se puede escuchar estertor traqueal cuando las aves tienen

afectado el tracto respiratorio inferior.



Conjuntivitis Exudado nasal y edema facial

Se ha observado un cuadro respiratorio mas severo en casos donde se
asocia H. paragallinarum con otros agentes: Mycoplasma sinoviae, (12). M.
gallisepticus,(13)  Ornithobacterium rhinotracheale,(14,15) Escherichia coli,
Salmonella spp, Pasteurella spp y virus de la bronquitis infecciosa,(16,17) entre
otros. Malkinson et al.18 informaron la asociacion de H. gallinarum con
Chlamydia psittaci y el virus de la viruela aviar en reproductores pesados. Sin
embargo, parece muy comun la asociacion con Pasteurella gallinarum, bacteria
que puede aparecer luego de la fase aguda de la coriza infecciosa y causa
panoftalmia purulenta y contenido de masas caseosas en los senos

paranasales. (17).

Las aves pueden tener diarrea y el consumo de agua y alimento
generalmente se reduce. En aves en crecimiento se registra mala utilidad de la
parvada; en gallinas de postura la reduccién en la producciéon de huevo puede
llegar a 58.7%.(19).

La coriza infecciosa ha sido descrita como una enfermedad soélo
importante para la gallina en postura. Sin embargo esta enfermedad ocurre
tanto en pollos parrilleros y pollas en recria como en gallinas ponedoras y
reproductoras. Los sintomas mas comunes son descarga nasal, tumefaccién
facial, lagrimeo, anorexia y diarrea. Cuando la infeccion se difunde al tracto
respiratorio inferior los animales afectados evidencian reales. Como
consecuencia de estos sintomas disminuye el consumo de alimentos y agua

con el consiguiente retardo en el crecimiento o disminucién de la postura,
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aumentando el numero de aves que deben descartarse (4). En pollos parrilleros
se han descrito casos mas severos, aunque menos frecuentes, caracterizados
por celulitis fibrinopurulenta de la cabeza y barbillones, aerosaculitis,

septicemia generalizada y artritis (7, 21).

En los casos de coriza no complicada generalmente se produce alta
morbilidad y baja o nula mortalidad. Sin embargo, si la cepa infectante es muy
patdgena o si existe asociacion con otros agentes infecciosos puede ocurrir alta
mortalidad. De hecho en Argentina, India, Marruecos, Sudafrica y Tailandia se
han descripto casos de Coriza infecciosa causantes de mortalidad producida
por cepas de H. paragallinarum muy patégenas y con frecuencia asociadas a

otros agentes viricos o bacterianos (3, 4, 21).

Coriza infecciosa complicada.

Cuando H. paragallinarum se asocia con otros agentes se agrava el
curso de la enfermedad, que entonces se denomina "coriza infecciosa
complicada". Entre los agentes bacterianos mas comunes deben mencionarse
Escherichia coli, P. gallinarum y Mycoplasma gallisepticus y menos
frecuentemente P. haemolytica. P. multocida, M. synoviae y Salmonella
entérica (3, 4, 19,21).

Mas recientemente se describe a una nueva especie, denominada
Ornithobacterium rhinotracheale (27), como agente asociado a coriza
infecciosa y con capacidad patdgena para producir infecciones respiratorias en
gallinas ponedoras y pollos parrilleros (3,28). Las citadas P. avium, P.
volantium y "Pasteurella especie A" también pueden asociarse con H.
Paragallinarum (3,6). La coriza infecciosa puede ocurrir en forma simultanea
con diversas infecciones virales del tracto respiratorio, siendo las asociaciones

mas frecuentes con la viruela, bronquitis y laringotraqueitis infecciosas (4).



Morbilidad y mortalidad

La coriza infecciosa clasica esta generalmente caracterizada por alta
morbilidad y baja mortalidad.1 Sin embargo, se ha informado de cuadros
clinicos atipicos donde H. paragallinarum ha causado mortalidad.

En parvadas de pollos de engorda y gallinas de postura, las pérdidas
debidas a mortalidad persistente y eliminacion de aves fue de 2%-5%.17 En
estos casos, H. paragallinarum fue aislado a partir de higado, rifén vy
especialmente de la articulacion del tarso y globos oculares, ella indica
septicemia. Droual et al.,(20). Describieron desechos en matadero de pollos de
engorda por lesiones de celulitis fibrinopurulenta de la cabeza y barbillas y
aerosaculitis. Bland et al.,(21), informaron que en un complejo de gallinas de
postura en California, durante un periodo de 13 semanas, la mortalidad varié
del 8% al 64% y la produccién de huevo cayé de un promedio de 77% a tan
s6lo 15%, en el brote de coriza infecciosa mas severo registrado a la fecha en

esta area.

Hallazgos Histopatolégicos.

En pollos infectados con H. paragallinarum, la cavidad nasal y senos
infraorbitarios presentan exudado seroso o mucoso. (22). Las membranas
mucosas de estos sitios se observan congestionadas con inflamacién hidrépica
o edematosa (inflamacién catarral aguda). También se observa edema en el
tejido subcutaneo de la regidon periorbital y de las barbillas.(23). Los cambios
microscopicos se limitan principalmente a la mucosa de los pasajes nasales y

senos infraorbitarios.

La lesion basica observada es un infiltrado inflamatorio de la mucosa
respiratoria con indicacion de un efecto citotoxico en el epitelio y marcada
estimulacion de las glandulas mucosas intraepiteliales. (24). También se
observa infiltracion marcada de mastocitos en la lamina propia de las
membranas mucosas de la cavidad nasal. Los productos de los mastocitos,

heterofilos



y macrofagos pueden ser responsables de los cambios vasculares
severos y el dafo celular que conduce a coriza.(23). Sin embargo, aun no se

comprende bien la patogenia de H. paragallinarum en la coriza infecciosa.

Epizootiologia molecular.

De forma Adicionales Pruebas de biotipificacion y serotipificacidén, Blackall y
cols. (8). Incluyeron globos oculares indicando una septicemia. Droual y cols.
(20), describen condenas de pollos de engorde en el matadero, principalmente
debido a lesiones de celulitis fibrinopurulenta de la cabeza y las barbillas, junto
con aerosaculitis. Bland et al. (21), informaron a la coriza infecciosa brote mas
grave registrado hasta ahora en un complejo por el que se encuentra el area de
California. Durante un periodo de 13 semanas, la mortalidad varié6 desde 8%
hasta 64% vy la produccion de huevos se redujo de un promedio de 77% a sélo
el 15%.

El perfil obtenido permitié reconocer tres grupos de brotes relacionados.
Los resultados indicaron que las granjas pueden tener infeccién crénica
causada por una sola cepa de H. paragallinarum que reaparece a intervalos.
Este estudio también mostré la primera evidencia detallada de que las aves de

reemplazo son la mayor fuente de coriza infecciosa.

De forma similar, Miflin et al. (26, 27), caracterizaron 15 aislamientos de
H. paragallinarum independientes de NAD obtenidos a partir de 1989 en
Sudafrica, mediante serotipificacion, biotipificacién, analisis con endonucleasas

de restriccion y ribotipificacion.

Todos los aislamientos fueron serovariedad A y mostraron un unico
patrén en el andlisis con endonuclesas de restriccion y ribotipificacion, que fue
diferente a los patrones de aislamientos dependientes de NAD obtenidos antes
de 1989. Basados en lo anterior, los autores sugirieron que los aislamientos
independientes de NAD corresponden a clones de las cepas clasicas. En un
estudio similar, mediante perfiles de ribotipificacion se establecido la
epidemiologia molecular de 12 aislamientos (serovariedad A) de H.

paragallinarum obtenidos en cinco brotes de coriza infecciosa en Hebei, China



(26). Los resultados obtenidos mostraron cuatro perfiles de ribotipificacion, los
cuales se correspondieron con la historia epidemioldgica de los aislamientos,
confirmando que existe diversidad genética en la poblacion de H.

paragallinarum de ese pais.

