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paragallinarum.

RESUMEN

Avibacterium paragallinarum es una bacteria perteneciente a la familia
Pasteurellaceae, es el agente causal de la coriza infecciosa, una enfermedad aguda
del tracto respiratorio superior de los pollos, que causa un impacto econdmico
importante en la avicultura, debido a la baja en la produccion de huevo y retraso en
el crecimiento de las aves afectadas. Actualmente las nueve cepas reconocidas a
nivel mundial son: A-1, A-2, A-3, A-4, B-1, C-1, C-2, C-3 y C-4. Recientemente la
serovariedad C-1 ha sido reportada en México y Ecuador en brotes de coriza
infecciosa en aves vacunadas. Este aislado C-1 Mexicano presenta clonalidad con
el aislado Ecuatoriano y diversidad genética con la cepa Japonesa H-18, es
altamente virulento y las bacterinas trivalentes comerciales de Av. paragallinarum
ofrecen escasa proteccion contra el asilado Mexicano ESV-135 emergente.
Actualmente se desconoce la relacién antigénica e inmunogénica que guardan las
bacterias H-18 y Modesto (empleadas en la formulacion de bacterinas) con respecto
al aislado mexicano serovariedad C-1. Es por ello que en este trabajo se evaluaron
las caracteristicas antigénicas e inmunogénicas del aislado ESV-135, fia cepa de
referencia H-18 (C-1) y la cepa de referencia (Modesto). El estudio de
inmunogenicidad se llevé a cabo inmunizando grupos de pollos susceptibles con
cada una de las diferentes cepas H-18, ESV-135 y Modesto, haciendo un desafio
(homologo y heterdlogo) y con un analisis de Western Blot. Para el estudio de
antigenicidad se realizaron pruebas cruzadas mediante la técnica de IH con las
hemaglutininas de cada bacteria. Se observaron diferencias significativas entre
pollos tratados y pollos control. Las aves vacunadas con H-18 presentaron 100% de
proteccion al desafio usando las cepas H-18, ESV-135 y Modesto, por el contrario
aves vacunadas con bacterinas con las cepas ESV-135 y Modesto solo indujeron

niveles de proteccién del 100% contra su desafio homologo. Los resultados del
vii



Western Blot muestran que los sueros de aves vacunadas con la cepa H-18
reconocen un mayor numero de bandas homologas y cruzadas comparadas con las
reconocidas por sueros de aves vacunadas con ESV-135 y Modesto. Los
resultados del Western Blot permiten clasificar los patrones de reconocimiento en
dos tipos, el tipo | en el cual se incluyen las cepas por H-18 y ESV-135 vy el tipo Il
conformado por Modesto. El estudio de antigenicidad homdloga muestra titulos de
anticuerpos de 2.23 para H-18, 2.25 para ESV-135 y 2.24 para Modesto los cuales
presentan diferencias estadisticas comparados con los titulos heterélogos, lo cual
da una correlacion entre titulos de anticuerpos y proteccion. Los resultados indican
gue no existen diferencias estadisticas en cuanto a niveles de proteccion cruzada
entre las cepas empleadas, numéricamente H-18 obtuvo protecciones del 100% y
se correlaciona con el numero de bandas reconocidas en el estudio de Western
Blot. En general las cepas evaluadas comparten caracteristicas inmunogénicas, por
lo cual es necesario realizar un estudio detallado para la identificacién de proteinas

especificas de cada cepa.
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ABSTRACT

Avibacterium paragallinarum is a bacterium member of the Pasteurellaceae family,
is the causative agent of infectious coryza, an acute disease of the upper respiratory
tract of chickens causing a major economic losses on the poultry industry, due to the
decline in egg production and growth retardation of affected chickens. Currently the
nine strains recognized worldwide are: A: A-1, A-2, A-3, A-4, B-1, C-1, C-2, C-3 and
C-4. Recently serovar C-1 has been emerged in Mexico and Ecuador in outbreaks
of infectious coryza in vaccinated chickens. To date it is known that the Mexicana nd
Ecuadorian C-1 isolated showed clonality and genetic diversity with the Japanese
strain H-18. C-1 isolate is highly virulent and commercial bacterins not confer
protection against it. Immunization with bacterins in susceptible chickens has been
the main strategy for the prevention of infectious coryza however, which
immunogenic structures provide protection in vaccinated chikens. In this regard
there have been several efforts to understand the mechanisms and structures
involved in immunogenicity, however the role of these is unclear. Several authors
have reported immunogenic proteins Av paragallinarum: 87 kDa OMP protein, 39
kDa hemagglutinin protein, HPA5.1 hemagglutinin protein, 210 kDa (TAASs)
HMTp210 hemagglutinating protein, 110 kDa RTX secreted protein and 60, 68 and
93 proteins relating to the iron acquisition. Based on data from cross-protection the
polyvalent bacterin continue to be used as an effective method for infectious coryza
control however, low efficiency of commercial trivalent bacteria of Av. paragallinarum
against Mexican ESV-135 field isolate have been reported. Currently the antigenic
and immunogenic relationship of H-18, Modesto (used in formulating bacterin) and
ESV-135 serovar C-1 is unknown. In this work the antigenic and immunogenic
characteristics of isolated ESV-135, H-18 and Modesto were evaluated. The
immunogenicity study was conducted by a vaccination-challenge study, in SPF
chickens and Western Blot test, using antisera of each bacterium employed. For the
study of cross-antigenicity the HI technique were performed and employeefor

hemagglutinin testing of each bacteria. The results show significant protection levels
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of protection between the treatments performed. Significant differences between
treated and control chickens were observed. Chickens vaccinated with H-18 showed
100% protection against Modesto and ESV-135, by contrast Modesto and ESV-135
obtained 100% levels only against its counterpart challenge. Western Blot results
show that the antisera of strain H-18 recognize a greater number of homologous and
cross bands compared with recognized by ESV-135 and Modesto. The results of
Western blotting allows the protein classifying profiles into type | formed by H-18 and
ESV-135 and type Il comprised by Modesto. The study of antigenicity shown that
antibody titers are significant on homologues treatments. The heterologous titles,
show a correlation between antibody titers and protection. The results indicate that
there are no statistical differences in levels of cross-protection between strains used.
Numerically protection (100%) obtained by H-18 is correlates with the number of
recognized bands in the study of Western Blot. In general the evaluated strains share
immunogenic characteristics, is necessary for a detailed identification of specific

proteins of each strain in futures studies.



l.- INTRODUCCION.

Avibacterium paragallinarum es una bacteria perteneciente a la familia
Pasteurellaceae, es el agente causal de la coriza infecciosa, una enfermedad aguda
del tracto respiratorio superior de los pollos, que causa un impacto econémico
importante en la avicultura, debido a la baja en la produccién de huevo y retraso en
el crecimiento de las aves afectadas (Blackall y Soriano-Vargas 2013; Blackall et
al., 2005).

A la fecha bajo el esquema de clasificacion seroldgica de Kume se reconocen
nueve serovariedades de Av. paragallinarum, clasificadas en tres serogrupos que
comprenden el serogrupo A: A-1, A-2, A-3y A-4, el serogrupo B: B-1y el serogrupo
C: C-1, C-2, C-3y C-4 (Blackall et al., 1990a).

La serovariedad C-1 fue descrita por primera vez en México en 2011, a partir
de brotes de coriza infecciosa en aves bacterinizadas (Morales-Erasto et al., 2011)
por lo que se considera una serovariedad emergente en la avicultura de México,
previo al reporte de aislamientos de Av. paragallinarum de la serovariedad C-1 en
México, este serovar Unicamente habia sido reportado en Japén y Ecuador
(Morales-Erasto et al., 2011; Cabrera et al., 2011). Este serovar emergente presenta
alta virulencia y variaciones genotipicas, asi como diferencias filogenéticas en los
genes hagA y 16S al ser comparada con la cepa de referencia C-1 representada
por la cepa Japonesa H-18 (Trujillo-Ruiz et al., en prensa; Garcia-Sanchez et al.,
2014).

Hasta ahora la principal medida de proteccion en contra de la coriza
infecciosa ha sido la inmunizacién de pollos susceptibles (Fernandez et al., 2005)
con bacterinas autéctonas elaboradas con los serovares de Av. paragallinarum

presentes en un area geografica determinada (Blackall y Soriano-Vargas 2013), sin

1

M.V.Z. Héctor Hugo Trujillo Ruiz



embargo dichas bacterinas protegen Uunicamente contra los serovares empleados
en la formulacion (Soriano et al., 2004a), por lo cual, en México y otros paises como
Alemania o Estados Unidos es frecuente el uso de bacterinas trivalentes que
incluyen serovariedades representativas de los serogrupos A (A-1), B (B-1) y C (C-
1 o C-2), para la proteccién de parvadas susceptibles (Fernandez et al., 2005;
Soriano et al., 2004a).

