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RESUMEN  

 Avibacterium paragallinarum es el agente causal de la coriza infecciosa, una 

enfermedad  del  tracto  respiratorio  superior  que  afecta  a  pollos  y  gallinas.  Av. 

 paragallinarum se clasifica serológicamente en nueve serovariedades (A-1, A-2, A-

3,  A-4,  B-1,  C-1,  C-2,  C-3  y  C-4)  distribuidas  en  3  serogrupos  (A,  B  y  C).  La 

distribución  de  estas  serovariedades  en  el  mundo  es  muy  diversa.  En  México, 

hasta el año 2002, se habían identificado aislamientos de las serovariedades A-1, 

A-2,  B-1 y C-2.  Recientemente, en el año 2011,  se identificó  la  serovariedad C-1 

de   Av.  paragallinarum  en  este  país.  Todos  los  aislamientos  obtenidos  procedían 

de  parvadas  inmunizadas  contra  coriza  infecciosa.  Con  base  en  lo  anterior,  se 

evaluó la  protección conferida por bacterinas comerciales frente a un aislamiento 

de  la  serovariedad  C-1.  Se  registraron  diferencias  significativas  en  la  protección 

conferida por las bacterinas evaluadas, de 25% a 83%, lo cual explicó en parte los 

brotes  observados  en  campo.  Actualmente,  la  técnica  para  la  tipificación 

serológica  de  aislamientos  de   Av.  paragallinarum  es  la  inhibición  de  la 

hemoaglutinación (IH). PCR múltiple En el presente trabajo se tipificaron 12 cepas 

de  referencia  y  69  aislamientos  de  diferentes  serovariedades  provenientes  de 

Ecuador, México, Panamá y Perú, serológicamente y mediante una PCR múltiple  

(mPCR).  Tres  de  6  (50%)  cepas  de  referencia  del  serogrupo  A,  2  (100%)  del 

serogrupo  B  y  1  de  4  (25%)  de  las  cepas  de  referencia  del  serogrupo  C  fueron 

correctamente tipificadas por la mPCR. De manera similar, 16 de 17 aislamientos 

del serogrupo A,  10 de 12 aislamientos del serogrupo B y 18 de 37 aislamientos 

del serogrupo C fueron correctamente tipificados mediante la mPCR. Basados en 

estos  resultados,  se  puede  concluir  que  la  mPCR  no  es  recomendada  para 

reemplazar  a  la  prueba  de  IH  para  la  tipificación  de  aislamientos  de   Av. 

 paragallinarum.  Adicionalmente,  en  el  presente  trabajo,  se  amplificaron  y 

secuenciaron los genes  hag A y 16S rRNA de aislamientos de   Av. paragallinarum 

de  diferentes  serovariedades  permitiendo  establecer  la  relación filogenética entre 

aislamientos de Bolivia, Ecuador, México, Panamá y Perú. El análisis filogenético, 

confirmó  que  algunos  aislamientos  de   Av.  paragallinarum  de  estos  países  están 
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relacionados  con  cepas  de  referencia  previamente  informadas.  Sin  embargo,  de 

manera particular el análisis basado en el gen 16S rRNA permitió la identificación 

de  un  genogrupo  de  aislamientos  del  continente  Americano.  En  conclusión,  el 

presente  estudio  muestra  la  necesidad  de  seguimiento  de  brotes  de  coriza 

infecciosa para determinar la posible prevalencia o emergencia de serovariedades 

de   Av.  paragallinarum.  Asimismo,  es  necesaria  la  evalución  frecuente  de  las 

bacterinas disponibles en un país para explicar los brotes. Es necesario el análisis 

de  más  aislamientos  de  otros  países  del  continente  Americano  para  confirmar  el 

genogrupo identificado. 


Palabras 
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 Avibacterium 

 paragallinarum, 
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infecciosa, 

serovariedad C-1, protección, tipificación. 
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SUMMARY  

 Avibacterium paragallinarum is the causative agent of the infectious coryza, a 

disease of the upper tract of chickens.  Avibacterium paragallinarum is classificated 

serologically  in  nine  serovars  (A-1,  A-2,  A-3,  A-4,  B-1,  C-1,  C-2,  C-3  and  C-4) 

distributed in three serogroups (A, B and C). The distribution of these serovars in 

the word is very diversity. In México, until 2002, isolates of the serovars A-1, A-2, 

B-1  and  C-2  were  identified.  Recently,  in  2011,  isolates  of  the  serovar  C-1  were 

identified  from  coryza-vaccinated  flocks.  In  the  current  study,  the  protection 

conferred by commercially available  infectious coryza bacterins challenged with a 

serovar  C-1  isolate,  significant  differences  were  observed  between  the  evaluated 

vaccines, the protection percentages ranged between 83% and 25%.  Actually, the 

technique for the serological typing of   Av.  paragallinarum isolates is the Inhibition 

of  Hemoaglutination  (IH),  however,  a  recently  PCR-multiplex  (mPCR)  for  the 

serogroups typing was proposed (Sakamoto  et al. , 2012). In the currently study, 12 

reference  strains  and  69  isolates  of  different  serovars  from  Ecuador,  Mexico, 