En México, Soriano y Blackall, (27), mediante la prueba de ERIC-PCR
estudiaron 15 aislamientos de H. paragallinarum de las serovariedades de
Blackall. Los resultados mostraron dos perfiles ERIC en los aislamientos
serovariedad A-1, uno para el aislamiento A-2, tres para los aislamientos B-1y
dos para los aislamientos C-2. Con base en el origen de los aislamientos, los
autores establecieron una relacion entre la serovariedad y el perfil ERIC
obtenido, concluyeron que esta prueba puede ser una herramienta de

laboratorio rapida en la caracterizacién epidemiolégica de H. paragallinarum.

ANTIGENICIDAD PATOGENICIDADE E INMUNOGENICIDAD.

Los antigenos hemoaglutinantes, o hemoaglutininas, son las estructuras
principalmente relacionadas con Ila antigenicidad, patogenicidad e
inmunogenicidad de H. paragallinarum. Asi, una cepa variante que no
hemoaglutina, aun después de tratamientos o envejecimiento, tampoco
produce coriza cuando se instila o inocula en aves susceptibles.(28,29) Takagi
et al.(30) purificaron esta hemoaglutina mediante el uso de cromatografia de
afinidad y anticuerpos monoclonales y demostraron su importancia crucial en la
inmunogenicidad al inocular con la hemoaglutinina purificada aves susceptibles

por via intramuscular.

De este modo se logré proteccion frente a desafios con una cepa
patdgena. Es mas, esta proteccion activa depende totalmente de la presencia
de anticuerpos humorales inhibidores de la hemoaglutinacién en el suero
sanguineo. Ademas, Takagi et al (.31, 32) demostraron que se puede conferir
una solida proteccién frente al desafio con la misma cepa, administrando por
via intraperitoneal anticuerpos monoclonales de raton, especificamente

dirigidos contra las hemoaglutininas; esta vez, mediante un mecanismo de
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inmunidad pasiva. Si bien estos ultimos estudios se realizaron con la cepa 221
(A-1), estos resultados son, con certeza, generales y por extension pueden ser
aplicados a las hemoaglutininas de la mayoria de las cepas de H.

paragallinarum.

Se considera que la adherencia bacteriana a las células epiteliales es el
primer paso en el proceso de infeccidn de las superficies mucosas. Las
adhesinas son las estructuras bacterianas que median la adherencia a
estructuras celulares complementarias, los receptores.(33). Con base en lo
anterior, se ha mostrado adherencia in vivo e in vitro de H. paragallinarum a
células epiteliales traqueales de pollo.(34,35). De forma similar, se ha mostrado
que bacterias de H. paragallinarum, adsorbidas de manera homodloga o
heteréloga con antisueros de conejo o pollo y lavados traqueales de aves
inmunizadas, perdieron la actividad hemoaglutinante y capacidad de
adherencia a las células epiteliales. (36).

Los resultados obtenidos en este estudio indican que los antigenos
hemoaglutinantes son las adhesinas de H. paragallinarum y que los
anticuerpos inhibidores de la hemoaglutinaciéon presentes en los lavados
traqueales actuan también como anticuerpos neutralizantes. Este hecho indica
que seguramente los receptores especificos para las hemoaglutininas de los
eritrocitos y las células epiteliales del tracto respiratorio son los mismos, 0 muy
similares, lo cual una vez mas confirma la importancia de las pruebas de
hemoaglutinacion, las cuales, indirectamente, detectan la capacidad de una
determinada cepa para adherirse a las células blanco sobre las que H.
paragallinarum especificamente dirige su accion patégena. Siguiendo esta
metodologia, también se mostré que el receptor celular puede ser
principalmente del tipo D-manosa. (37) Se ha comprobado que este
carbohidrato es también el receptor celular para algunos miembros de la familia

Pasteurellaceae.(31).

Recientemente, Terry et al. (37), informaron de la produccion de
hemocina, una bacteriocina, por parte de H. paragallinarum. Adicionalmente
identificaron el gen cromosdémico que codifica para esta hemocina, asi como un

plasmido que porta este gen un aislamiento de Australia. Los autores
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mencionan que la hemocina producida por H. paragallinarum puede ser
importante en la colonizacién de los senos respiratorios de los pollos, ya que
encontraron que aislamientos de Pasteurella avium, P. volantium y P. especie
A, todos ellos considerados bacterias gram negativas no patégenas y que se
encuentran en el tracto respiratorio superior de pollos que sufren enfermedad

respiratoria debida a otros agentes, fueron sensibles a esta hemocina.

Se considera que H. paragallinarum es un agente patdgeno primario en
aves susceptibles.1 Sin embargo, de manera especifica han existido
discrepancias en cuanto a la patogenicidad de la cepa 0222 (serovariedad B-1).
Sawata et al.39 informaron que esta cepa carecia de antigenos aglutinantes y
que no era patégena en pollos desafiados. Sin embargo, Rimler et al.
(40,41), mostraron que las cepas 0222 y Spross (B-1) fueron patégenas en
pollos desafiados y que representaba una de las tres inmunovariedades
relacionadas con las serovariedades identificadas por pruebas de aglutinacion

en placa. De forma similar.

Thornton y Blackall (41), encontraron que la cepa 0222 habia producido
anticuerpos aglutinantes especificos de serovariedad. Yamaguchi et al.(42)
investigaron la patogenicidad de cinco cepas serovariedad B, las cuales
incluyeron las cepas 0222 y Spross. A diferencia de las otras tres cepas, la
cepa 0222 no produjo signos clinicos de coriza infecciosa. Sin embargo, se
observaron lesiones (engrosamiento de membranas mucosas y exudado
amarillento) en senos infraorbitarios y aislamiento del microorganismo de
desafio. Estos resultados evidencian que la cepa 0222 es capaz de producir
infeccion e indican, probablemente, que es una cepa de baja virulencia. Sin
embargo, no se han conducido los estudios definitivos al respecto. Bragg et al.
(43), regqistraron diferentes grados de virulencia en pollos desafiados con

aislamientos sudafricanos de las serovariedades A-1, B-1, C-2 y C-3.

El aislamiento serovariedad C-3 produjo los signos mas graves en las
aves desafiadas. De forma similar, Soriano et al. (44), desafiaron grupos de
pollos de manera independiente con las nueve cepas de referencia del

esquema de Blackall, e informaron que los signos mas graves de coriza
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infecciosa se observaron en aves desafiadas con las cepas de las
serovariedades C-1 y C-3. Sandoval y Terzolo (29), estudiaron diferentes cepas
regionales de las serovariedades A, B y C de Argentina, mediante el desarrollo
de modelos de reproduccion de la enfermedad para evaluar su patogenicidad,
difusion horizontal e invasividad. Se demostr6 que las cepas B fueron
consistentemente patégenas y causan lesiones de coriza muy aguda, siempre
con alto grado de contagio e invasividad. En cambio las cepas A y C mostraron
distinto comportamiento: algunas fueron muy virulentas, difusoras e invasivas;
otras fueron patdgenas, pero sélo difundian muy lentamente, y otras fueron
poco patdgenas e inclusive se encontraron unas pocas cepas de campo que
mostraron ser totalmente patdgenas. Horner et al.46 sugirieron que los
aislamientos independientes de NAD pueden causar aerosaculitis de manera
mas frecuente que los H. paragallinarum tipicos. Ademas, se especula que los
aislamientos independientes de NAD pueden ser diferentes como para producir

fallas de las bacterinas actualmente empleadas. (47).

La virulencia de aislamientos de H. paragallinarum independientes de
NAD también ha sido investigada. Bragg48 desafié grupos de aves con
aislamientos independientes de NAD en los cuales su patogenicidad fue
evidente. Sin embargo, los signos de coriza infecciosa fueron menores que los
observados en aves desafiadas con cepas dependientes de NAD. Es
importante destacar que Bragg et al.49 han demostrado que la independencia
de NAD puede ser adquirida por transformacion mediante la adquisicion de un

plasmido.

De forma similar, Taole et al. (49), transformaron una cepa serovariedad
C-3 dependiente de NAD en independiente de este factor, mediante la técnica
de electroporacion. Los signos de coriza infecciosa fueron menos graves en las

aves que fueron desafiadas con la cepa transformada.