La inmunizacion cruzada con variedades del serogrupo C, presenta baja
proteccion. La inmunizacion de aves susceptibles con bacterinas monovalentes
preparadas con la serovariedad C-1 (cepa H-18), confieren Unicamente un 50% de
proteccion si las aves son desafiadas con la cepa Modesto (C-2). Por el contrario,
aves inmunizadas con la serovariedad C-2, confieren una proteccion cruzada del
70%, al desafiar con H-18, estos resultados sugieren que existen posibles
diferencias inmunogénicas entre estos serovares (Soriano et al., 2004a), los cuales
no han sido estudiadas. Recientemente, Morales-Erasto et al., (2015) evaluaron la
proteccion conferida por bacterinas comerciales contra el aislado serovariedad C-1
(ESV-135) emergente en la avicultura de México, sus resultados mostraron que de
las cuatro bacterinas evaluadas, solo una confiri6 un 83% de proteccion,
posiblemente porque esta bacterina contenia una cepa de la serovariedad C-1 en
la formulacién, el resto de las bacterinas estudiadas indujeron porcentajes de
proteccion de 65, 50 y 25%, lo que indica que las bacterinas comerciales existentes
no son efectivas para proteger a las aves contra la infeccion causada por la
serovariedad C-1 emergente. Sin embargo resulta dificil establecer una causa
precisa para la comprension de los resultados, debido a que el desconocimiento de
las serovariedades contenidas en las bacterinas estudiadas dificulta establecer una
causa precisa que ayude a entender los resultados obtenidos. Por esta razén se ha
sugerido realizar estudios para conocer las caracteristicas antigénicas e

inmunogénicas de la serovariedad C-1 emergente y su relacion con otros serovares
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prevalentes en la avicultura Mexicana (Garcia-Sanchez et al., 2014; Morales-Erasto
et al., 2015).

A la fecha no existe informacién de la relacion antigénica e inmunogénica que
guarda el aislado Mexicano ESV-135 con respecto a las cepas de referencia H-18
y Modesto, serovariedades C-1 y C-2 respectivamente, las cuales son

probablemente incluidas en alguna de las formulaciones comerciales.

Por lo cual este trabajo tuvo como objetivo conocer las caracteristicas
antigénicas e inmunogénicas entre el aislado ESV-135, la cepa de referencia H-18
y la cepa de referencia Modesto, los resultados contribuirdn a conocer diferencias
antigénicas e inmunogénicas de las cepas de estudio y ayudaran a entender las
relaciones que guardan entre si estos serovares, con el fin de orientar la correcta
formulacién de inmundgenos que ayuden a prevenir los brotes de coriza infecciosa

en la avicultura.
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.- REVISION DE LITERATURA.

Av. paragallinarum es una bacteria Gram negativa, no movil, que presenta
una forma cocobacilar, con tendencia a la formacion de filamentos en cultivos de 24
horas, para su crecimiento in vitro requiere de NAD (dinucledtido de adenina
nicotinamida), a excepcion de las cepas NAD-independientes reportadas en
Sudéafrica, México y Peru (Bragg et al., 1997; Garcia et al., 2004; Falconi-Agapito et
al., 2015). Esta bacteria pertenece a la familia Pasteurellaceae y es el agente causal

de la coriza infecciosa en pollos (Gallus gallus) (Blackall y Soriano, 2013).

La coriza infecciosa es una enfermedad respiratoria, que afecta a los pollos
de todas las edades, causando inflamacién del tracto respiratorio superior. La
enfermedad se caracteriza por producir un cuadro clinico agudo (por su corto
periodo de incubacion 24-48 horas), alta morbilidad, baja mortalidad y un cuadro
gue dura entre 2 y 3 semanas. Los signos clinicos asociados a la enfermedad son:
la descarga nasal serosa 0 mucosa, estornudos, edema facial, conjuntivitis e
inflamacion de barbillas evidente en machos (Blackall y Soriano-Vargas 2013). En
pollos afectados la enfermedad provoca lesiones en cavidad nasal, senos
infraorbitales y traguea, produciendo dafio en células epiteliales, membranas
mucosas, glandulas mucosas y lamina propia, entre estas lesiones producidas por
la enfermedad se destaca, la desciliacion y erosion de las células epiteliales,
hemorragias, hiperemia, hiperplasia, edema, infiltracion de linfocitos y heterdfilos en
membrana mucosa y desprendimiento de glandulas mucosas, lo cual resulta en la
presencia de exudado catarral y mucopurulento en el lumen de la cavidad nasal,
signo caracteristico de la enfermedad (Trujillo-Ruiz et al., en prensa). Los pollos
afectados pueden presentar diarrea, baja en el consumo de agua y alimento, que
en el caso de aves en crecimiento resulta en el retraso en el desarrollo y el aumento
del nimero de aves eliminadas y en gallinas de postura resulta una marcada

reduccion en la produccién de huevo que va del 10 al 40%, lo que se traduce en
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grandes pérdidas econOmicas para la avicultura comercial (Blackall y Soriano-
Vargas 2013).

Av. paragallinarum ha sido serotipificado utilizando 2 esquemas
relacionados, el esquema de Page (Page, 1962) y el esquema de Kume (Kume et
al., 1983). El esquema de Page fue desarrollado originalmente con el uso de una
prueba de aglutinacion en placa para reconocer 3 serovares: A, B,y C (Page, 1962).
A la fecha es recomendado el uso de una prueba de inhibicibn de la
hemoaglutinacion para serotipificar aislamientos bajo el esquema de Page (Blackall
et al., 1990b). Por otra parte el esquema de Kume se basé en la prueba de inhibicién
de la hemoaglutinacién reconociendo 7 serovares organizados en tres serogrupos,
[, 'y Ill (Kume et al., 1983). En estudios posteriores se reconocieron 2 nuevos
serovares dentro de los serogrupos | y Il (Eaves et al., 1989; Blackall et al., 1990a).
Subsecuentemente se propuso alterar la nomenclatura del esquema de Kume,
sobre la base del conocimiento de que los serogrupos de Kume correspondian a los
serovares de Page (Blackall et al., 1990a). A la fecha, se reconocen tres serogrupos
de Av. paragallinarum bajo el esquema modificado de clasificacion de Kume: A, By
C, dentro de estos tres serogrupos, se reconocen nueve serovariedades que son:
A-1, A-2, A-3, A-4, B-1, C-1, C-2, C-3 y C-4 (Blackall et al., 1990a), los cuales se
distribuyen alrededor del mundo de la siguiente manera: A-4, C-2 y C-4 en Australia
(Blackall et al., 1990a; Eaves et al., 1989), A-1, A-2, B-1 y C-2 en Alemania (Eaves
et al., 1989; Kume et al., 1983), A-1 y C-1 en Japon (Kume et al., 1983), A-1, B-1,
C-2 y C-3 en Sudéfrica (Eaves et al., 1989; Kume et al., 1983), A-1, B-1y C-2 en
Estados Unidos (Eaves et al., 1989; Soriano et al., 2004a), C-3 en Zimbabwe
(Bragg, 2002), A-3 en Brasil (Kume et al., 1983), B-1 en Panama (Calderén et al.,
2010), A-3, B-1 y C-1 en Ecuador (Cabrera et al., 2011), C-2 en Peru (Falconi-
Agapito et al.,, 2015) y en el caso particular de México se han reportado las
serovariedades A-1, A-2, B-1, C-1y C-2 (Soriano et al., 2001; Morales-Erasto et al.,
2011).
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La serovariedad C-1 ha sido reportada Unicamente en Japdn, Ecuador y
México (Kume et al., 1983; Cabrera et al., 2011; Morales-Erasto et al., 2011). A raiz
de la presencia de la serovariedad C-1 en México y Ecuador diversos trabajos de
investigacion basados en esta serovariedad reportan la clonalidad de los aislados
C-1 Mexicanos y Ecuatorianos y diversidad genética entre la cepa de referencia
Japonesa H-18 y los aislados (Morales-Erasto et al., 2011; Garcia-Sanchez et al.,
2014). Otros trabajos reportan alta virulencia del aislado Mexicano (Trujillo-Ruiz et
al., en prensa) y baja proteccidn por parte de las bacterinas trivalentes comerciales

contra el desafio con el aislado ESV-135 (Morales-Erasto et al., 2015).

A la fecha, la principal estrategia para la prevencion de la coriza infecciosa
es la inmunizacion de pollos susceptibles, sin embargo, independientemente de los
serovares incluidos en las bacterinas utilizadas se desconoce especificamente que
estructuras inmunogénicas participan en el proceso que confiere proteccién a las
aves mediante la bacterinizacion. En este sentido se han realizado diversos trabajos
para comprender los mecanismos y las estructuras que participan en la

inmunogenicidad, sin embargo el papel de estas no es claro.

Blackall y Yamamoto (1989) compararon los perfiles de proteinas de
extractos totales de las cepas de referencia 0083 (A-1), 2403 (A-2), E-3C (A-3),
0222(B-1), 2671 (B-1), H-18 (C-1), Modesto (C-2) SA-3 (C-3) de Av. paragallinarum,
reportando similitudes en las bacterias estudiadas, sin embargo clasifican a las
bacterias en dos perfiles de proteina basandose en un rango de peso molecular de
un polipéptido mayor de 42 a 40 kDa. Dentro del perfil | se agrupan las bacterias
0083 (A-1), Modesto (C-2) y SA-3 (C-3) mientras que en el perfil Il se agrupan las
bacterias 2403 (A-2), 0222(B-1), 2671 (B-1), E-3C (A-3) y H-18 (C-1), no se reporta
correlacion entre la clasificacién seroldgica de las bacterias.