Panama  and  Peru  were  typified  by  mPCR.  Three  of  6  (50%)  reference  strains  of 

the serogroup A, 2 (100%) of the serogroup B and 1 of 4 (25%) of the serogroup C 

were correctly typified by the mPCR. Similarly, 16 of 17 serogroup A isolates, 10 of 

12 serogroup B isolates and 18 of 37 serogroup C isolates were correctly typified 

by  the  mPCR.  Based  in  this  findings,  the mPCR  is  not  recommended for  replace 

the  IH  test  for  the  typified  of   Av.  paragallinarum.  In  the  currently  study,  the 

sequencing  of  the  HagA  and  16S  rRNA  genes  of   Av.  paragallinarum  isolates  of 

different  serovars  allowed  to  stablish  the  phylogenetic  relationship  between 

isolates  from  Bolivia,  Ecuador,  Mexico,  Panama  and  Peru.  The  phylogenetic 

analysis  concluded  that  some   Av.  paragallinarum  isolates  are  closely  related  with 

reference strains previously reported. Particularly, the analysis of 16S rRNA gene 

allowed  the  identification  of  a  genogoup  for  the  isolates  from  America.  In 

conclusion,  the  present  study  shows  the  need  for  monitoring  outbreaks  of  the 

infectious coryza to determine the prevalence or emergence of  Av. paragallinarum 

serovars. Also, the evaluation of infectious coriza vaccines is necessary for explain 
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these outbreaks.  The analysis of more  Av. paragallinarum isolates is necessary for 

confirm the genogroup identified. 

Keywords:   Avibacterium  paragallinarum,  infectious  coryza,  serovar  C-1, 

protection, typified. 
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 Avibacterium paragallinarum es el agente etiológico de la coriza infecciosa, 

una enfermedad del tracto respiratorio superior de pollos y gallinas ( Gallus gallus). 

La  enfermedad  se  caracteriza  por  producir  descarga  nasal,  inflamación  facial  y 

estornudos, lo que ocasiona pérdidas en la producción avícola (Blackall y Soriano, 

2013). A la fecha, se reconocen 9 serovariedades (A-1, A-2, A-3, A-4, B-1, C-1, C-

2, C-3 y C-4) distribuidas en tres serogrupos (A, B y C) (Blackall   et al. , 1990). La 

distribución  de  estas  serovariedades  en  el  mundo  es  muy  diversa.  En  México  se 

han identificado aislamientos de  Av. paragallinarum de las serovariedades A-1, A-

2,  B-1  y  C-2  (Soriano   et  al. ,  2002).  En  el  año  2011,  se  identificaron  brotes  de 

coriza infecciosa donde aislamientos de  Av. paragallinarum de la serovariedad C-1 

fueron  identificados  a  partir  de  parvadas  inmunizadas  contra  coriza  infecciosa 

(Morales-Erasto  et al. , 2011). 

La  mejor  manera  de  prevenir  la  coriza  infecciosa  es  mediante  la 

bacterinización  de  parvadas  susceptibles.  Actualmente,  en  el  mercado  se 

encuentran  disponibles  bacterinas  bivalentes  (que  incluyen  aislamientos  o  cepas 

de  referencia  de  los  serogrupos  A  y  C)  y  bacterinas  trivalentes  (que  incluyen 

aislamientos o cepas de referencia de los serogrupos A, B y C) (Fernández  et al. , 

2005). La eficacia de las bacterinas contra coriza infecciosa se evalúa mediante la 

infección experimental de parvadas inmunizadas y la  evaluación de la  protección 

conferida. En el presente trabajo, se evaluó la protección conferida por bacterinas 

trivalentes  comerciales  frente  a  un  aislamiento  de  la  serovariedad  C-1  de   Av. 

 paragallinarum.  Una  protección  al  menos  del  70%  conferida  por  una  bacterina 

contra la coriza infecciosa y al desafío homólogo, no es diferente estadísticamente 

a una protección de 80% a 100% (Fernández  et al., 2005; Soriano  et al., 2004). 

La  asignación  de  serogrupos  y  serovariedades  de   Av.  paragallinarum,  se 

lleva a cabo mediante dos esquemas, el esquema de Page que fue originalmente 

desarrollado  para  la  prueba  de  aglutinación  en  placa  que  reconoce  3 

serovariedades  (A,  B  y  C)  (Page,  1962).  Posteriormente,  se  desarrolló  otro 

esquema  de  serotipificación  propuesto  por  Kume   et  al.   (1983),  y  modificado  por 

Blackall  et al.  (1990), reconociendo 9 serovariedades: A-1, A-2, A-3, A-4, B-1, C-1, 

13 



C-2,  C-3  y  C-4.  La  tipificación  por  ambos  esquemas  es  complicada  y  requiere  la 

producción de antígenos y antisueros específicos para las cepas de referencia  de 

cada  una  de  las  serovariedades  (Sakamoto   et  al. ,  2012).  Recientemente,  se 

propuso una PCR múltiple  para la tipificación, la cual permite el reconocimiento de 

los serogrupos A, B y C. En el presente estudio, se empleó esta PCR-múltiple para 

la tipificación de aislamientos de diferentes países de América. 