No se pudo explicar el mecanismo por el cual la virulencia es afectada
por este proceso. Lo interesante de esta transformacion es su posible
aplicaciéon practica, ya que seria factible reducir el costo de produccion de las

bacterinas al usar cepas que no requieren de la adicion de NAD en los cultivos
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industriales. De hecho, Bragg et al. (560) demostraron que estas cepas
trasformadas mantienen inalterables su capacidad de  producir
hemoaglutininas, antigenos fundamentales para lograr una buena proteccién
en la bacterinizacion. Sin embargo, la posible introduccién de plasmidos
infectivos en paises carentes de cepas independientes de NAD, plantea muy
serios problemas de bioseguridad, sobre todo si se toma en cuenta que en
Sudafrica, por ejemplo, ademas de H. paragallinarum, también existen cepas
NAD independientes de P. avium, P. volantium y “Pasteurella especie A” en las
aves, (47), e inclusive de H. parainfluenzae en seres humanos, (52), lo que

indica que podria existir una posible infeccidén por este plasmido. (53).

Se ha informado que la capsula de H. paragallinarum esta implicada en
la patogenicidad y virulencia de esta bacteria.54-57 Sin embargo, no se han
efectuado estudios definitivos que muestren la importancia de la capsula en la

patogenia de H. paragallinarum.

Es importante sefalar que la independencia de NAD puede ser adquirida
por la transformacion por medio de un plasmido, segun lo informado por Bragg
y cols.49 Del mismo modo, un dependiente de NAD C-3 de las cepas se
transforma en una cepa NAD-independientes por medio de electroporacion
técnica llevada a cabo por Taole et al., (49), los signos menos graves de
coriza infecciosa se observaron en pollos que fueron desafiados con la cepa
transformada. EI mecanismo por el cual la virulencia es afectada en este
proceso no se ha explicado. Una interesante aplicacion practica de esta
transformacion podria ser una posible reduccion en la produccion de vacunas
en los costos por el uso de cepas NAD en los cultivos industriales. De hecho,
como se demostré por Bragg et al., de 51 afios que estas cepas trasformadas
puede mantener inalterable la produccién de hemaglutininas, antigenos
fundamentales para lograr una buena proteccién de la vacuna.

Sin embargo, la introducciéon de plasmidos infecciosos en los paises
libres de cepas NAD independientes surgen graves problemas de bioseguridad,
en particular teniendo en cuenta que en Sudafrica también existen cepas de P.
avium de NAD independiente, volantium P. y Pasteurella especie A en los

pollos, de 47 e incluso en las cepas de H. parainfluenzae aisladas de seres
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humanos, (52) lo que indica que en este pais pudo haber ocurrido una infeccién

generalizada de este plasmido. (53).

Se ha informado de que la capsula de H. paragallinarum puede ser
implicada en la patogenicidad y virulencia de esta bacteria. (54-57). No
obstante, los estudios definitivos que muestren la importancia de la capsula en
la patogenia de H. paragallinarum no se han llevado a cabo. Gallinacin Mayor-
3 en forma experimental de H. paragallinarum en pollos infectados fue
recientemente reportado.(58). Gallinacin-3 es un R-defensinas epiteliales que
participan en la inmunidad innata mediante propiedades antimicrobianas de las
células epiteliales y secreciones traqueales. Podria ser un factor limitante para
la dispersion del tejido de H. paragallinarum en el tracto respiratorio y de los
procesos de colonizaciéon en los pollos. Un estudio reciente mostré que pollos
infectados de manera experimental con H. paragallinarum, incrementaron la
expresion de gallinacina-3, una R-defensina epitelial que contribuye a la
inmunidad innata mediante propiedades antimicrobianas propias de las células
epiteliales y secreciones traqueales.58 Los autores mencionan que es probable
que éste sea un factor limitante de la distribucién tisular de H. paragallinarum

en el proceso de infeccion y colonizacion del tracto respiratorio de los pollos.

DIAGNOSTICO.

Aislamiento e identificacién del agente.

Para el aislamiento bacteriolégico se recomienda el estudio de tres o
cinco aves con signos agudos de coriza. El procedimiento de toma de muestras
se debe efectuar con estricta esterilidad. Para ello, una vez sacrificada el ave,
se cauteriza la piel de la region infraorbital y se practica una incisién sobre el
seno infraorbitario correspondiente, se separa la piel en la incisiébn y se
introduce un hisopo estéril humedecido en un caldo nutritivo o solucion
tamponada de fosfatos a pH neutro. Lo mas recomendable es el cultivo antes
de las 5 h debido a la reducida viabilidad de H. paragallinarum. Para la siembra
de los hisopos pueden utilizarse placas en base de agar, o agar Columbia con

7% de sangre de bovino u ovino con el agregado de cepas nodriza de
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Staphylococcus spp, las cuales eliminan el factor V, o bien usar agar chocolate
0 agar con sangre hemolizada, en vez de las cepas nodriza. Como se refirid
anteriormente, con este ultimo procedimiento se obtienen colonias mucho mas

grandes.

El uso de medios de cultivo selectivos con antibioticos e incubados a
37°C durante 48 h en una atmdsfera microaerofilica, es un procedimiento que
permite diferenciar y aislar a H. paragallinarum en cultivo puro, aun cuando la
flora bacteriana sea compleja. La atmdsfera microaerofilica puede obtenerse
mediante el clasico método de incubacidn de las placas en un recipiente con
vela, la cual se apaga al consumirse parte del oxigeno contenido en un
recipiente herméticamente cerrado, o bien usando los distintos productos
comerciales disponibles, tanto para generar CO2 como para las atmdsferas
destinadas al género Campylobacter. (53). La identificacion de H.
paragallinarum debe efectuarse mediante pruebas bioquimicas y enzimaticas
diferenciales. La dependencia o independencia de NAD no permite inferir si se
trata de H. paragallinarum o de otros microorganismos del género Pasteurella,
sobre todo en los lugares donde existen cepas independientes de NAD.59 A la
fecha, unicamente se ha informado el aislamiento de H. paragallinarum
independientes de NAD en Sudafrica (serovariedades A-1 y C-3)60,61 y
México (serovariedades B-1y C-2).(62).

Para la realizacion del diagnostico definitivo se procede a realizar una

incision para posteriormente tomar una muestra con un hisopo.
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Después que se tomé la muestra con un hisopo se siembra en

gelosa sangre como lo muestra esta foto.

Identificacion serolégica.

Se han descrito varias pruebas serologicas para la deteccion de
anticuerpos contra H. paragallinarum en los pollos: precipitaciéon en gel, (63)
aglutinacion en placa (64), aglutinacion en latex65 y ELISA.66-68 Sin embargo,

la prueba de inhibicion de la hemoaglutinacién es la mas usada. (69).

Se han producido un numero de paneles de anticuerpos monoclonales
que han sido empleados para identificar H. paragallinarum, principalmente
mediante pruebas de inhibicion de la hemoaglutinacién y ELISA.70-74 En
Argentina, cuatro de diez aislamientos de la serovariedad A75 y en Brasil seis
de 14 aislamientos de esta misma serovariedad76 no reaccionaron con los
anticuerpos monoclonales especificos que reconocieron a 49 aislamientos
japoneses de la serovariedad A77 y mas de 20 aislamientos de la serovariedad
A de varias partes del mundo;(71,72), en estas cepas de Latinoameérica se

observaron ciertas diferencias antigénicas.

Caracterizacion molecular.

Chen et al. (78) desarrollaron una prueba de reaccidén en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés, polymerase chain reaction),
especifica para H. paragallinarum. Esta prueba es rapida y los resultados se

obtienen aproximadamente en 6 h. Asimismo, identifica aislamientos tanto
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dependientes como independientes de NAD.79 Esta prueba es llamada HP-2
PCR y utiliza los siguientes iniciadores: N1, 5 TGA GGG TAG TCT TGC ACG
CGA AT 3’y R1, 5 CAA GGT ATC GAT CGT CTC TCT ACT 3’, que amplifican
un fragmento de 0.5 kb.78 Esta prueba fue desarrollada en Australia y ha sido
transferida con éxito a Sudafrica, (79), China (80) y México (81). Estudios
posteriores han mostrado excelentes resultados cuando las muestras incluidas
en la prueba son tomadas directamente de senos infraorbitarios de aves
infectadas de manera experimental.78 De forma similar, se obtienen resultados

positivos en muestras mantenidas a 4°C o —20°C durante 180 dias (82).