Blackall et al., (1990c) describen el analisis de las proteinas de membrana

externa de las cepas 0083, 0222, Modesto y la cepa HP31 serovar C de Av.
6
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paragallinarum mediante SDS-PAGE y western blot. En este trabajo se reportan
minimas variaciones en el perfil de proteinas de las cepas empleadas. Los
resultados del inmunoblot describen el reconocimiento cruzado de proteinas en la
cepas 0083, 0222 y Modesto al ser reconocidas al usarse un suero de pollo
vacunado con la cepa HP31 de Av. paragallinarum, sugieriendo que las cepas A, B
y C presentan proteinas antigénicas comunes. Por otra parte se describe la
presencia de una proteina de 87 kDa denominada OMP A presente en las cuatro
cepas, la cual presenta un peso molecular asociado con proteinas descritas en

Pasteurella multocida y E. coli, dicha proteina se asocia con la regulacién de hierro.

En 2002 Hobb et al., reportaron en la cepa 0083, el gen denominado hagA
gue codifica para la hemaglutinina de Av. paragallinarum. La hemaglutinina es una
proteina de 39 kDa, que actua como adhesina a la mucina respiratoria, tiene una
funcién importante en la serotipificacion, en la inmunidad y en la patogenicidad, su
secuencia de aminoacidos N-terminal presenta homologia con la secuencia de la
proteina P5 de Haemophilus influenzae, que a su vez se relaciona con otras
proteinas P5 de otros patdégenos como Actinobacillus actinomycetemcomitans
(Omp29) y Mannheimia haemolytica (PomA). La secuencia de nucle6tidos del gen
hagA de las 11 cepas de referencia de Av. paragallinarum son conservados, lo cual

sugiere que hagA es un antigeno comun entre serovares.

Mena-Rojas et al., (2004) identificaron una proteina secretada de110-kDa en
un aislamiento de Av. paragallinarum del serogrupo A. Dicha proteina fue
reconocida por un suero de cerdo convaleciente de Pleuroneumonia, un suero
policlonal de conejo contra Actinobacillus pleuropneumoniae Apx | y un suero
policlonal de conejo contra la leucotoxina de M. haemolytica. La proteina RTX puede
ser un factor de virulencia importante ya que demostro ser letal al ser inoculada en
embriones de pollo e inducir signos clinicos al ser inoculada en pollos libres de la

enfermedad (Pérez-Marquez et al., 2008). Por las caracteristicas de esta proteina
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se sugiri6 que podria estar relacionada con las proteinas RTX, que son
consideradas un importante factor de virulencia en diferentes patégenos Gram
negativos. Se ha descartado la funcion hemolitica de la proteina identificada, por lo
cual, de ser una RTX, podria ser una citotoxina que podria considerarse como un
candidato inmunogénico para el control de la coriza infecciosa (Mena-Rojas et al.,
2004).

Negrete et al., (2009) Describieron la sobre expresion de proteinas de
membrana externa de Av. paragallinarum crecida bajo condiciones de estrés por
hierro, en la cepa 0083 serovariedad A-1. Su reporte describe 3 proteinas
inmunogénicas de 60, 68 y 93 kDa. El andlisis de la comparacion de la huella
peptidica mostré que la OMP de 93 kDa corresponde a un receptor de transferrina
TbpA similar al de A. pleuropneumoniae y de Haemophilus parasuis, la proteina de
68 kDa coincide con un receptor de membrana externa transportador de hierro
descrito en A. pleuropneumoniae serotipo 1y la proteina de 60 kDa corresponde a
una proteina de unién a transferrina TbpB de A. pleuropneumoniae serotipo 7. Este
estudio ayuda a comprender la respuesta de Av. paragallinarum para sobrevivir en
ambientes con restriccién de hierro en las superficies mucosas del hospedero, sin
embargo se desconoce si estas proteinas estan involucradas en la inmunogenicidad

de Av. paragallinarum.

Yuan-Man et al., (2007) evaluaron la inmunogenicidad de la hemaglutinina
(hagA) desarrollando una vacuna de subunidad empleado la proteina recombinante
hemaglutinante rHagA de Av. paragallinarum serovariedad C de Page, obteniendo
niveles moderados de proteccion (71%) en pollos vacunados. El resultado de este
estudio sugiere que HagA no es la hemaglutinina principal y no es un inmunégeno

fuerte in vivo.
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Posteriormente se reportd en un serovar de referencia A-1 (221) de Aw.
paragallinarum la identificacion y expresion de un gen que codifica una proteina
(HPA5.1) que induce anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion y confiere
proteccion del 100% en aves vacunadas, dicha proteina es propuesta como una
candidata para el desarrollo de una nueva vacuna contra coriza infecciosa (Noro et
al., 2007).

Por otra parte en 2008 se identifica y caracteriza epitopos hemaglutinantes
de un aislado serovar C de Av. paragallinarum, en donde una proteina recombinante
denominada HPC5.5 produce anticuerpos especificos y protecciéon del 100% en
pollos vacunados y desafiados, sin embargo las proteinas 5.1 y 5.5 tienen un alto

peso y es dificil su expresion en E. Coli (Noro et al., 2008).

Se sugiere que las proteinas recombinantes HPA5.1 y HPC5.5 son los
epitopos HA responsables de conferir inmunidad en serovares A 'y C de Av.
paragallinarum respectivamente, ya que confieren mayor proteccién que la proteina
rHagA descrita por Hobb et al., (2002), la cual es un antigeno comun en las 11 cepas
de referencia de Av. paragallinarum (Yuan-Man et al., 2007; Noro et al., 2007; Noro
et al., 2008). Las proteinas HPA5.1 y HPC5.5 tienen una gran masa molecular lo
cual condujo a un bajo nivel de expresién en E. coli, lo cual ha obstaculizado su uso
como antigeno vacunal. Sin embargo Wu et al., (2011) reportaron la presencia de
una region hipervariable en la proteina HA de Av. paragallinarum, demostrando su
eficacia al conferir altos niveles de proteccion al inmunizar pollos con las proteinas
gue contenian esta region. Dichas proteinas que contenian la region hipervariable
presentaron tamafos de 53.6-58.3 kDa y pudieron ser expresadas con altos
rendimientos en E. coli. Se sugiere que la proteina HA de Av. paragallinarum
pertenece al grupo de las adhesinas Triméricas Autotransportadoras (TAAs) debido

a que contiene un dominio YasA en su C-terminal. Un andlisis de western blot
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muestra que la masa molecular de las proteinas HA de Av. paragallinarum son de
155-200 kDa (Wu et al., 2011).

Yi-Ping et al., (2014) estudiaron la funcion de la hemaglutinina (TAAS)
HMTp210 de las cepas de referencia de 221 (A-1), H-18 (C-1) y de dos aislados de
campo serogrupo C de Av. paragallinarum, mediante la construccion de una cepa
mutante carente de la hemaglutinina HMTp210, sus resultados muestran que la
proteina HTMp210 es el antigeno principal HA de Av. paragallinarum y pertenece al
grupo de las adhesinas Triméricas Autotransportadoras las cuales confieren la

capacidad de adherencia celular y formacion de biofilm.

Hasta ahora se siguen empleando bacterinas polivalentes como una medida
eficaz para el control de la coriza infecciosa, dichas bacterinas estan formuladas
con los serovares de Av. paragallinarum prevalentes en una region geogréafica
especifica, ya que estos productos protegen contra los serovares incluidos en la
formulacién (Fernandez et al., 2005; Blackall y Soriano-Vargas 2013), sin embargo
algunos estudios han demostrado niveles de proteccidbn cruzada entre

serovariedades de Av. paragallinarum.

Soriano et al., (2004a) evaluaron la proteccion cruzada de nueve cepas de
referencia de Av. paragallinarum, los resultados mostraron que existe un porcentaje
de proteccién cruzada entre las serovariedades del serogrupo A que va del 60 al
100%, mientras que en las serovariedades del serogrupo C esta proteccion cruzada
va del 40 al 100% en algunas cepas, esta evidencia ayuda a las empresas
farmacobioldgicas en el disefio de sus formulaciones y frecuentemente se emplea
una combinacién de cepas de referencia, estas combinaciones incluyen los
serovares A-1 (221 o 0083), B-1 (0222 o Spross), C-1 (H-18) o C-2 (Modesto)
(Soriano et al., 2001; Fernandez et al., 2005; Morales-Erasto et al., 2015).
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Se ha demostrado la baja eficacia de las bacterinas trivalentes comerciales
de Av. paragallinarum para proteger contra el asilado Mexicano ESV-135
emergente, ya que estas bacterinas, en su mayoria, no confieren niveles de
proteccion del 100% en condiciones de laboratorio. Morales-Erasto et al., (2015)
reporto niveles de proteccion del 83% 65%, 50% y 25% al desafiar bacterinas
comerciales trivalentes contra el aislado C-1 Mexicano de Av. paragallinarum. Los
resultados de este estudio indican que las bacterinas comerciales no estan
preparadas para prevenir brotes de coriza infecciosa provocados por Av.
paragallinarum serovariedad C-1, esto podria estar relacionado al disefio de los
productos comerciales, ya que la mayoria de ellos debe emplear en su formulacién
una cepa del serogrupo C, ya sea C-1 o C-2 debido a las caracteristicas

inmunogénicas previamente reportadas.
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l1l.- JUSTIFICACION.