Asimismo,  la  genotipificación  permite  establecer  la  diversidad  genética  y 

relación filogenética entre microorganismos. Para el caso de  Av. paragallinarum, el 

gen   hag A  que  codifica  para  la  hemoaglutinina  de  la  bacteria  y  el  gen  16S  rRNA 

han  sido  utilizados  para  establecer  la  relación  filogenética  de  aislamientos  de  la 

serovariedad  C-1  provenientes  de  México  y  Ecuador  (García-Sánchez   et  al. , 

2014). En  el presente trabajo, se analizaron las  secuencias  de los  genes   hag A y 

16S rRNA de 11 cepas de referencia y 48 aislamientos provenientes de Bolivia (2 

aislamientos),  Ecuador  (19  aislamientos),  México  (9  aislamientos),  Panamá  (2 

aislamientos) y Perú (16 aislamientos). 

El objetivo de este trabajo fue evaluar la protección conferida por bacterinas 

comerciales  frente  a  un  aislamiento  de  la  serovariedad  C-1.  Asimismo,  la 

tipificación de aislamientos por la técnica de PCR múltiple y establecer la relación 

filogenética  basada  en  los  genes   hag A  y  16S  rRNA  de  aislamientos  de   Av. 

 paragallinarum  de América. 
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 Avibacterium paragallinarum es  una bacteria Gram-negativa perteneciente a 

la  familia   Pasturellaceae  y  es  el  agente  causal  de  la  coriza  infecciosa,  una 

enfermedad del tracto respiratorio superior de pollos y gallinas ( Gallus gallus). La 

enfermedad  se  caracteriza  por  producir  descarga  nasal,  inflamación  facial  y 

estornudos. Las pérdidas que ocasiona en la avicultura se deben a la disminución 

en  la  producción  de  huevo  (10%  a  40%),  retraso  en  el  crecimiento,  pérdida  de 

peso  y  predisposición  a  enfermedad  respiratoria  crónica  complicada  (Blackall  y 

Soriano, 2013). 



Clasificación serológica 

Existen  dos  esquemas  relacionados  para  la  serotipificación  de   Av. 

 paragallinarum  basados en la hemoaglutinina de la bacteria. El esquema de Page, 

originalmente  desarrollado  en  la  prueba  de  aglutinación  en  placa  con  tres 

serovariedades: A, B y C (Page, 1962). El esquema de Kume basado en la prueba 

de inhibición de la hemoaglutinación (IH) con nueve serovariedades: A-1, A-2, A-3, 

A-4, B-1, C-1, C-2, C-3 y C-4, distribuidas en tres serogrupos: A, B y C (Blackall  et 

 al. , 1990). 

La  distribución  de  las  serovariedades  en  el  mundo  es  muy  diversa.  En 

América,  se  han  identificado  aislamientos  de  la  serovariedad  B-1  en  Panamá 

(Calderon  et al. , 2010). Posteriormente, en Ecuador, las serovariedades A-3, B-1 y 

C-1,  han  sido  identificadas  (Cabrera   et  al. ,  2011).  Aislamientos  de   Av. 

 paragallinarum  de  las  serovariedades  A-1,  A-2,  B-1  y  C-2,  han  sido  identificadas 

en  México  (Soriano   et  al. ,  2001).  Adicionalmente,  en  2011,  Morales-Erasto   et  al.  

(2011),  identificaron  aislamientos  de  la  serovariedad  C-1  a  partir  de  parvadas 

inmunizadas contra coriza infecciosa en los estados de Jalisco y Puebla. 

La  hemoaglutinina  es  el  principal  componente  relacionado  con  la 

patogenicidad  e  inmunogenicidad  de   Av.  paragallinarum.  Un  estudio  previo, 

demostró  que  aislamientos  mutantes  carentes  de  hemoaglutinina  no  son 

patogénicos,  ni  inmunogénicos  (Yamaguchi   et  al.,   1993).  Por  lo  tanto,  la 
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serotipificación  de  hemoaglutininas  de  aislamientos  de   Av.  paragallinarum  es 

importante para conferir inmunidad en aves frente a ciertos aislamientos de cierta 

serovariedad.  Soriano   et  al.   (2004),  identificaron  protección  cruzada  entre 

aislamientos  pertenecientes  al  mismo  serogrupo  confirmando  así  que  los  tres 

serogrupos,  representan  3  distintos  inmunovares,  sugiriendo  que  la  identificación 

de serovariedades presentes en ciertas áreas y la protección conferida por ciertas 

cepas, es importante para la selección de cepas vacunales. 

 

Evaluación de la protección. 

La  inmunización  de  parvadas  susceptibles  empleando  bacterinas  de   Av. 

 paragallinarum  es  la  mejor  estrategia  para  la  prevención  de  la  coriza  infecciosa. 

Como ya se mencionó previamente, la hemoaglutinina es el principal componente 

relacionado  con  la  inmunogenicidad  y  por  lo  tanto  en  la  protección  de   Av. 

 paragallinarum (Yamaguchi  et al.,  1993). 