Blackall et al (83). Evaluaron las endonucleasas de restriccion BamHl,
EcoRI Hindll y Smal en la caracterizacion de ADN cromosomico de H.
paragallinarum. La enzima Hindll produjo el mayor numero de fragmentos y
mostré un mayor grado de discriminacion entre los aislamientos estudiados. La
creacion de una genoteca de la cepa Modesto (serovariedad C-2) sentd las
bases del desarrollo de la prueba de PCR (78). El estudio de esta genoteca
identific6 cuatro sondas que reaccionaron de manera especifica con H.
paragallinarum. Ninguna de las sondas reaccioné con bacterias de los géneros
Pasteurella y Actinobacillus, o M. gallisepticus y M. synoviae. Se obtuvo la
secuencia de la sonda mas pequefia (P601, 1.8 kb) que permitid el disefio de

los iniciadores para la prueba de PCR.

Basada en el empleo de esta técnica para el consenso intergénico
repetitivo de enrobacterias (ERIC-PCR, por sus siglas en inglés, enterobacterial
repetitive intergenic consensus), Khan et al., (84), identificaron 18 patrones
ERIC en 39 aislamientos y cepas de referencia de H. paragallinarum.
Mencionan que todas las cepas de referencia mostraron un patron ERIC
unico, excepto las cepas HP14 (A-4) y HP60 (C-4), procedentes de Australia.
Sin embargo, en un estudio similar, Soriano y Blackall (27), encontraron
diferencias en los patrones ERIC obtenidos para estas cepas. Recientemente,
Hobb et al.85 aislaron, identificaron y obtuvieron la secuencia del gen HagA

que codifica para una hemoaglutinina de H. paragallinarum.
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La secuencia de 11 cepas de referencia reveldé un pequeno grado de
variacion entre las cepas. Como la hemoaglutinina es el principal antigeno de
serotipificacion, se esperaba encontrar variaciones en la secuencia de
aminoacidos. Sin embargo, ninguna de las variaciones se correlacioné con los
grupos sexoldgicos de las cepas. Como se hara mencion posteriormente, es
probable que el gen HagA codifique para una hemoaglutinina comun
identificada en cepas de H. paragallinarum.

Diagnéstico diferencial.

En afos recientes se han identificado nuevas bacterias o variantes en
las aves, lo que hace mas dificil el diagndstico confiable de coriza infecciosa.
Uno de estos microorganismos es la bacteria O. rhinotracheale, que ha sido

identificada en México y otros paises.(14, 15).

Esta bacteria gran negativa produce un cuadro corizoide caracterizado
por retraso del crecimiento, incremento en la mortalidad y disminucion
considerable de la produccibn de huevo. Las lesiones principalmente

observadas son aerosaculitis y neumonia.

La diferenciacion entre O. rhinotracheale y H. paragallinarum no es dificil
en la mayoria de los paises. Sin embargo, en Sudafrica (40, 60,61) vy
México,(62), donde estan presentes H. paragallinarum independientes de NAD,
se requieren pruebas bioquimicas y patrones de fermentacién de carbohidratos
para establecer el agente causal en cuadros corizoides. Otros microorganismos
implicados en pollos con enfermedad sugestiva de coriza infecciosa son: P.
volantium, tanto dependiente como independiente de NAD, P. avium, tanto
dependiente como independiente de NAD y Pasteurella spp taxén A, tanto
dependiente como independiente de NAD.(47). En pollos de engorda la coriza
deberia ser diferenciada del sindrome de cabeza hinchada por virus de la
rinotraqueitis infecciosa del pavo (TRT). También se cita que la hipovitaminosis
Ay la viruela, en ocasiones, pueden producir signos clinicos similares a coriza

infecciosa (7).
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La artritis del tarso por H. paragallinarum es poco frecuente, pero su
descripcion sefala la necesidad de un diagnéstico diferencial con otros agentes

bacterianos o viricos. (86).

PREVENCION Y CONTROL
Inmunidad e inmunégenos

La bacterinizacion de parvadas susceptibles es la estrategia mas eficaz
en la prevencion de la coriza infecciosa. Se han desarrollado modelos
experimentales con aves susceptibles para evaluar la proteccidén cruzada entre
distintas serovariedades, o bien el grado de proteccién conferido por diferentes
bacterinas experimentales o0 comerciales combinadas en planes de
bacterinizacién. Estas pruebas consisten en inmunizar a las aves con las
bacterinas comerciales a probar o bien con las bacterinas monovalentes
elaboradas con las cepas a estudiar y transcurrido un periodo necesario para
que las aves desarrollen inmunidad activa, éstas se desafian por via
intrasinusal o por instilacion nasal. Al segundo o tercer dias posdesafio se
evalua el grado de proteccion como el porcentaje de aves que no se enferman
segun un criterio establecido. Un criterio estricto es considerar que un ave esta
enferma cuando presenta signos clinicos de coriza infecciosa, mucus en uno o
ambos senos paranasales y aislamiento de H. paragallinarum de uno o ambos

senos paranasales. (87, 88).

La proteccion y control de la coriza infecciosa de los pollos
principalmente es a través del uso de vacunas conteniendo bacterias
inactivadas de la enfermedad. La utilizacion de vacunas con cepas vivas
atenuadas o patégenas aun requieren de una mayor investigacion ya que no
obstante su ideal ventaja de conferir proteccion cruzada contra todas las
serovariedades todavia no ofrecen seguridad o proteccion completa. Las
bacterinas tienen particularidades que las hacen distintas unas de otras que
son necesarias tenerlas en cuenta al momento de elegir la mas conveniente

para alcanzar el mayor grado de defensa contra la infeccion, a su vez es
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preciso considerar aspectos relacionados con cepas y serotipos de desafios

gue son precisos considerarlo para desarrollar una inmunidad amplia y precisa.

En la practica la utilizacion de bacterinas contra coriza infecciosa no
siempre es satisfactoria ya que suelen presentarse brotes de la enfermedad.
Tras su aplicacion, inclusive con autovacunas elaboradas ex profesamente
para conseguir una respuesta inmune especifica contra cepas aisladas de la
enfermedad. La razon de los quiebres de proteccion vacunal se debe
principalmente a factores relacionados con la elaboracién de las vacunas pero
también a causas que tienen que ver con la expresion inmunoldgica de las
aves y a la posibilidad de aparicion de cepas que no son protegidas por las
vacunas usadas. Se requiere tener algunos alcances sobre las vacunas vivas
para tenerlas en cuenta en la posibilidad de aparecer en el mercado productos

peculiares como la indicada.

Los factores reconocidos para conseguir una adecuada respuesta

inmunoldgica con el uso de bacterinas son:

Las cepas a utilizarse.

La integridad de las cepas

La proteccion cruzada entre serovariedades.

La concentracion bacteriana por dosis.

El medio de cultivo elegido.

Los agentes inactivantes.

El tipo de adyuvante.

La via de administracion.

La edad de vacunacion.

El programa de vacunacion.

El complemento para determinar la eficacia de estos factores es el

seguimiento seroldgico.
Para Fernandez y colaboradores (2000) los antigenos

hemoaglutinantes son las adhesinas de Av. paragallinarum. En cambio, Sawata

y colaboradores (1985) sugieren que la capsula esta asociada también a la
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adherencia epitelial y es responsable de las lesiones reportadas en coriza

infecciosas.

Se ha discutido en cuanto a la patogenicidad de la serovariedad B.
Sawata et al. (1980) informaron que esta cepa carecia de antigenos
hemoaglutinantes y que no era patdégena en pollos desafiados. Sin embargo
otros investigadores como Rimler et al (1977), Thornton y Blackall, (1984)
reportan que las cepas Spross y 0222 (prototipos de la serovariedad B) fueron
patdgenas en pollos desafiados y que la segunda cepa mencionada producian

anticuerpos aglutinantes especificos de serovariedad.