Es necesario conocer las caracteristicas inmunogénicas y antigénicas de Av.
paragallinarum serovar C-1 (ESV-135) emergente en la avicultura de México, asi
mismo, es necesario conocer la relacion inmunogénica y antigénica que guarda este

serovar con respecto la cepa de referencia H-18 y Modesto.
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IV.- HIPOTESIS.

El aislado Mexicano ESV-135 de la serovariedad C-1 de Avibacterium
paragallinarum presenta diferentes caracteristicas inmunogénicas y antigénicas al
ser comparada con la cepa H-18 de la misma serovariedad y con la cepa Modesto

de la serovariedad C-2.
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V.- OBJETIVO GENERAL.

Evaluar y comparar las caracteristicas inmunogénicas y antigénicas del
aislado de Avibacterium paragallinarum serovariedad C-1 (ESV-135), con respecto

a la cepa de referencia C-1 (H-18) y la cepa de referencia C-2 (Modesto).

VI.- OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Evaluar los niveles proteccidn cruzada entre cepas H-18, ESV-135 y Modesto
mediante un desafio en aves SPF bacterinizadas.

e Determinar los patrones de reconocimiento cruzado de proteinas totales de
las cepas H-18, ESV-135 y Modesto mediante un western blot.

e Comparar los niveles de anticuerpos homdélogos y heterélogos producidos
por la bacterinizacién con las cepas H-18, ESV-135 y Modesto empleando la

prueba de la inhibicion de la hemaglutinacion.
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VIl.- MATERIALES Y METODOS.

Bacteria. Se utilizé el aislado Mexicano ESV-135 serovariedad C-1 previamente
reportado y genotipificado (Morales-Erasto et al., 2011: Garcia-Sanchez et al.,
2014), ademas se utilizaron las cepas de referencia H-18 y Modesto de Aw.
paragallinarum, serovariedad C-1y C-2 respectivamente, donadas por el Dr. Patrick
J. Blackall, The University of Queensland, Australia. Adicionalmente se emple6 un
cultivo de Staphylococcus epidermidis como colonia nodriza (Soriano-Vargas et al.,
2013).

Medios de cultivo. Para la propagacion y mantenimiento de los -cultivos
bacterianos, se utilizé caldo infusién cerebro corazén (BHI) (BD Bioxon®, México),
NAD reducido, suero de caballo inactivado y estéril, placas de agar sangre (BD
Bioxon®, México) suplementadas con 10% de sangre de ovino y embriones de pollo
SPF de 6 dias de edad (ALPES, Puebla) (Garcia-Sanchez et al., 2014).

Bacterina. Cada cepa empleada fue inoculada por separado en caldo BHI
suplementado con 0.0025% de NAD reducido y 3 % de suero de caballo, los cultivos
fueron incubados a 37.5° C en condiciones de agitacién durante 18 horas,
posteriormente a cada cultivo se le realizé el conteo de unidades formadoras de
colonias (UFC), se les realizé prueba de pureza y esterilidad y fueron inactivados
con 0.01% de timerosal (HYCEL®, México). Los cultivos fueron ajustados
aproximadamente a 5x108 UFC, se les midi6 absorbancia a 650 nm, se les realizo
prueba de HA y finalmente se les adicioné 10 % de hidroxido de aluminio como

adyuvante (Soriano et al., 2004a).

Aves. Se emplearon 120 pollos Leghorn libres de patégenos especificos (ALPES,
Puebla, México) de 4 semanas de edad, a su llegada, los pollos fueron identificados

individualmente y monitoreados serol6gicamente empleando la prueba de IH para
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descartar la presencia de anticuerpos circulantes contra Av. paragallinarum
serovariedad A-1 (0083), B-1 (0222) y C-1 (H-18). Durante el estudio las aves
fueron mantenidas en condiciones de aislamiento y se les administr6 agua y
alimento ad libitum, libres de antibiético (Stephen, 2008; NOM-062-Z0O0-1999).

Bacterinizacion. Grupos de 30 pollos fueron bacterinizados a las 6 y 9 semanas de
edad con 1 ml de la bacterina correspondiente por via subcutanea en el tercio medio
del cuello. Tres semanas después de la segunda bacterinizacion las aves fueron
distribuidas en 3 grupos de 40 pollos, cada grupo integrado por: 10 pollos
bacterinizados con H-18, 10 pollos bacterinizados con Modesto, 10 pollos
bacterinizados con ESV-135y 10 pollos no vacunados usados como control positivo
(Soriano et al., 2004a).

Desafio. Tres semanas después a la segunda bacterinizacion cada grupo de pollos
fue desafiado con una cepa de interés elegida al azar, el grupo 1 fue desafiado con
Modesto, el grupo 2 con ESV-135 y el grupo 3 con H-18. El desafio fue realizado
por instilacibn nasal en la narina derecha con 0.2 ml de una suspension de
cosechado de embrién de pollo conteniendo aproximadamente 5 x 108 UFC
(Soriano et al., 2004a).

Signos clinicos. A partir del dia uno y hasta el dia siete se evaluaron y registraron
los signos clinicos de coriza infecciosa en los pollos desafiados, de acuerdo a una
escala establecida previamente: 0, sin signos clinicos; 1, descarga nasal e
inflamacion facial leve; 2, descarga nasal e inflamacion facial moderada; 3, descarga
nasal abundante e inflamacion facial severa; 4, descarga nasal abundante,
inflamacion facial severa e inflamacion de barbillas. La protecciéon fue definida por
la ausencia de signos clinicos y reaislamiento negativo de Av. paragallinarum. Las
tasas de proteccién fueron comparadas por la prueba de Xi? considerando una
significancia de P < 0.05 (Soriano et al., 2004a).
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Reaislamiento. Posterior a la evaluacion de los signos clinicos los pollos fueron
eutanasiados y se intentd el reaislamiento bacteriol6gico de Av. paragallinarum a
partir de un hisopado en el seno infraorbital derecho de acuerdo a lo recomendado
por Blackall y Soriano (2013). Las bacterias NAD-dependientes fueron evaluadas
por PCR para confirmar los cultivos como Avibacterium paragallinarum de acuerdo
a la técnica reportada por Chen et al., (1996), posteriormente los reaislamientos
fueron genotipificados por ERIC PCR de acuerdo a lo reportado por Soriano et al.,
(2004c), con el objetivo de descartar contaminacion cruzada durante el manejo de

las aves.

Serologia. Las aves empleadas en el estudio fueron evaluadas serol6gicamente
posterior a la inmunizacion a las 9 y 13 semanas de edad, para determinar el titulo
de anticuerpos estimulado por las bacterinas de Av. paragallinarum empleadas,
para ello se utilizo la prueba de inhibicion de la hemaglutinaciéon (IH), empleando
hemoaglutininas de las bacterias H-18, ESV-135 y Modesto, se realizaron pruebas
homologas y cruzadas para todos los sueros obtenidos. La prueba se realizd de
acuerdo al procedimiento descrito por Soriano et al. (2004a), los sueros fueron
absorbidos con una suspensién al 10% de eritrocitos fijados con glutaraldehido, a
una dilucion final de 1:10 (vol/vol) para eliminar hemoaglutininas inespecificas. Para
cada suero se realizaron diluciones dobles seriadas de 50 ul, en microplacas de
fondo redondeado con soluciéon PBS (pH 7.2) y se incubaron durante 20 minutos
con 50 ul de la hemoaglutinina correspondiente. Posteriormente se adicionaron 50
pl de una suspension de eritrocitos fijados con glutaraldehido al 1% vy la placa se
incubo durante 20 minutos a temperatura ambiente y se procedio a la lectura. Los
titulos IH fueron transformados a logaritmo base 10. Los titulos de los grupos fueron
comparados por ANOVA vy las diferencias entre grupos fueron probadas por
significancia mediante la prueba de Tukey, los resultados fueron considerados con
una P< 0.05 (Soriano et al., 2004a).
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Antigenos. Para la preparacion de antigenos hemaglutinantes, las bacterias se
cultivaron en caldo infusion cerebro corazon suplementado con 0.0025% de NAD
reducido y 3% de suero de caballo, se incubaron a 37°C durante 24 horas, se
comprobé la pureza de los cultivos y se inactivaron con 0.01% (peso/volumen) de
timerosal. Los cultivos fueron cosechados y lavados 3 veces con PBS. Para realizar
los estudios serologicos correspondientes los antigenos fueron ajustados a 4
unidades hemaglutinantes empleando eritrocitos de pollo fijados con glutaraldehido
al 1% (Soriano et al., 2001).