La  disponibilidad  de  bacterinas  en  el  mercado  está  basada  en  las 

serovariedades  existentes  en  ciertas  zonas  geográficas.  De  esta  manera,  en  el 

mercado existen bacterinas bivalentes que contienen bacterias inactivadas de los 

serogrupos A y C; y bacterinas trivalentes que contienen bacterias inactivadas de 

los  serogrupos  A,  B  y  C.  Se  sugiere  que  en  lugares  con aislamientos  circulantes 

del serogrupo B, las bacterinas trivalentes sean emleadas (Fernández  et al. , 2005; 

Jacobs  et al. , 1992). 

La  determinación  de  anticuerpos  y  la  determinación  de  la  protección 

mediante  una  prueba  de  desafío  en  aves  son  los  métodos  más  usados  para  la 

evaluación de la eficacia de bacterinas de  Av. paragallinarum (García  et al.  2008; 

Chukiatsiri  et al. , 2009). Los anticuerpos IH están estrechamente relacionados con 

la protección en  Av. paragallinarum (Kume  et al. , 1984). 

La  prueba  de  desafío  en  aves  utilizada  para  la  evaluación  de  la  protección, 

consiste  en  la  inmunización  de  aves  susceptibles  a   Av.  paragallinarum  y 

posteriormente la inoculación con un cultivo vivo de  Av. paragallinarum, incluyendo 
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aves  inmunizadas  y  aves  sin  inmunización  (grupo  control).  Las  aves  se  evalúan 

durante 7 días y posteriormente se realiza el cultivo a partir del seno infraorbitario. 

Un ave es considerada protegida si no presentó signos clínicos durante el periodo 

de  evaluación  y  es  negativa  al  cultivo  bacteriológico  de   Av.  paragallinarum 

(Soriano   et  al. ,  2004).  Una  protección  al  menos  del  70%  conferida  por  una 

bacterina  contra  la  coriza  infecciosa  y  al  desafío  homólogo,  no  es  diferente 

estadísticamente  a  una  protección  de  80%  a  100%  (Fernández   et  al.,  2005; 

Soriano  et al., 2004). 

El  nivel  de  anticuerpos  inhibidores  de  la  hemoaglutinación,  está 

estrechamente  relacionado  con  los  niveles  de  protección  observados  (Takagi   et 

 al. , 1991). Sin embargo, García  et al.  (2008), no detectaron títulos de anticuerpos 

IH en aves bacterinizadas en una sola ocasión, y al ser desafiadas se observó al 

menos  un 70%  de  protección  al  desafío,  sugiriendo  que  la  prueba  de  desafío  en 

aves  inmunizadas,  es  la  técnica  más  adecuada  para  la  evaluación  de  bacterinas 

de coriza infecciosa. 



Tipificación por PCR múltiple 

Como  ya  se  mencionó  previamente,  la  serotipificación  de  aislamientos 

mediante  la  técnica  de  IH  de   Av.  paragallinarum  es  importante  para  conocer  las 

serovariedades  presentes  en  ciertas  zonas  geográficas.  Sin  embargo,  la  técnica 

de IH, requiere de la disponibilidad de los 9  antígenos y antisueros de referencia, 

así  como  de  eritrocitos  fijados,  lo  que  vuelve  complicado  el  procedimiento 

(Sakamoto  et  al.,  2012).  Basado  en  este  principio,  Sakamoto   et  al.   (2012), 

desarrollaron  una  PCR  múltiple    para  la  identificación  de  los  serogrupos  de   Av. 

 paragallinarum. 

Para  el  desarrollo  de  esta  PCR  múltiple  ,  Noro   et  al.   (2007)  y  Noro   et  al. 

(2008),  reportaron  los  genes  que  codifican  para  la  hemoaglutinina  de   Av. 

 paragallinarum.  La  proteína  (de  210  kDa)  tiene  propiedades  hemoaglutinantes, 

induce  anticuerpos  IH  y  confiere  protección  en  aves  SPF  (del  inglés:   Specific 
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 Patogen  Free)  para  las  serovariedades  A  y  C.  Basados  en  estas  secuencias  de 

aproximadamente  5,157  pb,  Sakamoto   et  al.   (2012)  diseñaron  una  PCR-múltiple 

que  permite  la  tipificación  de  aislamientos de   Av. paragallinarum.  El  diseño  de  la 

PCR múltiple, se basó en el gen  HMT p210 de 5 cepas del serogrupo A (221, 083, 

W, Georgia y Germany); 2 cepas del serogrupo B (Spross y 0222); y 3 cepas del 

serogrupo C (53-47, Modesto y HK-1). En el presente estudio, esta PCR múltiple  

fue  evaluada  con  cepas  de  referencia  de  las  9  serovariedades  reportadas  y  

aislamientos de América. 




Filogenia. 

Los  análisis  filogenéticos  basados  en  la  secuencias  del  gen  16S  rRNA, 

permitieron  clasificar  bacterias  antes  denominadas   Haemophilus  paragallinarum, 

 Pasteurella  gallinarum,  Pasteurella  avium   y   Pasteurella  volantium  dentro  de  un 

nuevo  género,  denominado   Avibacterium  (Blackall   et  al. ,  2005).  De  este  modo, 

 Avibacterium  paragallinarum  y  bacterias  relacionadas  pueden  ser  identificadas  y 

clasificadas  genotípicamente  mediante  el  gen  16S  rRNA  (Blackall   et  al. ,  2005). 