Yamaguchi et al (1990), investigaron la patogenicidad de cinco cepas
Serovariedad B, incluyendo las cepas 0222 y Spross y encontraron que la cepa
0222 no produjo signos clinicos de coriza infecciosa. Sin embargo, observaron
lesiones (engrosamiento de membranas mucosas y exudado amarillento en
senos infraorbitarios y aislamiento del microorganismo de desafio. Estos
resultados indican que la cepa 0222 es probablemente una cepa de baja
virulencia (Soriano y Terzolo, 2004). Mas recientemente se han reportado en
Argentina la aparicion de cepas serovariedad B “variantes” que son
genéticamente muy diferentes a las cepas de todas partes del mundo y por lo
mismo no son protegidos con las cepas serovariedad B de referencia (0222 y
Spross) y menos aun con las otras dos serovariedades de Page. Para la
proteccidon contra el desafio de estas cepas B es necesario incluirlas en la

formulacion de bacterinas locales (Soriano y Terzolo, 2004).

La elaboracion de bacterinas requiere de la seleccion de cepas que
confieran la mayor antigenicidad e inmunogenicidad no solo contra las
inmunovariedades que tiene cada grupo de Page si no también cierta
proteccion cruzada entre los tres serogrupos (aun cuando exista el dogma
aceptado que las bacterinas no inducen proteccion cruzada entre las

serovariedades).
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En la actualidad se emplean en todo el mundo bacterinas comerciales
bivalentes utilizando cepas con serovariedades A- 1 y C- 1 y trivalentes con
cepas de serovariedades A-1, B- 1 y C- 2 siendo la discrepancia la necesidad

de incluir o no cepas de la serovariedad B (Soriano y Terzolo 2004).

Segun Terzolo, 2009. Los laboratorios transnacionales preparan vacunas
con cepas estandar internacionalmente reconocidas para ser usadas en
diferentes paises alrededor del mundo. Aseguran que sus vacunas son siempre
efectivas cuando son elaboradas con estas cepas internacionales y por lo tanto
no se preocupan en incluir cepas regionales Algunas de estas cepas son la
cepa 0083 (serovariedad A), la cepa Modesto (serovariedad C), la Spross y la
0222 (serovariedad B), la H- 221 (serovariedad A) y la H-18 (serovariedad C).
Estas dos ultimas también son conocidas como cepas Kitasato y basan su
prestigio en que son capaces de brindar proteccion contra las 7 subvariedades
del modelo inicial de Kume. De este modo, la cepa H-221 (serovariedad H-1)
confiere proteccion contra las infecciones causadas por los serotipos HA- 1,
HA- 2 y HA-3; y la cepa H-18 (serovariedad H- 4) es efectiva contra los
serotipos HA- 4, HA- 5, HA- 6 y HA- 7.

Las bacterinas elaboradas con cualquiera de los otros 5 serotipos
restantes dan una proteccién limitada ya que existe correlacion entre el serotipo
y el origen geografico de las cepas, como es el caso de Brasil y la H- 5 (cepa
Modesto) aislado en USA en el estado de California. Se observa que el uso de
ambas cepas incrementa la proteccion contra las otras serovariedades con
reporte de proteccion también al serotipo B. Esta es la razéon por la que las
vacunas comerciales conteniendo cepas Kitasato son bivalentes ya que solo
contienen los serotipos A y C de Page a través de las cepas japonesas 221 y
H- 18 respectivamente (Separata Coriza Acuosa Bivalente). Si bien esta
vacunas bivalentes provee proteccion contra desafios efectuados con la cepa
Spross de la serovariedad B, no ocurre lo mismo contra serovariedades B de
Sudafrica y Argentina (Terzolo, 2009). Por tal razén varios trabajos confirman la
necesidad de usar bacterinas trivalentes en todas las areas donde se ha

diagnosticado cepas regionales de la serovariedad B. Por todos estos datos se
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indica la necesidad de efectuar estudios de aislamiento y serotipificacién que

con llevara a la necesidad de elaborar vacunas con cepas regionales.

Integridad de las cepas.

Los Avibacterium paragallinarum poseen estructuras antigénicas
complejas que pueden clasificarse ensomaticos y de membrana.
Avibacterium un género de bacterias gram negativas, anaerobias
facultativas, bacterias con forma de varilla en el Pasteurellaceae familia que se
encuentran sobre todo en las aves. Anteriormente los miembros del género
Pasteurella.
Avibacterium avium comensales en las aves. Puede causar la sinusitis y la
neumonia en los terneros. Anteriormente llamado avium avium Pasteurella y
Haemophilus.
Avibacterium gallinarum comensales en las aves, sino una causa ocasional
de la enfermedad de bajo grado.
Avibacterium paragallinarum la causa de la coriza infecciosa en pollos.
Avibacterium volantium comensales en las aves, no sabe que son

patogenas. Anteriormente llamado Haemophilus paragallinarum.

Hemoaglutinantes y capsulares.

Estos antigenos pueden afectarse e inclusive perderse por varios
factores tanto en el cultivo de las cepas, la inactivacion y el proceso de
purificacion, como son la filtracion y la centrifugacién, por tal razén es
importante considerar las técnicas mas idoneas en la elaboracidon de vacunas a
efecto de mantener integro la estructura antigénica de la bacteria (Terzolo,
2009) ya que de nada vale alcanzar concentracion bacteriana por dosis si ésta
esta compuesta por bacterias sin capacidad inmunogénica. Muchas bacterinas
sobre todo las llamadas autovacunas pueden no tener eficacia por esta razén.
Sawata y colaboradores examinaron la morfologia y las propiedades

seroldgicas de los Avibacterium paragallinarum y observaron relacion estrecha
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entre la forma fenotipica de organismos encapsulados y la formacién de
colonias iridiscentes asi como la relacion de organismos no encapsulados con
colonias no iridiscentes. (La iridiscencia es un fenomeno Optico caracterizado
como la propiedad de ciertas superficies en las cuales el tono de la luz varia de
acuerdo al angulo).
Concluyeron que las colonias iridiscentes son las mas inmunogénicas

Y por lo tanto candidatas a ser seleccionadas para la elaboracion de vacunas
con cepas Kitasato. Cuando el Avibacterium paragallinarum es cultivado en
medios inadecuados, la capsula se pierde rapidamente y con ella el poder

antigénico del cultivo bacteriano.
Proteccion cruzada entre serovariedades.

Page en 1962, utilizando prueba de aglutinacién en placa fue el primero
en clasificar a las cepas de Avibacterium paragallinarum en tres
serovariedades: A, B y C y desde entonces se toma como referencia para
serotipificar todo aislado de la bacteria (Blackall y Soriano, 2008). La técnica de
Page se implementa utilizando antisueros de conejo contra las tres cepas de
referencia. Para efectuar la prueba se realizan diluciones de los
correspondientes sueros y se enfrentan a cultivos de cepas a clasificar en una
prueba de aglutinacion rapida en placa.

Como las tres serovariedades tienen antigenos comunes se evidencia
abundantes reacciones sexoldgicas cruzadas, por lo que una cepa se identifica
como perteneciente a una determinada serovariedad si comparativamente
aglutina a la dilucion mas alta del suero correspondiente a la serovariedad
asignada (Blackall y Terzolo, 1995). Una gran desventaja del esquema de Page
es la alta incidencia de cepas no serotipificadas, tanto por ser autoaglutinantes
como no autoaglutinantes, por tal razén, Kume en 1983 presenta una
clasificacion serolégica basada en la deteccion de hemoaglutininas en células
bacterianas que primero se tratan con tiacionato de potasio y luego son
sonicadas.

Para detectar la actividad hemoaglutinante se usa glébulos rojos de
pollos fijados con gluteraldehido. ElI esquema inicial de Kume reconoce tres

serogrupos que corresponden a las serovariedades A, B y C de Page. Como
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existian diferencias menores que pudieron ser detectados mediante el uso de
antisueros adsorbidos, el concepto pas6 a reconocer tres serogrupos y siete
serovariedades con las denominaciones, HA- 1, HA- 2, HA- 3, HA- 4, HA- 5,
HA-6y HA- 7.