Eritrocitos de pollo fijados con glutaraldehido 1 %. Fueron preparados de
acuerdo a la metodologia empleada por Soriano et al., (2001), para lo cual se
colecto6 sangre de pollo (libre de anticuerpos contra Av. paragallinarum) en solucién
Alsevers, posteriormente el paquete celular fue colectado por centrifugacion y
lavado tres veces en NaCl 0.15 M. Se prepar6 una solucion de glutaraldehido al 1%
la cual fue diluida en una solucién que contenia NasPO4pH 8.2, NaCl 0.15 M y agua
destilada. Una suspension de eritrocitos fue preparada en la solucion de
glutaraldehido y refrigerada a 4° C durante 30 minutos. Una vez fijados los eritrocitos
fueron centrifugados, y lavados 5 veces con NaCl 0.15 M y 5 veces con agua
destilada, posteriormente fueron suspendidos en PBS y conservados en

refrigeracion hasta su uso.

Cultivos para la obtencion de proteinas. Cada bacteria empleada se inocul6 por
separado siguiendo la metodologia empleada en la preparacion de la bacterina, los
cultivos fueron cosechados, lavados 5 veces con PBS y centrifugados durante 15
minutos a 11,000 rpm, las pastillas obtenidas fueron congeladas hasta su uso a -
20° C.
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Extracto de proteinas celulares. Para obtener las proteinas de extracto total cada
bacteria fue resuspendida en HEPES-Lisosima, incubada durante 30 minutos en
agitacion y sonicada en hielo a 88 htz a 34 A, 80% durante 6 ciclos de 15 segundos,
posteriormente la muestra fue centrifugada 2 minutos a 14,000 rpm, se recupero el
sobrenadante y se midio la concentracion de proteinas siguiendo la metodologia de
Bradford (1976), posteriormente el patrén de proteinas fue determinado SDS-PAGE
al 10% (Blackall et al., 1990c).

Sueros inmunes. Para la incubacion de las membranas de nitrocelulosa se
emplearon sueros primarios de pollo de 12 semanas, dichos sueros fueron
producidos siguiendo el protocolo de bacterinizacion, se eligieron sueros de aves
de cada grupo experimental que no mostraron signos clinicos al desafio. Para el
grupo control negativo se emplearon sueros de pollos no inmunizados. El suero fue
colectado tres semanas después a la segunda inmunizacion y conservado en

congelacion a -80°C hasta su uso (Blackall et al., 1990c).

Electroforesis en SDS-PAGE. Para comparar los patrones de proteinas totales, se
utilizaron muestras de 20 ug de proteina, las cuales fueron suspendidas en buffer
de muestra y sometidas a ebullicion durante 5 minutos en presencia de 5% de 2-
mercaptoethanol. Las muestras fueron separadas electroforéticamente en gel de
poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE) a 95 voltios durante 60 minutos, posteriormente
los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie, destefiidos y lavados para su

lectura (Mena-Rojas et al., 2004).

Western blot. Para evaluar el inmunoreconocimiento de los sueros inmunes de
pollo contra las bacterias H-18, ESV-135 y Modesto se realizd la separacion
mediante SDS-PAGE vy transferencia de proteinas a una membrana de
nitrocelulosa, las membranas fueron blogueadas con 5% de leche descremada

durante 2 horas a temperatura ambiente en condiciones de agitacion, las
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membranas fueron lavadas 3 veces durante 10 minutos con PBS Tween 20 al 0.5%
(Towbin et al., 1979), posteriormente se incubaron 2 horas con el suero primario
correspondiente (dilucion en 1:500) las membranas, fueron lavadas 3 veces durante
10 minutos con PBS Tween 20 al 0.5% y fueron incubadas 2 horas con anticuerpo
secundario cabra anti-pollo IgG (dilucién 1: 1000), La reaccion fue revelada

empleando clorhidrato de diaminobencidina y H202 (Negrete et al., 2009).
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VIIl.- RESULTADOS.

A su llegada, las aves empleadas para el estudio de proteccion no
presentaron anticuerpos circulantes para las hemaglutininas especificas de los

serogrupos A, By C de Av. paragallinarum (Figura 1).

Figura 1. Deteccion negativa de anticuerpos contra Av. paragallinarum mediante la
prueba de inhibicion de la hemaglutinacién en aves SPF. A) Hemaglutinina 0083, B)
Hemaglutinina 0222 y C) Hemaglutinina H-18 de Avibacterium paragallinarum. D)
control positivo.

En el desafio de cada grupo los pollos control presentaron signos clinicos
caracteristicos de coriza infecciosa como secrecion nasal, inflamacion facial y
conjuntivitis en diferentes grados a partir de la evaluacion a las 24 horas
postinfeccidn, los signos clinicos los se mantuvieron durante siete dias. Las aves
bacterinizadas presentaron diversos niveles de proteccion cruzada, varias aves

bacterinizadas presentaron signos clinicos en diversos grados (Figura 2).
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Figura 2. Evaluacion de signos clinicos en pollos desafiados con Av.
paragallinarum. A) Signos clinicos de coriza infecciosa en pollo control desafiados
con la cepa ESV-135. B) Pollo bacterinizado y desafiado homdélogamente con la
cepa H-18 de Av. paragallinarum.

Los pollos bacterinizados con la cepa H-18 presentan 100% de proteccion
homéloga y cruzada contra las cepas ESV-135 y Modesto, mientras que los pollos
bacterinizados con el aislado ESV-135 presentaron 100% de proteccion homadloga
y 70% de proteccién contra H-18 y Modesto y los pollos bacterinizados con la cepa
Modesto presentan 100% de proteccion homologa, 80% contra el aislado ESV-135
y 70% contrala cepa H-18. No se observaron diferencias estadisticas en niveles de
proteccién entre grupos vacunados pero se observaron diferencias significativas

entre grupos vacunados y grupo control (Tabla 1).
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Tabla 1. Proteccion en grupos de pollos bacterinizados con Av. paragallinarum al

desafio homologo y heterologo.

Bacterina (serovar)

Cepa de desafio (serovar)?

H-18 (C-1) Modesto (C-2) ESV-135 (C-1)
H-18 (C-1) 100 100 100
Modesto (C-2) 70 100 80
ESV-135 (C-1) 70 70 100
Control 0 0 10

ASin Diferencias Estadisticas (P > 0.05).

Las aves evaluadas seroldégicamente a las 9 y 12 semanas mostraron

seroconversion, presentando titulos de anticuerpos elevados con la hemaglutinina

homologa, mientras que mostraron titulos mas bajos al hacer la comparacién

cruzada. Estadisticamente existen diferencias significativas entre los titulos

homélogos y los titulos cruzados (Tabla 2).

Tabla 2. Media de titulos de anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacién (IH) en
pollos bacterinizados con Av. paragallinarum con hemaglutininas homologas y

heterélogas.

Media (log10) de titulos de anticuerpos IH estimulados por 1°y 2°

Hemaglutinina del Bacterinizacién (serovar)?
serovar H-18 (C-1) Modesto (C-2) ESV-135 (C-1) Control

1 2 1 2 1 2
H-180 (C-1) 1.54a* 2.23a* 0.34b 1.05b 1.56b 0.0 0.0
Modesto (C-2) 0.41c 1.42b 0.95a* 2.24a* 1.38b 0.0 0.0
ESV-135 (C-1) 0.88b 1.75a 0.45b 1.24b 2.25a* 0.0 0.0

ALos grupos con diferente exponente en letra mindscula en la misma columna para el mismo

tratamiento son significativamente diferentes (P < 0.05).

Grupos marcados en la misma fila del mismo tratamiento son significativamente diferentes (P <

0.05).
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Por otra parte el gel de poliacrilamida permitio ver perfiles similares entre las
tres cepas evaluadas, mostrando patrones de bandas dominantes comunes y
patrones de bandas caracteristicos de cada cepa, los perfiles de las tres cepas
muestran proteinas dominantes comunes en los pesos aproximados a 24, 37 y 45
kDa. El perfil de la cepa H-18 presenta bandas caracteristicas en los pesos
aproximados a 35 y 40 kDa. Por su parte el aislado ESV-135 presenta bandas
caracteristicas en los pesos aproximados a 36 y 68 kDa. La cepa Modesto presenta
bandas caracteristicas en los pesos aproximados de 33, 39, y 70 kDa (Figura 3).
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El estudio de Western blot muestra inmunoreconocimiento en las tres cepas
evaluadas con los tres sueros empleados, mientras que al emplear suero control el
reconocimiento es menos evidente, se reconoce dos bandas de peso aproximado a
37 y 45 kDa (Figura 5).

El reconocimiento con el suero homdlogo de las cepas H-18, ESV-135 y
Modesto muestra que H-18 es el serovar con mas actividad inmunogénica ya que
reconoce mayor numero de bandas que los serovares ESV-135 y Modesto (Figura
4, linea 2). Los reconocimientos homélogos permiten hacer una clasificacion de
perfiles I y Il en las regiones de entre 35 y 39 kDa (de acuerdo a una clasificacion
previamente reportada). Dentro del perfil | se clasifican las cepas H-18 y ESV-135,
mientras que en el perfil 1l se clasifica la cepa Modesto (Figura 4, lineas 2, 3y 4,
flechas rojas). Se observan reconocimiento de proteinas comunes entre las tres
cepas estudiadas en los pesos de 25, 31, 37,43y 72 kDa. Para el caso de la cepa
H-18 se observan proteinas reconocidas especificas en los pesos aproximados de
27, 43, 50, 58 y 70 kDa. Para el caso del aislado ESV-135 se observan proteinas
reconocidas especificas en los pesos aproximados de 23 y 75 kDa. Para el caso de
la cepa se observa una proteina reconocida especifica en peso aproximado de 35

kDa (Figura 4, lineas 2, 3y 4, flechas negras).