Christensen  et al.  (2004) al realizar análisis filogenéticos comparativos entre genes 

 housekeeping y el gen 16S rRNA, sugieren que los análisis filogenéticos derivados 

del uso del gen 16S rRNA tienen una mayor congruencia con la filogenia basada 

en el genoma completo y pudiera ser adecuado para análisis filogenéticos. Acorde 

a  lo  anterior,  Blackall   et  al.   (2011),  identifican  mediante  la  secuenciación  del  gen 

16S  rRNA  dos  aislamientos  con  requerimientos  especiales  de  NAD  como   Av. 

 paragallinarum,  asimismo,  el  análisis  filogenético  de  estas  secuencias,  permitió 

establecer  la  relación  genética  entre  estos  aislamientos  con  secuencias  del  gen 

16S rRNA correspondientes a cepas de referencia de  Av. paragallinarum (Blackall 

 et al. , 2011). 

Hobb  et al.  (2002), identificaron una secuencia de un gen que codifica para el 

antígeno  de  una  hemoaglutinina  ( hagA)  de  1,026  pares  de  bases  (pb)  la  cual 

codifica  para  una  proteína  de  39  kDa  (HagA),  que  como  ya  se  mencionó,  es  el 

principal  componente  relacionado  con  la  inmunogenicidad  de   Avibacterium 
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 paragallinarum, permitió establecer la relación filogenética basada en el gen  hag A de cepas de referencia de  Av. paragallinarum (Hobb  et al. , 2002). García-Sánchez 

 et  al.   (2014),  realizaron  la  genotipificación  mediante  ERIC-PCR  y  el  análisis 

filogenético  basado  en  los  genes  16S  rRNA  y   hag A  de  aislamientos  de   Av. 

 paragallinarum  de  la  serovariedad  C-1  de  México  y  Ecuador,  concluyendo  que 

pudieran tener una relación clonal. 
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III. JUSTIFICACIÓN 



Con base en el aislamiento de  Avibacterium paragallinarum de la serovariedad C-1 

a  partir  de  brotes  en parvadas  inmunizadas  contra  coriza  infecciosa  en  México  y 

Ecuador,  es  indispensable  conocer  la  protección  conferida  por  bacterinas 

comerciales  frente  aislamientos  de  esta  serovariedad,  a  fin  de  explicar  dichos 

brotes.  Asimismo,  el  uso  de  nuevas  metodologías,  como  la  PCR-múltiple  para  la 

identificación de los serogrupos A, B y C, parece una alternativa atractiva, para la 

tipificación  frecuente  y  masiva  de  aislamientos.  Adicionalmente,  el  análisis 

filogenético  de  aislamientos  de  América  es  importante,  para  la  identificación  de 

aislamientos relacionados y de esta manera coadyuvar en el diseño estrategias de 

prevención y control de la coriza infecciosa en América. 
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IV. HIPÓTESIS 



Con  base  en  el  aislamiento de   Av.  paragallinarum de la  serovariedad C-1 a 

partir  de  aves  inmunizadas  contra  la  coriza  infecciosa,  es  posible  que  bacterinas 

comerciales  disponibles  en  México,  confieran  menos  de  70%  de  protección  al 

desafío con un aislamiento de la serovariedad C-1 de México. 

Con base en la prevalencia de los serogrupos A, B y C de  Av. paragallinarum 

en América, y particularmente de las serovariedades A-1, A-2, A-3, B-1, C-1 y C-2, 

los  aislamientos  tipificados  serológicamente  recientemente  en  América, 

pertenezcan  a  alguna  de  estas  serovariedades  mediante  la  técnica  de  PCR 

múltiple. 

Hasta  el  momento  se  conoce  que  aislamientos  de   Av.  paragallinarum  de  la 

serovariedad  C-1  de  México  y  Ecuador  tienen  una  estrecha  relación  filogenética, 

pero distantes de la cepa de referencia H-18 de la misma serovariedad de origen 

Japonés,  formando un  linaje  genético nuevo.  Con base  en  lo  anterior,  es  posible 

que más aislamientos de América sean incluídos en este genogrupo Americano. 
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V. OBJETIVOS 




Objetivo General  

Evaluar la protección conferida por bacterinas comerciales frente a un aislamiento 

de  la  serovariedad  C-1,  tipificar  por  PCR  múltiple    y  establecer  la  relación 

filogenética  de  aislamientos  de   Av.  paragallinarum  de  diferentes  orígenes  y 

serovariedades. 





Objetivos Específicos  



1.  Evaluar  la  protección  conferida  por  cuatro  bacterinas  comerciales  en  aves 

SPF  (del  inglés:   Specific  Pathogen  Free)  mediante  una  prueba  de  desafío 

controlado  frente  al  aislamiento  ESV-135  de  la  serovariedad  C-1  de   Av. 

 paragallinarum. 