Actualmente se ha reconocido dos nuevas serovariedades por lo que se
ha sugerido una nueva terminologia para el esquema de Kume pero
considerando la denominacién de los serogrupos A, B y C de Page. De este
modo las serovariedades dentro de los serogrupos se identifican
numeéricamente. Hasta ahora las serovariedades reconocidas en el esquema
de Kume son: A-1, A-2, A-3, A-4, B-1, C-1, C-2, C-3 y C-4. Esta teminologia
relaciona las serovariedades de Page y los serogrupos de Kume (Blackall y
Terzolo 1995).

Como se menciond, las cepas muertas no confieren proteccion cruzada
entre las serovariedades. De este modo un ave inmunizada con la serovariedad
A quedara protegida contra sucesivas infecciones de cepas distintas pero
pertenecientes a esa misma serovariedad A. El mismo principio se aplica para
el caso de la serovariedad C. Sin embargo se reporta que algunas bacterinas
podrian ejercer algun tipo de proteccion cruzada parcial especialmente aquellas
hechas en cultivo de tejidos y embrién de pollo.

Las bacterinas elaboradas en caldo de cultivo, que son las que se
utilizan habitualmente, no producen ningun tipo de inmunizacién cruzada por lo
que de aparecer cepas regionales variantes A como las reportadas en Brasil y
Argentina se debe agregar a la formulacion tales cepas para evitar ocasionar
fallas vacunales. De igual modo, con la evidencia que respalda la posibilidad de
una diversidad antigénica dentro de la serovariedad B de Page se hace
necesario incluir las cepas regionales en la preparacion de las bacterinas. El
esquema de Kume permite ahora entender que no todas las cepas de un
mismo serogrupo son iguales no existiendo por lo mismo, una proteccion
completa entre ellas. Asi, los estudios de proteccion cruzada realizados en
Argentina sugieren la necesidad de incluir mas de una C en las bacterinas que

Seé usan en ese pal's.
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Se reporta que estos resultados son comparables con lo descrito en
Sudafrica en donde el aumento de la incidencia del subtipo C- 3 de Kume,
causo brotes de la enfermedad en aves vacunadas con bacterinas elaboradas

exclusivamente con cepas de los subtipos C-1 o C-2 (Terzolo 2009).

Concentracién bacteriana por dosis.

Este es otro factor a tener en cuenta para tener buenos resultados con el
uso de bacterinas. La literatura revisada recomienda vacunar con un nivel
minimo de cien millones de bacterias por dosis de cada serotipo (Blackall y
Terzolo 1995; Terzolo 2009). Tratandose de bacterias muertas es
recomendable tener concentraciones mas altas de la indicada. Niveles bajos no
confieren una buena proteccion.

Desafortunadamente no existe forma de cuantificar esta recomendacion
en las bacterinas comerciales debido a la inactivacion de los antigenos
bacterianos por tal razén los fabricantes de vacunas deben indicar la
concentracion por dosis con que ha sido elaborada la bacterina. En el caso de
la vacuna bivalente con cepas Kitasato se indica que cada mililitro del biolégico
contiene 5 billones de Avibacterium paragallinarum de cada cepa (Separata

Coriza Acuosa Bivalente 2000).
Medios de cultivo.

Esta descrito el uso de tres medios de cultivo en la preparacion de
antigenos para vacunas contra coriza infecciosa: el saco vitelino de huevos
embrionados de 5 a 7 dias de edad, caldos de cultivo y cultivos de tejidos
aviarios. Las vacunas propagadas en huevos, medio que se utilizo inicialmente,
no brindan buena proteccién contra los sintomas clinicos de la coriza infecciosa
por lo que en la actualidad se prefiere las vacunas elaboradas en caldos de
cultivo que demostraron conferir mejor proteccién en trabajos posteriores. Los
medios mas utilizados son la infusion en carne de pollo, el medio Casman y el
caldo cerebro — corazén (Blackall y Terzolo, 1995; Terzolo 2009). Se reporta
que existe un solo trabajo que describe la produccidon de vacunas contra coriza
infecciosa en cultivo de tejidos aviarios indicando que este medio fue superior a

bacterinas producidas en caldos convencionales (Blackall y Terzolo, 1995) pero
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en la practica no se utiliza para la elaboracion de bacterinas contra coriza de

gallinas y pollos probablemente debido a la falta de mayor investigacion.

En la preparaciéon de vacunas es importante considerar también detalles
del volumen de indculo inicial, pH, porcentaje de cloruro de sodio, nivel de

hierro libre, atmdsfera y tiempo de incubacién (Terzolo, 2009).

Agentes inactivantes.

El uso de sustancias para inactivar las bacterias también tiene mucha
importancia en la fabricacion de bacterinas contra coriza. Es un tema
controversial y de mucha discrepancia el efecto de diferentes agentes
inactivantes. Varios estudios confirman que el timerosal es un efectivo agente
inactivante, pero existen investigadores informando también que el uso de
formalina resulta eficiente en términos protectivos de la integridad de las
bacterias. Se describe que la inactivaciéon con formalina es mas rapida con
efectos variables de proteccion, en cambio la inactivacién con timerosal es mas
lenta pero con resultados consistentes de protecciéon. En general se concluye
que, si bien las bacterinas inactivadas con formalina pueden ser protectoras, es
posible que vacunas similares conteniendo timerosal puedan ser aun mas
efectivas (Blackall y Terzolo, 1995; Terzolo, 2009).

Existen bacterinas contra coriza usando como agentes inactivantes de
bacterias tanto formalina como timerosal. En el particular caso de vacunas con
cepas Kitasto la inactivacion se realiza utilizando formalina (Separata Coriza

Acuosa Bivalente, Invetsa 2000).

Adyuvantes.

Se han evaluado una variedad de adyuvantes para vacuna inactivadas
contra la coriza infecciosa de las aves entre ellos el gel de hidroxido de
aluminio, aceite mineral en emulsion unica y en emulsién doble, la combinacién
hidroxido de aluminio y aceite mineral, la saponina “Quil A” y la amina lipoidal
avridina. Se reporta que estos dos ultimos tienen muy poca eficacia, de modo

que los mas ensayados y elegibles para ser seleccionados en la elaboracion de
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vacunas estan entre los primeros indicados. La eleccidn del adyuvante idéneo
también es un tema polémico ya que la bibliografia reporta resultados
divergentes cuando los criterios de evaluacidn no son precisos. Los adyuvantes
deben ser evaluados en términos de eficacia y seguridad (Blackall y Tarzolo,
1995) entendiéndose por eficacia la potenciacion de los antigenos de la vacuna
asi como la duracion de la inmunidad y por seguridad la ausencia o presencia

minima de reacciones post vacunales.

Reid y colaboradores (1987) al comparar bacterinas elaboradas con
Hidréxido de aluminio, aceite mineral y saponina “Quil A” reportaron que las
vacunas elaboradas con hidroxido de aluminio son mas efectivas en términos

de proteccién (80%) y no producen reacciones granulomatosas de tipo local.

Las elaboradas en aceite mineral solo protegieron el 35% y ocasionaron
reacciones granulomatosas en los sitios de aplicacion. La combinacion de
hidroxido de aluminio y aceite mineral fue efectiva en un 90% de
proteccion e indujo mayores niveles de anticuerpos aglutinantes. Su desventaja
fue la formacion de granulomas en el sitio de inoculacion. Como se indico el

uso de saponinas no fue exitosa (Blackall y Terzolo, 1995).

Blackall 1987, evalu6 bacterinas preparadas con hidroxido de aluminio,
aceite mineral en doble emulsién y la avridina. Concluyé que las bacterinas en
hidroxido de aluminio alcanzaron mayor efectividad y altos niveles de
proteccion. Las formulaciones de doble emulsion y la avridina no produjeron
resultados relevantes contra la coriza infecciosa aviar.