Existié6 reconocimiento cruzado entre las tres cepas empleadas y los tres
sueros, lo que indica que existen proteinas comunes entre las tres cepas evaluadas.
En este sentido el suero de la cepa H-18 es capaz de reconocer completamente los
perfiles del aislado ESV-135 y Modesto, por el contrario los sueros del aislado ESV-
135y la cepa Modesto no reconocen completamente el perfil de la cepa H-18, estos
resultados indican que es posible las proteinas especificas de H-18 estén

relacionadas con la inmunogenicidad cruzada (Figura 5).
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Figura 4. Reconocimiento de proteinas de las cepas Av. paragallinarum con sueros
homélogos mediante Western blot. 1) Marcador de peso molecular, 2) Suero H-18,
3) Suero ESV-135, 4) Suero Modesto y 5) Suero control negativo. Las flechas
verdes indican el reconocimiento del perfil | y las flechas rojas indican el
reconocimiento del perfil 1l de reconocimiento de Av. paragallinarum. Las flechas
negras a la izquierda muestran las proteinas comunes en las tres cepas evaluadas.
Flechas negras a la derecha muestran proteinas especificas de cada cepa

evaluada.
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Figura 5. Western blot cruzado de cepas de Av. paragallinarum. Sueros y proteinas
de las cepas H-18 (I, lineas 2, 5, 8,y 11), ESV-135 (ll, lineas 3, 6, 9, y 12), Modesto
(M, lineas 4, 7, 10 y 13) y control negativo (IV) de Avibacterium paragallinarum
incluidas en el estudio. Marcador de peso molecular (linea 1y 5).
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IX.- DISCUSION.

Se han reportado brotes de coriza infecciosa en aves vacunadas producidos
la serovariedad C-1 de Av. paragallinarum en México y Ecuador (Cabrera et al.,
2011; Morales et al., 2011). A la fecha las bacterinas para prevenir coriza infecciosa
deben contener en su formulacion una cepa serovariedad C-1 o C-2 (Morales et al.,
2015).

En el presente trabajo se evalud la inmunogenicidad y antigenicidad del
aislado de Avibacterium paragallinarum ESV-135 perteneciente a la serovariedad
C-1 y las cepas de referencia H-18 y Modesto serovariedad C-1 y C-2
respectivamente. El estudio de inmunogenicidad consistié6 en la evaluacién de
proteccidon cruzada de las cepas de estudié por medio de un desafio en pollos,
también se realizé un estudio de western blot para conocer los patrones de
proteinas de las cepas H-18, ESV-135 y Modesto. Por otra parte, el estudio de
antigenicidad consisti6 en la evaluacién seroldgica cruzada de las bacterias

incluidas en el estudio, por medio de la prueba de inhibicion de la hemaglutinacion.

En un estudio previo de proteccion cruzada utilizando nueve cepas de
referencia de Av. paragallinarum se reportaron diferencias en proteccion entre los
serovares de referencia C-1 (H-18) y C-2 (Modesto) (Soriano et al., 2004a). Los
pollos vacunados con C-1 (H-18) presentaron 100% de proteccion al desafio
homologo y 70% al desafio con Modesto, mientras que los pollos vacunados con C-
2 obtuvieron proteccion del 70% al desafio homadlogo y 50% de proteccion al desafio
con H-18. En el presente estudio las aves vacunadas con las cepas H-18, ESV-135
y Modesto presentaron un porcentaje de proteccion homologa y cruzada que va del

70 al 100% en donde no se observaron diferencias significativas entre tratamientos.

En términos de serologia se reporta presencia de anticuerpos contra Av.

paragallinarum tres semanas después de la primera vacunacion. Los resultados IH
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de las aves evaluadas a las 6 y 12 semanas muestran titulos elevados cuando la
hemaglutinina es la misma que la contenida en la bacterina. Por lo tanto los titulos
IH estimulados por los antigenos de las cepas H-18, ESV-135 y Modesto fueron
correlacionados con los niveles de proteccion homologa como lo reportado por
Soriano et al., (2004a), mientras que no se observd relacion entre los titulos

obtenidos en las pruebas cruzadas.

Los perfiles de proteinas de las cepas de referencia H-18 y Modesto de Av.
paragallinarum han sido previamente caracterizados (Blackall y Yamamoto, 1989).
Los resultados del presente estudio muestran perfiles de proteinas muy similares
entre las cepas evaluadas, también se observan algunas diferencias en proteinas
especificas de cada cepa como lo reportado previamente (Blackall y Yamamoto,
1989).

Los resultados del inmunoblot indican que las similitudes inmunogénicas
entre H-18 y ESV-135 fueron mayores a las de Modesto. Este resultado permite

Entender la clasificacion serologica del aislado ESV-135 como un serovar C-1.

Con base al perfil de reconocimiento observado en las bandas de 35 a 37
kDa en las tres cepas evaluadas se puede confirmar la clasificacion de los perfiles
en los tipos 1 y Il previamente reportados (Blackall y Yamamoto, 1989). La cepa H-
18 y el aislado ESV-135 pertenecen al perfil I, mientras que Modesto pertenece al
perfil 1, posiblemente esta clasificacion pueda tener relacion con la clasificacion
seroldgica, sin embargo no existen antecedentes de otros estudios que puedan
confirmar nuestra observacion, por lo tanto no queda claro si todos los serovares C-

1 o C-2 pueden ser asignadas al perfil tipo | y Il respectivamente.

Por otra parte los resultados del inmunoblot plantean una posible explicacion

respecto a los niveles de proteccion conferidos por la cepa de referencia H-18 la
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cual obtuvo numéricamente proteccion del 100% contra ESV-135 y Modesto, ya que
el perfil de reconocimiento de este suero H-18 cubre los perfiles resultantes de la
homologia de ESV-135 y Modesto, por su parte los sueros de ESV-135 y Modesto
no cubren el perfil de H-18 dado por su reconocimiento homologo. Con base a los
perfiles similares observados en el SDS-PAGE este resultado indica que algunas

proteinas de ESV-135 y Modesto son expresadas pero no son inmunogeénicas.
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X.-CONCLUSIONES.

Los niveles de proteccion cruzada conferidos por las bacterinas
monovalentes elaboradas con las cepas de H-18, ESV-135 y Modesto Av.

paragallinarum no presentan diferencias estadisticas al desafio cruzado.

La bacterina monovalente de H-18 confiere proteccion del 100% contra los

serovares ESV-135 y Modesto

Las bacterinas monovalentes de ESV-135 y Modesto confieren
numeéricamente menor nivel de proteccidon cruzada, sin embargo ambas bacterinas
confieren 100% de proteccion homéloga.

Las cepas H-18, ESV-135 y Modesto presentan diferencias antigénicas.

Las cepas H-18, ESV-135 y Modesto presentan proteinas comunes y

proteinas especificas que estan relacionadas con la proteccion.

Los niveles de proteccién pueden ser correlacionados al perfil de proteinas

reconocidas en la cepa H-18 de Av. paragallinarum.
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XIl.- ANEXOS.

Anexo 1. Pruebas de control en material biolégico empleado en el estudio.

Cepa Medio de Pureza UFC Esterilidad | HA ABS
Cultivo
H-18 Caldo BHI + 5x 108 + 8 0.36
ESV-135 Caldo BHI + 5x 108 + 4 0.37
Modesto Caldo BHI + 5x 108 + 4 0.36
H-18 Yema + 2 x 108 NA NA NA
ESV-135 Yema + 1x108 NA NA NA
Modesto Yema + 1.6 x 108 NA NA NA
H-18 Caldo BHI + NA + 32 NA
ESV-135 Caldo BHI + NA + 64 NA
Modesto Caldo BHI + NA + 32 NA
H-18 Caldo BHI + NA + NA NA
ESV-135 Caldo BHI + NA + NA NA
Modesto Caldo BHI + NA + NA NA

(NA)= No aplica. (+) Satisfactorio.
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SUMMARY. The bacteriom dvidacrerium porasaliinarum is the etiological agent of
infections coryza of chickens. Of the nine serovars of 4v. paragalimarum, serovar C-1 has
emerped n putbreaks of infections coryza in layer hens in the Americas, with all iselates
having been obfamed from nfections coryza-vaccmared chickens, In the cument snady, the
cross-profection, pressnt in chickens gven bacterin: of 4v. paragaiimoum of serovars C-1 or
C-2, s well as the presence of antibedies detectable by Western blot and a hemagzhitination-
iphibition assay, were myvestigated The Japaness serovar C-1 reference strain H-18, the
American serovar C-2 reference stain Modesto, and a serovar C-1 Mexican isolate, ESW-135,
were incloded in the study. Strain H-1% confemed the hizhest cross-protection lewel The
hemazghrmation-inhibidon antibedy levels showed a mend as with the cross-protection
resules. In assays of immunablots of whaols-cell protems, the immune recogniton was mors
evident in H-18. with a greater mumber of bands beings detected. Char resules, may explain m
part, the outbreaks of infecdous coryza produced by Av. pargsalimorum serovar C-1 isolates

in waccinated flacks, as happened in the fisld.