2.  Tipificar  cepas  de  referencia  correspondientes  a  las  9  serovariedades  y 

aislamientos  provenientes  de  Ecuador,  México,  Panamá  y  Perú  de  las 

serovariedades  A-1,  A-3,  B-1,  C-1  y  C-2,  mediante  la  técnica  de  PCR 

múltiple  previamente reportada. 



3.  Establecer  la  relación  filogenética  basada  en  los  genes   hag A  y  16S  rRNA 

de  aislamientos  de   Av.  paragallinarum  provenientes  de  Bolivia,  Ecuador, 

México, Panamá y Perú. 
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VI. MATERIAL Y MÉTODOS 
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1.  Protección  



Aislamiento de desafío.  El aislamiento ESV-135 de  Av. paragallinarum de la 

seroveriedad C-1, fue utilizado para evaluar la protección conferida por bacterinas 

comerciales. El aislamiento fue obtenido del estado de Jalisco en el año 2008. La 

bacteria fue cultivada en embrión de pollo libre de patógenos específicos (ALPES, 

Tehuacán, Puebla, México) de 6 días de edad al cual se le determinó el título en 

UFCś/ml (Unidades Formadoras de Colonias/mililitro). 

Aves.  Se utilizaron un total de 98 aves SPF de 6 semanas de edad libres de 

patógenos específicos (ALPES, Tehuacán, Puebla, México) con agua y alimento a 

libre acceso. 

Grupos  experimentales  e  inmunización.   Las  aves  se  dividieron  en    5 

grupos: un grupo 18 aves: Grupo I; y tres grupos de 20 aves: Grupo II, Grupo III y 

Grupo  IV,  fueron  inmunizados  con  bacterinas  trivalentes  (serogrupos  A,  B  y  C) 

comerciales a las semanas 6 y 9 de edad vía subcutánea con 0.5 ml de acuerdo a 

las instrucciones de los fabricantes. Adicionalmente, se incluyó un grupo control de 

20 aves sin inmunización. 

Serología.   Se  tomaron  muestras  sanguíneas  para  pruebas  serológicas,  3 

días  antes  de  la  primera  vacunación  y  3  días  previos  al  desafío.  Se  examinó  el 

suero  de  al  menos  17  aves  de  cada  grupo  para  la  determinación  de  anticuerpos 

inhibidores  de  la  hemoaglutinación  frente  a  hemoaglutininas  de  las  cepas  de 

referencia H-18 (serovariedad C-1) y Modesto (serovariedad C-2), adicionalmente, 

se incluyó la hemoaglutinina del aislamiento de desafío  ESV-135 (serovariedad C-

1)  según  el  procedimiento  reportado  (Soriano   et  al. ,  2004).  Brevemente,  se 

realizaron diluciones dobles seriadas de los sueros, posteriormente se adicionaron 

50  µl  de  cada  hemoaglutinina  ajustada  a  4  UH  y  se  adicionaron  100  µl  de 

eritrocitos de pollo al 0.75% fijados con glutaraldehído.  El título IH fue expresado 

como el recíproco de la máxima dilución en la cual se observa completa inhibición 

de  la  Hemoaglutinación.  Para  el  análisis  de  los  datos,  los  títulos  fueron 

transformados  a  logaritmo  base  10  y  posteriormente,  las  diferencias  fueron 
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analizadas  mediante  una  prueba  de  Tukey.  Los  resultados  fueron  considerados 

significativos con una probabilidad de  P<0.01. 

Desafío. Tres semanas posteriores a la segunda inmunización, el desafío fue 

realizado inoculando a cada uno de los pollos por instilación nasal con 0.2 ml del 

cultivo  en  embrión  de  pollo  (ALPES,  Tehuacán,  Puebla,  México)  de   Av. 

 paragallinarum.  La  evaluación  de  las  aves  se  llevó  a  cabo  del  día  1  al  día  7 

posteriores  a  la  inoculación  mediante  una  escala  de  signos  asignada  de  la 

siguiente manera: 0, ausencia de signos; 1, exudado nasal o inflamación facial; 2, 

exudado  nasal  e  inflamación  facial  moderada;  3,  exudado  nasal  e  inflamación 

facial  severa;  4,  exudado  nasal  e  inflamación  facial  severa  con  conjuntivitis  o 

inflamación de barbillas (Soriano  et al. , 2004). La eutanasia de los pollos se realizó 

al  día  7  de  evaluación  y  se  tomaron  muestras  bacteriológicas  a  partir  de  seno 

infraorbitario,  el  cultivo  se  realizó  en  agar  sangre  adicionado  con 10%  de  sangre 

de ovino y se sembró una estría de  Staphylococcus aureus como colonia nodriza y 

a  las  24  horas  de  incubación  a  37°C  se  registró  el  aislamiento  de   Av. 

 paragallinarum  de  los  pollos.  Un  pollo  fue  considerado  como  protegido  si  no 

presentó  signos  clínicos  durante  el  tiempo  de  evaluación  y  fue  negativo  al 

aislamiento de  Av. paragallinarum al día 7 posterior a la inoculación (Soriano  et al. , 

2004). 