Existen ofertas de vacunas hechas tanto con hidréxido de aluminio como
con aceites minerales teniendo, a éste ultimo, como adyuvante de la mayoria
de ellas. La bacterina con cepas Kitasato utiliza mas bien hidroxido de aluminio

como adyuvante (Separata Coriza Acuosa Bivalente 2000)
Vias de administracion.

En la practica se administran las vacunas contra coriza infecciosa tanto

por via subcutanea detras del cuello o por la via intramuscular en la pechuga
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sobre todo aquellas hechas en aceites minerales. Sin embargo, la ruta de
administracion es importante. Kume y Sawata (1990) reportan resultados mas
efectivos cuando la bacterina hecha en hidroxido de aluminio se aplica por via
intramuscular en el muslo alcanzando un 87% de proteccion; en la pechuga un

50% de proteccion y aplicada al cuello via subcutanea solo un 32% de
proteccion. Blackall y Terzolo (1995) informan que una vacuna que contiene gel
de hidroxido de aluminio fue eficaz al ser aplicada tanto por via subcutanea (en

la parte posterior del cuello) como intramuscular (en el musculo de la pechuga).

E. Davila, utilizando bacterina con cepas Kitasato (hidroxido de
aluminio) encontré mejor respuesta sexoldgica cuando el producto se aplicé en
el muslo de la pata que por la via intramuscular de la pechuga. Considerando
titulos de HI iguales o0 mayores a 5 como respuesta protectiva se encontrd
100% de proteccion tanto para el serotipo A como para el C en aquellas aves
que fueron vacunadas en el muslo de la pierna en comparacién con respuestas
de 80% (serotipo A) y 60% (serotipo C) de proteccion en las aves que se

vacunaron por la via intramuscular de la pechuga.

Programa de vacunacion.

Las vacunas contra coriza infecciosa han sido disefiadas para ser
usadas en pollas de recria hasta antes de las 18 semanas de edad por lo tanto
las dosis y la edad de vacunacion estan orientadas para dar proteccion
duradera a las gallinas en la fase de produccion en donde la enfermedad
ocasiona las mayores pérdidas econdmicas. Estos indicadores de uso no han

sido evaluados en pollos parrilleros que son de vida mucho mas corta.

Dosis y edad.

El numero de dosis de las bacterinas suministradas a las aves esta
relacionada directamente con la duracién de la inmunidad. Dosis unica de una
bacterina en hidréxido de aluminio confiere proteccién contra la aparicion de
signos clinicos hasta diez semanas después de su administracion (Matsumoto
y Yamamoto, 1975). Esa es la razén por la que se recomienda revacunar

pasado ese periodo de tiempo a efecto de evitar interferencia con los
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anticuerpos circulantes originados de la primera aplicacion. Este esquema de
programa de vacunacidon es indicado por los fabricantes de la bacterina en
hidroxido de aluminio con cepas Kitasato (Separata Coriza Acuosa Bivalente
2000). Blackall y Terzolo, (1995) sefalan que las bacterinas de este tipo
deberian inyectarse en dos dosis separadas entre si por un intervalo minimo de
tres semanas. En el esquema de diez semanas de separacion la primera dosis
de 0.5cc /ave se recomienda colocar entre la 5% y 6% semana de edad via
intramuscular pierna y la revacunacion entre la 15 a 16 semanas de edad con
dosis de 1cc/ave por la misma via de aplicacién. Tras la segunda dosificacion
los niveles de proteccion aumentan hasta las 56 semanas de edad (Blackall y
Terzol, 1995). Se reporta la necesidad de colocar algunas veces una tercera
dosis de refuerzo de acuerdo con las caracteristicas geograficas y tipo de

explotacion.

Dos administraciones también requieren las vacunas en aceite mineral
por via subcutanea detras del cuello o intramuscular en la pechuga con un
intervalo de 3 a 4 semanas, siendo la primera entre la 7 u 8 semanas y la
segunda entre las 11 a 12 semanas (Terzolo, 2009). La dosis varia segun la
concentracion de la vacuna. Usualmente la primera es 0.3 cc/ave y la segunda
0.5cc/ave. Terzolo, 2009 indica la posibilidad de vacunar a los pollos parrilleros
expuestos a coriza infecciosa con una sola dosis administrada a los 15 o 20
dias de edad pero plantea la necesidad de investigar el efecto de esta
aplicacién en el complejo de enfermedades respiratorias, sindrome de cabeza
hinchada y sanidad en general. Sefiala que las vacunas contra coriza en este
tipo de aves debe ser econdmicamente accesible debiéndose determinar la
proteccion en pollos parrilleros jovenes con dosis mas baja que las que

normalmente se aplican en aves de mayor edad.

Evaluacion serolégica.

Con la técnica de HI es posible hacer seguimientos a las vacunaciones
contra coriza. Se han desarrollado dos tipos de prueba de acuerdo al antigeno
usado. En el primero se utilizan células bacterianas jovenes, que luego de

lavarse se usan como antigeno para el tipo HA- 1. Permite la deteccion de
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anticuerpos en aves infectadas o vacunadas hasta por un afo. Su limitacion es
que solo detecta anticuerpos contra el serotipo A de Page (Blackall, 2009). El
segundo tipo de prueba de HI utiliza el antigeno HA — L, el cual se extrae con
tiacionato de potasio para luego ser zonificado. Actua sobre eritrocitos de pollos
fijlados con gluteraldehido. Su aplicacion es primordialmente para evaluar la
respuesta inmune de aves vacunadas con bacterinas bivalentes. Los titulos
obtenidos se pueden relacionar con niveles de proteccion. Aves cuyos sueros
presentan niveles de anticuerpos mayores a 5 se consideran protegidas
cuando se exponen al desafio ante cepas homodlogas (Blackall, 2009; Terzolo
2009).
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TRATAMIENTO Y DESINFECCION.

En el tratamiento de la coriza infecciosa se han empleado varios
quimioterapéuticos y antibiéticos como: estreptomicina, 95 espectinomicina, la
combinacion estreptomicina-espectinomicina 96 o las combinaciones
sulfacloropiridazina-trimetroprim 97 y sulfadimetoxina-trimetroprim, 98 entre
otras. Las quinolonas nicotinato de norfloxacina99 y enrofloxacina100 han dado
excelentes resultados en el tratamiento de esta enfermedad. Se informd del
tratamiento de pollos de engorda con coriza infecciosa, de manera
experimental, empleando enrofloxacina y clorhidrato de bromhexina. 80 Los
resultados obtenidos mostraron que los pollos que recibieron la combinacion
redujeron el tiempo de signos clinicos, a diferencia de los que recibieron
unicamente enrofloxacina. Ademas, la diferencia en peso del grupo de aves

que recibidé la combinacion estuvo 194 g por arriba del grupo testigo.

Blackall.,(101), informa del uso de cloruro de didecildimetilamonio en
programas de desinfeccion continuos en granjas de gallinas de postura y pollos
de engorda, reduciendo el impacto de la coriza infecciosa. Menciona que pollos
inmunizados y no inmunizados contra la coriza infecciosa, y desafiados con H.
paragallinarum de las serovariedades A-1, B-1, C-2 y C-3, mostraron signos
menos severos y un curso mas corto de la enfermedad. Se desconoce el efecto

de otros desinfectantes en el control de la coriza infecciosa.

Tratamiento En el alimento

Clortetraciclina 200-400 g. de durante 7-10 dias.
Oxitetraciclina 200-400 g. de durante 7-10 dias.
Eritromicina 185-200 g. de durante 5-8 dias.
Cloranfenicol 300-500 g. de durante 5-8 dias.
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Sulfadimetoxina 500 g.de durante 6 dias.

Sulfatiazol sddico 500-1000 g.de durante 3 dias.
Tratamiento En el agua de bebida.

Eritromicina .1-.2g /litro de agua durante 5-8 dias.
Ampicilina .1g/litro de agua 3-5 dias.

Sulfatiazol sddico 1g/litro de agua durante 3 dias.
Sulfanometoxina .1-.2g de/litro de agua durante 5 dias.
Tratamiento Parenteral.