Eey words: dvibacierium pargsalimoum, serogroup O, mmmegenicity, infectious coryza,
pouliry.

Abbreviations: WAD = reduced nicotiramides ademine dirmpcleatide; cfo = colony-forming
umits; HI = hemagplufination-inhibition; S0D5-PAGE = sodiim dedacy] sulfate-
polyacrylamide pel elscoophoresis; PBS = phosphate-buffered salins.

41

M.V.Z. Héctor Hugo Trujillo Ruiz



35

i

ki

L5 T

2 & B

The bacterim dvibacrerium paragaliingrum, a member of the Pastewrelaceae family,
is the efiological agent of nfactons coryza (4). This acote upper respimmtery diseass of
chickens causes ssriows economic losses dus to drop in egz producton (op to 2072 in layers
and growth retardation in meat-type birds (4). Corently, nine hemazphitinin serovars (A-1 w
A4 B-1. and -1 te C-4), of Av. pargeailingrum have been identified in the Eume
hemazghatinin schame (7). Altheuzh previously belizved to be restricted to Japan, sexovar -1
has recently emerzed in Ecuador and Mexico (9.10). Particularky in Mexico, all alates have
been obtained from mfectious coryza-vaccinated chickens (10).

In Fume seregroup C of 4v. paragaliinarum, serovar C-1 is reprezenited by the
Japanese referencs srain H-18, serovar C-2 by the American reference strain Modesio,
serowar C-3 by the Seuth Afican reference sirain 54-3, and serovar C-4 by the Ansmalian
reference siraim HPG0 (7). With some excepiions, most commercial infectous coryza bacterins
con@in only a seroproup A B or O soain of 4v. poragaiimarum (7). Reference smains H-18 or
Modesto, but not both, are nsually mchuded n commencial infactions coryza bacterins (117
The mmommegenicity, pathogenicity, and virlence of reference smains H-18 and Modesio
have been imvestzated (12.13,14). Strain H-18 has proved to be the most virulsnt sirain of the
nine studisd reference smams of dv. poregaiimarem (13). All the recenily identified serovar
-1 isolates from Mexico have besn fom typical infections coryza cases from laying hens and
were from infectous coryza-vaccimated flocks (10). The viralence of a recent serovar C-1
isolate, ESW-135, was a5 similar as the vimlence of soain H-18 (14). The am of the present
study was to iovestizate the Inmmmogenicity of isolate ESV-135, compared to the serovar C-1

reference srain, H-18, and the serovar C-2 reference strain, Modesto.

42

M.V.Z. Héctor Hugo Trujillo Ruiz



g o8B 5 8 &85 5§ B B B2 82 @ # 4+

=

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains. In this smady, the Japaness serovar C-1 reference smain H-18, the
American serovar C-2 reference strain Maodesto, and the well-characterized Mexican isolats
ESW-135 (zerovar C-1) of Av. porapalimarm (9,10,11,14) were usad

Media. The propasartion and maintenance of the 4v. paragaiiinerus culmres was dons
oo brain-heart infusion broth and agar, both supplemented with 1% (W) sedium chiorids,
0.0025% (w'v) reduced micotinamide adenine dircleotide (AT, and 1% (i) filfer-
sterilized. heat-mactivafed horse senam (12). Alse, 10%; bloed sheep agar plates, cross-
sreaked with Srapiviacoscus epidermidin as a colony feeder, ware used (12).

Chickens. A total of 120, 6-wk-old, Mycoplarma galiimepioum-fres and M gynoviae-
fres, clinically healdhy, specific pathogen Laghom chickens (ATLPES; Tebmacan, Pushla,
M=wice) were used m the study. All chickens were individually identified housed in isolators
and provided antibiotic-free feed and bottled-water ad i

Bacterins and immunization pratocol. Bacterins for sach st of 4v.
paragaiiimaruy were produced. Briefly, bacteria were grown ovemiphit in brain-beart infusion
broth, and supplemented with 1%: sedifum chioride, 0.0025% (w'v) MAD, and 1% (wi) filter-
sterilized. heat-inactivated horse senim A viable count was performed and the culmre
inzctvated with 0.01% (w'w) thimerosal as previowsly reparted (2). Once the wiable count
results wers available, the cell suspensions wers adjusted to 5 = 10° colony-forming urits
{cfu)/ml and ahumirmm hydroxide added to a final concentration of 10°: as reported
previeusly (12). Groups of 30 chickens were inoculated suboutaneously with a 1 ml dose at §
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and 9wk of age as previously reported (12). A funther group of 30 chickens that were not
imrmumnized formed the control group.

Serology. All chickens wers bled 3 days before the first vaccination and 3 wk after the
second vaccmation. The sem wers examinsd in hemapehtination-mhibiton (HT) tests as
previous described (12). Twe-fold dihotiens from 102 to 1:1,024 of each senimm were
performed Hemazpiutinating antigen (hemagehtining) of the ESV-135 isolate and reference
stmains H-18 (serovar C-1) and Modesto (serovar C-2) were used. The seram HI anfibody fiters
were expressed as the raciprocal of the highest dilution of sermy sanvpls that showed complete
inhibition of the hemapzlofirating activity. To remove any skewness m the data, the senm HI
anfibedy titers were transformed to base 10 loganthms as previously reported (12).

Challenge. Thres weeks afier the second immumization, all chickens were relocated
into thres reatment groups: H-18, Modesto, and E5V-135. The chickens were then challenzed
Iy nasal mstilladon inte the dzht pesmil with 0.2 ml of an evemight broth culfure of the 4v.
paragaiimarum relevant sain coptaining approximately 5 = 10" cf'm] as reported previousky
(12}, Clmical sipns of infectows coryza were recorded from 1 to 7 days postchallenge as
previewsly reported (13). Broedly, the presence and depres of any nasal dischargs and facial
swelling in the challenzed chickens were scored as follows: 0, no signs; 1, pazal dischargs or
skight facial swelling: 2, nasal discharge and moderate facial swelling: 3, masal discharge and
savere facial swelling: and 4, nasal discharge, sewers facial swelling, and swallmz of watles
ar submandibular edema or conjunctivitis (13). All chickens wers then bumanely
euthanatized, and samples fom both infraoroial siouses were culrared oo bleod agar with

Staphylocecous epidermidis murse colomy. Protection against infectious coryza was regarded
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& the absence of climical signs of infections coryza during 7 days of obsamvation and a failure
ta refsolate dv. paragalimaros (12)

Whole-cell protein amalysis and immunoblotting. The whole-cell prodeins of stramms
E-18, Modesto, and ESV-135 were prepared as previously described (§). The preparations
were separated by 10%: sodinm dodecy] sulfate-pelyaoaylmide gel elecrophoresis (500G
PAGE), and after alecirophoresis, the gels stained with Coomasie biue B To evakoate the
imrmanogenicity of the 4v. parapaliingrum whole-cell prowins, a Western blot was performed
a3 previously described (1), For impmmorecognition, momms chicken serum against H-18,
Modesin and ESV-133, and unimmanized chicken sera were used. Briefly, prodems m the
SD53-PAGE gel were mansfemed to a nimeczllnlose membrans by elecropboresis and blocked
with 5% skim milk The nitroecelilese membranes were washed 3 times with phosphate-
uffered salineTwesn-20 and incubated for 2 hours with the primary antizeram. using a
homologons or heteralogons antisenom af a dituson of 1:1000. The mmecelnlese membranes
were washed 3 rimes as above and the immune reaction revealed with peromidaze-labelled poat
IgiG-anti-chicken antibody a dilution 1:1000 using diammobenzidine (1).

Statistical amalysis. The proteciion mtes were compared by chi-square tests and
considered sigmificant at a probability of P <2 0.05 (12).

RESTLTS

The results of the cross-protection mals are presented in Table 1. Al bacterins

provided statistically sigmificantly proteciion as comparsd with the relevant comtrals (P < 0.05)
for all the three challenge smains. However, onty the H-18 bactenn provided 100%: protection
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in the homwalegoas and heterelogous challenges The Medesto and ESV-135 bactenins provided
aoly 100% protection in the homologous challenze (Table 1.

The results of the serological testng are presented in Table 2. In general the
homologons drer was significantly higher than any other titer.

The SD5-PAGE results are presented in Figure 1. Base on previously provided
definition of profiles rypes I and I (which ars based on the dominant profeins around the
37,000 to 39,000 Dalten size (5,5). stams H-18 and ESV-135 are profile fype [ and Modesio
is profile fype I As well, thers a pumber of differences in the banding patferns such that sach
of the three smains has a uniqus everall protin patem (Figure 1)

In the immwumeblots, there was considerabls cross-reaction berween all thres simains and
all three antisera (Figure 1), indicating a hizh level of shared antigens. As a general
abservation. the bands recogmized in H-18 and ESV-135 by all three anfisera were quite
similar whils siram Modesto gave a different pattern with all three antizera. This
differentiation was most clear around the 35,000 — 39,000 Dialion region (see armows in Pansl

B of Figure 1.