Análisis  estadísticos.   Los  porcentajes  de protección  se  compararon  por  la 

prueba de Ji-cuadrada (P<0.05) y  los signos clínicos de las aves pertenecientes a 

cada grupo se compararon obteniendo la sumatoria de las evaluaciones diarias de 

cada una de las aves y dividiéndolas entre el número total de aves del grupo. Las 

diferencias  entre  los  grupos  desafiados  fueron  analizadas  por  la  prueba  de 

ANOVA  y  comparadas  por  la  prueba  de  Bonferroni  para  variables  ordinales,  las 

diferencias  fueron  consideradas  significativas  con  una  probabilidad  de    P<0.05 

(Soriano  et al. , 2004).  
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2. 

Tipificación por PCR múltiple   

Bacterias.  Se  incluyeron  un  total  de  12  cepas  de  referencia  de   Av. 

 paragallinarum: 9 de ellas representando a las 9 serovariedades del esquema de 

tipificación de Kume (Blackall  et al. , 1990); y 2, del esquema original de tipificación 

de Page (Page, 1962).   Además, la cepa de referencia 11296T NCTC (del inglés: 

 National Collection of Type Cultures); 12835T CCUG (del inglés:  Culture Collection, 

 University  of  Göteborg,  Suiza);  29545T  ATCC  (del  inglés:   American  Type  Culture 

 Collection).  Adicionalmente,  se  incluyeron  69  aislamientos  de   Av.  paragallinarum 

obtenidos  de  brotes  de  diferentes  brotes  de  coriza  infecciosa  y  previamente 

serotipificados  por  los  esquemas  de  Page  y  Kume:  26  aislamientos  de  Ecuador 

(Cabrera  et al. , 2011), 37 aislamientos de México (Morales-Erasto  et al. , 2011) y 2 

aislamientos de Panamá (Calderón  et al. , 2010). Cuatro aislamientos provenientes 

de Perú, fueron serotipificados en el presente estudio por los esquemas de Page y 

Kume usando los métodos previamente reportados (Blackall   et al. , 1990; Soriano 

 et al. , 2001). 

Medios de cultivo.  Las bacterias fueron mantenidas y propagadas en placas 

de  agar  sangre  suplementado  con  10%  de  sangre  de  ovino  utilizando  una  estría 

de   Staphylococcus  epidermidis  como  colonia  nodriza.  Adicionalmente,  tubos  con 

caldo  infusión  cerebro  corazón  suplementados  con  25  µg/ml  de  NADH 

(dinucleótido de adenina nicotinamida) y 1% (v/v) de suero equino inactivado. 

Extracción de ADN y PCR.  Brevemente, el ADN genómico de cada una de 

los  cultivos  de   Av.  paragallinarum  fue  extraído  según  las  indicaciones  del 

fabricante (DNeasy blood & tissue kit, Qiagen, Hilden, Alemania). Las pruebas de 

PCR  múltiple  ,  fueron  realizadas  según  el  procedimiento  previamente  reportado 

(Sakamoto  et al. , 2012). Las reacciones de PCR contenían un volumen de 25  µl: 

2.5  µl  de  buffer  10×  para  PCR  (Invitrogen,  Sao  Paulo.  Brasil),  1.25  unidades  de 

 Taq  DNA  polimerasa  (Invitrogen,  Sao  Paulo.  Brasil),  0.2  mM  de  cada 

desoxirribonucleótido trifosfatado (dNTP), 0.2 µM  de cada iniciador: ABC forward 

5´-GGCTCACAGCTTTATGCAACGAA-3´; 

A 

reverse 

5´- 

CGCGGGATTGTTGATTTTGTT-3´;  B  reverse  5´-GGTGAATTTCACCACACCAC-
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3´; y  C reverse 5´-TAATTTTCTTATTCCCAGCATCAATACCAT-3´; y 2 µl de cada 

DNA  extraído.  Los  ciclos  de  amplificación  constaron  de  una  desnaturalización 

inicial de 98°C durante 1 minuto; 30 ciclos de 98°C por 10 segundos, 56°C por 10 

segundos y 72°C por dos minutos; y una extensión final a 72°C durante 7 minutos 

(Sakamoto  et al. , 2012). Los productos de PCR fueron visualizados y fotografiados 

en un gel de agarosa al 2% en luz ultravioleta.  Las pruebas de PCR múltiple  de 

todas  las  cepas  de  referencia  y  aislamientos  de   Av.  paragallinarum  del  estudio, 

fueron  realizadas  en  el  Centro  de  Investigación  y  Estudios  Avanzados  en  Salud 

Animal-Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autónoma 

del  Estado  de  México  (CIESA-FMVZ-UAEMex)  y  el  laboratorio  de  biología 

molecular de la empresa FARVET, SAC, en Perú. 

Interpretación de los resultados y análisis estadísticos.  La interpretación 

de los resultados fue realizada de acuerdo a lo descrito previamente (Sakamoto  et 

 al. , 2012). Los aislamientos y cepas de referencia tipificadas con la PCR múltiple  

como A,  amplificaron un fragmento de ADN de 0.8kb;  los  aislamientos tipificados 

como  B,  un  fragmento  de  1.1  kb;  y  los  aislamientos  tipificados  como  C,  un 

fragmento  de  1.6  kb.  Los  resultados  de  tipificación  por  PCR  múltiple  fueron 

comparados con los resultados de tipificación por IH y los datos fueron analizados 

determinando la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (PPV) y valor 

predictivo negativo (NPV) de las pruebas de PCR múltiple. 
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3. 