Oxitetraciclina 50-80 mg.de/kg.de peso vivo.
Dihidroestreptomicina 80-100 mg. de /kg.de peso vivo.
Eritromicina 30 mg.de /kg.de peso vivo.
Sulfanometoxina 150 mg. de /kg.de peso vivo.

Se debe considerar que H. paragallinarum puede generar resistencia a
los antibidticos y quimioterapéuticos empleados actualmente. Por ello es
necesario realizar pruebas de sensibilidad para seleccionar el antimicrobiano
mas adecuado para tratar a la cepa actuante en un determinado brote.102
También debe considerarse que luego del tratamiento, en las granjas afectadas
por la enfermedad, la infeccibn puede controlarse pero nunca se elimina
totalmente, siendo importantes los programas de desinfeccion. Como las aves
actuan como portadoras, en casos de brotes en granjas con edades multiples,
lo mas recomendable es tratar en primera instancia y ademas indicar la
inmunizacion de todas las nuevas aves que ingresen al establecimiento

afectado.
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CONCLUSIONES.

1. La revisidbn muestra que Avibacterium paragallinarum es una bacteria que
tiene varios factores a considerar en la elaboraciéon de vacunas por lo que
hasta la actualidad no existe una vacuna ideal que reuna los requisitos para
garantizar en todas las circunstancias una oOptima inmunidad frente a los
desafios de campo.

2. La eleccion y la integridad fenotipica de las cepas es importante en la
preparacion de vacunas para garantizar una buena respuesta inmunoldgica.

3. No obstante, el actual concepto de vacuna muerta de uso universal debe
cambiar ante la aparicién de cepas que no son protegidas por las vacunas
convencionales teniendo la necesidad de elaborar vacunas con cepas
regionales.

4. Por tal razon, hacia adelante es prioritario iniciar investigaciones con
vacunas vivas atenuadas que si podrian tener aplicacion universal puesto que
las bacteria vivas si dan proteccion cruzada entre las distintas serovariedades.
5. Fallas y diferencias de resultados en la proteccion contra coriza con el uso
de distintas vacunas también puede deberse a falta de ajuste técnico en el
momento del cultivo y proceso de las bacterias, la eleccion de ingredientes y
sustancias inactivantes que alteran los antigenos superficiales relacionados
con la proteccion.

6. El hidroxido de aluminio y el aceite mineral han demostrado ser buenos
adyuvantes de las bacterinas contra coriza, pero el segundo tiene el riesgo de
ocasionar reacciones severas si no esta bien formulado.

7. La mejor via de administracion con vacuna de hidréxido de aluminio es en el
muslo.

8. Las dosis, edad y programas de vacunacion han sido establecidos para
gallinas pero no para pollos parrilleros siendo necesario investigar estos
indicadores de uso en esta linea de aves.

9. HI es la prueba serologica mas especifica y la mas conveniente para

monitorear la proteccion.
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Brotes de coriza infecciosa pueden ser ocasionados por Av.
paragallinarum tanto dependientes como independientes de NAD. Se puede
registrar morbilidad alta con incremento en la mortalidad de aves afectadas.

La produccibn de huevo en gallinas de postura es afectada
considerablemente. La bacterinizacion de parvadas susceptibles con
inmundgenos “trivalentes” que incluyan las serovariedades A-1, B-1y C-2 es la
estrategia principal en la prevencion de la coriza infecciosa. La inclusion de
aislamientos locales en estos productos puede incrementar la proteccion,
particularmente de brotes ocasionados por “variantes” de la serovariedad B. Sin
embargo, la caracterizacion seroldgica de aislamientos de Av. paragallinarum
con base en el esquema Blackall es importante para el establecimiento de
estudios y practicas epizootioldgicas de la coriza infecciosa tanto en México

como en muchas partes del mundo.

Ademas, los signos de coriza se pueden clasificar en cuatro grados; en

un criterio estricto sélo se consideran con coriza (positivas) los grados 2, 3y 4

Es ampliamente reconocido que los tres serogrupos de Blackall
representan tres inmunovariedades diferentes. (89). En general, el dogma
aceptado es que no existe proteccion cruzada entre las serovariedades de
estos serogrupos. Recientemente, Soriano et al. (45), evaluaron la proteccién
cruzada en aves inmunizadas y desafiadas con las cepas de referencia de H.
paragallinarum en el esquema de Blackall. Los resultados obtenidos en este
trabajo confirmaron que las tres inmunovariedades son diferentes. Sin
embargo, se observo cierta proteccion cruzada entre las serovariedades de los

tres serogrupos.

Estos resultados permitiran guiar estrategias en la prevenciéon de la
coriza infecciosa, ya que en la actualidad se emplean bacterinas comerciales
bivalentes (serovariedades A-1y C-1) y trivalentes (A-1, B-1 y C-2) contra esta
enfermedad en todo el mundo. En este sentido, hasta la fecha existian
discrepancias en cuanto a la proteccion conferida por bacterinas bivalentes

contra aislamientos serovariedad B.69,90 Sin embargo, varios trabajos
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confirman la necesidad de usar bacterinas trivalentes en todas las areas donde
se han diagnosticado cepas regionales de la serovariedad B. Por ejemplo, en
un estudio reciente en el cual se emplearon cepas de referencia, se informé
que una bacterina bivalente no confirid proteccion en aves desafiadas con un

aislamiento serovariedad B-1 de México.91

En Argentina, de manera similar pero empleando cepas regionales,
Terzolo et al., (89), mostraron que bacterinas comerciales bivalentes no
protegieron a pollos desafiados con un aislamiento de la serovariedad B. En
otros ensayos, Yamaguchi et al.(93) informaron que las bacterinas bivalentes
proporcionaron proteccion contra la cepa Spross (B), pero fallaron contra otras
dos cepas B sudafricanas. De forma analoga, Terzolo et al.(89) demostraron
que una bacterina trivalente elaborada con una cepa B de referencia fallé en
pollos inmunizados y posteriormente desafiados con una cepa regional de la
serovariedad B. Bowles et al.,(94), en un estudio comparativo muy amplio,
determinaron la diversidad genética y las relaciones entre 118 cepas
provenientes de seis continentes, mediante movilidad electroforética de ocho
enzimas metabdlicas codificadas por genes cromosomales.

En este trabajo, las cepas de H. paragallinarum estudiadas se
clasificaron en dos grupos heterogéneos, mientras que nueve cepas regionales
de la serovariedad B de Argentina, ocuparon un grupo diferente, lo que
demuestra que éstas estan genéticamente distantes de las otras cepas
estudiadas, independientemente de la serovariedad a la cual pertenecen. Es
decir que las cepas B de Argentina fueron incluso diferentes a otras cepas B de
diversas regiones del mundo. Recientemente Jacobs et al., (91) informaron que
pollos inmunizados con una bacterina comercial trivalente mostraron proteccion
al desafio con un aislamiento de Ecuador serovariedad C, pero no cuando
fueron desafiados con aislamientos B procedentes de varios paises (Ecuador,
Argentina, Estados Unidos de América y Zimbabwe). Los aislamientos fueron
reconocidos por antisueros elaborados para las cepas Spross (B) y H-18 (C).
La proteccion contra estos aislamientos B se incrementd cuando un aislamiento
B de Ecuador fue incluido en la bacterina trivalente. Con base en estos
hallazgos, los autores consideran que estos aislamientos B (“variantes”)

representan una nueva inmunovariedad, designando al inmundégeno que
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incluye este aislamiento como bacterina tetravalente. El criterio utilizado por
estos autores en su investigacidn no es suficiente para proponer la existencia
de una nueva inmunovariedad. Es muy probable que estos aislamientos
constituyan una nueva, o nuevas, serovariedades dentro del serogrupo B, de
forma similar a los serogrupos A o C que incluyen cuatro serovariedades cada
uno. Los resultados obtenidos sefalan la necesidad de realizar estudios de
caracterizacion de hemoaglutininas, ya que evidencian que existen notables
diferencias inmunoldgicas entre diferentes cepas de la serovariedad B. Es
necesario incluir cepas regionales de la serovariedad B en la formulacién de

bacterinas locales.
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