DISCTUSSION

Chrfbreaks of infections coryza produoced by 4dv. paragaliingrum serovar C-1 izolafes m
vaccinated focks fom Ecoader and Mexico have been reported (100, Since the first use of
infections coryza bacterm till now, the prodocts have contained only a C-1 or C-1 srain bt
not both (3). In the cumment shady, no differences in the protecton conferred by monovalent dv.

paragalimarun of serovars C-1 and C-2 bacterins were observed.
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In a study of cross-protecon of the nine serovar refersmce strains of Av.
paragalimarusy, differences between serovars C-1 and -2 were reparted (12). Chickens
eiven a hacterin of reference strains H-18 (C-1) or Modesto (C-2), all gave a sigrificant lewal
of profection against a challenze fom H-18 (Z-1), although the acmal values for protection
varied (1007 and 70%, respectwely) (12). In conirast, when the same bacterins were
challenged with Modesto (C-2), enly the C-2 bacterin provided significant proteciion as
compared with the un-immnmized conmeds (with that prodection being 70%: while the
protection provided by the C-1 bacterin was $07%2) (12). In confrast, in the ourent smudy,
chickens given a bacterin of either siram H-18 (C-1), Modesto (C-2) or ESV-133 (C-1), all
Eave siznificant profection as compared with the contrels (Table 1), Whils bath stodiss used
eroup sizes of ten chickens per eatment. a group size widely used in thess types of stadies, it
is posstble that biggsr meaiment groups would give more power to the study and should be
considered for fonme smudies.

In terms of serology, the HI anfibody ters wers consistently highest when the bacterin
smain and the hemazghitinin were the same. Hence, in peneral, HI antbody fiters were
carelated with profecton levels as previeusly reported (12).

The whale-cell proteins of reference strains H-18 (C-1) and Modsste (C-2) of 4v.
paragalimary have been previcusly characterized (). The resolts of the carent study have
conformed the observation that the two sirains can be allocated to two protein profile fypes
based on prodeins in the 3500 to 37,000 Dalton ranze. In the current shady, a second C-1
strain (ESWV-135) has shown the same profils type as the C-1 reference sirain of H-18. 4s oo
ather studies on other strains of conformed Fume seravar fype hiave been reported, it is oot

clear if all Kume serovar C-1 strains will be allecated to profile type I
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While pot supparied by aoy formal band analysis, the mmmmeblod resulis suggest that
the anfipenic similarities were sreater bemzen H-18 md ESW-135 than these betwesn
Modezio and either H-18 or ESV-133. This greater similariry is presumably a reflection of the
fact that strains H-18 and ESV-135 are Fume serovar C-1 while Modesto is Eomme serovar C-
2

In conclusion, in the curment shady, a monovalent bacterin of siram H-18 (C-1) gave a
100% prodecton against straim ESV-135 (also serovar C-1). The monovalent Modesta (2-2)
bacterin gave a mumerically lower level of protection (20%:) azainst soain ESWV-133, altbough
ath bacterins gave siznificant prodecdon in comparizon with un-immanized contrals.
Differences observed in the protzin profiles may be reflective of antigenic differemces. The
immmumnablot resulis suzgest that srain H-18 and E5V-135 share mere immmimodonyinant
proteins with each ather than with sirain Modesto. Al wgether resulis, may explain o part, the
autbreaks of infections coryza produced by 4v. parapaliinerum serovar C-1 isolafes in
vaccinated flocks, paroular flocks given a bacterin based on soain Modesto, as happened

the fald
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Table 1. Profection o proups of chickens given an dvibacierium poragalinoum

hadienn and then sobjecied to hemolosms and heterologous challanze.

Bacterm (seronar) Strain used for challenge (serovar)”
H-18 (C-1) Modesto (C-2) ESU-135 (C-1)

BETECT T [ T

Modesto (C-2) b 100 20

ESV-135(C1) T 70 100

Central 0 0 10

“Not statistically different (P = 0.05).
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Table 2. Mzan of hemazphstination-inhibition (HI) antibedy dters in chickens given a

bactern of dviberterium paragelimarem when tested with homologows and heterologoms

Hemagphoonin ~ Mean (Jogld) of HI antbedy @ters raised by one or two deses of

anfizen of sirain  bacterin (senovar®

{serovar) H-1% (C-1) Modesto (C-1)  ESV-135(C-1) Commrol

1 2 1 2 1 2 1 3
EI80(C-1)  1542° 113a* 03% 10506 03/ 1560 00 00
Modesto (C-2) O4lc 143b 09%* 21Ma* 016 138 00 0O
ESV-135(C-I) 088h 1752 04% 124b L10* 225* 00 0O

*Groups with different lower-case superscripts in the same column for the same dose are

significantly different (P < 0.05).

" Marked groups i the same row for the same dose are significandy different (P < 0.03).
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Figure 1. Whole-cell proteins patterns (A) and Western blot (B) of strains of Avibacterium
paragailingrum. Serum and proceins of strains H-18 (T, lanes 2, 6, 9, and 12), ESV-135 (I lanss
3,7. 10, and 13), and Modesto (IIL Lanss 4, 8, 11, and 14) of Avibacserium paragaliinarum
inchuded in the study. Molecular weight markers, lmes 1 and 5.

1 1 I

9 16- 11 12 13 14
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Anexo 3. Evaluacion diaria de signos clinicos al desafio con Av. paragallinarum.

Grupo 1. Pollos desafiado con la cepa de referencia Modesto de Av. paragallinarum.

Control | 100 | 103 | 104 | 106 | 108 | 109 | 111 | 119 | 122 | 123 Promedio
Dial 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0.9
Dia 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Dia 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0.9
Dia 4 2 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Dia5 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0.7
Dia 6 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0.2
Dia 7 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.1

Reaisl P P P P P P P P P P 0%
H-18 31 32 33 35 36 37 41 43 54 59 Promedio
Dial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dia 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dia 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dia 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dia5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dia 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dia7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Reaisl N N N N N N N N N N 100%

ESV135 4 8 12 17 18 19 20 23 25 26 Promedio
Dial 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.1
Dia 2 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0.20
Dia 3 2 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0.30
Dia 4 2 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0.30
Dia5 2 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0.30
Dia 6 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0.20
Dia7 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0.20

Reaisl P N N P N P N 0 N N 70%

Modesto 63 66 72 73 76 77 78 81 83 90 Promedio
Dial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dia2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dia 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dia 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dia5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dia 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dia7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Reaisl N N N N N N N N N N 100%
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Grupo 2. Pollos desafiado con el aislado Mexicano ESV-135 de Av. paragallinarum.

Promedio

0.7

0.8

1.1
0.9

0.6

0.6

10%

130

Promedio

100%
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100%
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0.3
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0.3

0.2

0.2
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N
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1
1
1
1
1
1
1
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0

0
0

N

65

1
0
0
0
0
0
0
0
N
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0

N

H-18
Dia 1
Dia 2
Dia 3
Dia 4
Dia 5
Dia 6
Dia7
Reaisl
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Dia 1
Dia 2
Dia 3
Dia 4
Dia 5
Dia 6
Dia 7
Reaisl
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Dia 1
Dia 2
Dia 3
Dia 4
Dia 5
Dia 6
Dia 7
Reaisl
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Grupo 3. Pollos desafiado con la cepa de referencia H-18 de Av. paragallinarum.

Control | 102 | 114 | 116 | 118 | 121 | 124 | 125 | 126 | 127 129 Promedio
Dial 3 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1
Dia 2 4 3 1 1 1 4 3 1 1 4 2.3
Dia 3 3 2 3 2 1 4 2 2 3 4 2.6
Dia 4 3 2 2 2 2 4 2 2 2 4 2.5
Dia 5 3 2 3 2 1 4 2 3 2 4 2.6
Dia 6 3 2 4 2 1 4 2 3 2 4 2.7
Dia7 3 4 4 2 2 4 2 2 1 4 2.8
Reaisl P P P P P P P P P P 70%
H-18 34 39 44 46 51 52 53 57 58 38 Promedio
Dia 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dia 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dia 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dia 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dia 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dia 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dia 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Reaisl N N N N N N N N N N 100%
135 3 72 10 11 13 14 15 16 22 30 Promedio
Dia 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dia 2 0 0 0 0 2 2 0 0 0 0 0.4
Dia 3 0 0 0 3 1 1 0 0 0 0 0.5
Dia 4 0 0 0 3 0 3 0 0 0 0 0.6
Dia 5 0 0 0 3 1 2 0 0 0 0 0.6
Dia 6 0 0 0 2 0 2 0 0 0 0 0.4
Dia 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Reaisl| N N N P P P N N N N 70%
Modesto | 61 62 68 70 74 79 84 85 86 87 Promedio
Dia 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0.1
Dia 2 0 0 0 0 0 2 0 1 0 0 0.3
Dia 3 1 0 0 0 0 3 0 1 0 0 0.5
Dia 4 1 0 0 0 0 4 0 1 0 0 0.6
Dia 5 1 0 0 0 0 4 0 1 0 0 0.6
Dia 6 1 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0.5
Dia 7 1 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0.5
Reaisl P N N N N P N P N N 70%
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