Filogenia. 

Bacterias.  La  identificación,  origen  y  serovariedad  de  los  aislamientos 

analizados  están  representados  en  el  Cuadro  1.  Todos  los  aislamientos,  fueron 

obtenidos a partir de brotes de coriza infecciosa de diferentes granjas. 

Mantenimiento  y  propagación  de  los  aislamientos. Los  aislamientos 

fueron  cultivados  en  embrión  de  pollo    de  6  días  de  edad  (ALPES,  Tehuacán, 

Puebla,  México),  posteriormente,  almacenados  en  congelación  a  -85°C  hasta  su 

utilización.  La  recuperación  de  los  aislamientos  se  realizó  en  agar  sangre 

suplementado con 10% de sangre de ovino.  Posteriormente,  las  bacterias fueron 

inoculadas en caldo infusión cerebro corazón suplementado con 0.025% de NADH 

y 1% de suero inactivado de caballo e incubadas durante 24 horas a 37°C. 

Extracción y amplificación de ADN.  La extracción de ADN genómico de los 

aislamientos, fue realizada según las indicaciones del fabricante (DNeasy blood & 

tissue  kit,  Qiagen,  Hilden,  Alemania).  La  amplificación  de  los  genes   hag A  y  16S 

rRNA,  fue  realizada  con  en  un  volumen  de  100  µl  con  el  kit  de  amplificación 

Platinum,  Taq  DNA  Polimerasa  de  alta  fidelidad  (Platinum  Taq  DNA  Polymerase 

High Fidelity,  Invitrogen,  11304-011.  Sao Paolo, Brazil). Los iniciadores utilizados 

para  la  amplificación  del  gen   hag A  fueron  los  reportados  previamente:  ha8:  5´-

AAGCTTTTATTTTAGATTTATTG-3´ 











y 

ha11: 

5´-

CGCACGGCATTGATATTGTG-3´  (Hobb   et  al. ,  2002).  Para  la  amplificación  del 

gen  16S  rRNA,  se  utilizaron  los  iniciadores  universales  para  este  gen,  27f:  5´-

AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3´  y  1492r:  5´-GGTTACCTTGTTACGACTT-3´. 

(Blackall  et al. , 2005) 

Secuenciación. Los  productos  de  la  amplificación  de  los  genes,  fueron 

visualizados  en  un  gel  de  agarosa  para  verificar  el  tamaño  del  producto  y  la 

concentración  aproximada  mediante  un  marcador  de  peso  molecular  (High  DNA 

Mass,  Invitrogen  10068-013,  Sao  Paolo,  Brazil).  Los  productos  de  PCR  fueron 

purificados  mediante  un  kit  de  purificación  (QIAquick  Purification  Kit,  Qiagen, 

28104).  Las  muestras  fueron  enviadas  para  secuenciación  a  Macrogen,  Seúl, 

Corea del Sur, para la secuenciación por el método de secuenciación de Sanger. 

La  secuenciación  se  solicitó  con  los  iniciadores  previamente  mencionados, 
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adicionalmente, para el gen 16S rRNA, se solicitó la secuenciación con iniciadores 

intermedios diseñados a partir de las secuencias reportadas en GenBank para  Av. 

 paragallinarum del gen 16S rRNA, dichas secuencias son las siguientes: 16S in F: 

5´-GCTAACTCCGTGCCAGCAG-3´  y  16S  in  R:  5´-CTGACGACAGCCATGCAG-

3´. 

Análisis  filogenético.   Las  secuencias  fueron  analizadas  con  el  programa 

MEGA  5.2  (Tamura   et  al. ,  2011),  un  análisis  mediante  la  herramienta  BLAST, 

incluida en GenBank  fue realizado con las secuencias analizadas (Altschul  et al. , 

1990.  El  análisis  filogenético  fue  realizado  mediante  la  construcción  de  un 

alineamiento  múltiple  y  realizando  el  análisis  por  el  método  de  neighbor-joining 

(Saitou y Nei, 1987) para el gen  hag A (García-Sánchez  et al. , 2014). Para el gen 

16S rRNA, se realizó el análisis por el método de máxima verosimilitud (Blackall  et 

 al.  2005) usando el programa MEGA 5.2 (Tamura  et al. , 2011). 





30 



Cuadro  1.   Identificación,  origen,  año  de  aislamiento  y  serovariedad  de  los 

aislamientos de  Av. paragallinarum incluidos en el estudio. 

País de 

Año de 

Identificación 

Serovariedad 

Referencia 

origen 


aislamiento 

ESV-58 


México 

2006 

NT 

* 

ESV-117 

México 

2008 

C-2 

Morales-Erasto  et al. , 2011 

ESV-131 

México 

2008 

B-1 

Morales-Erasto  et al. , 2014 

ESV-142 

México 

2009 

C-2 

Morales-Erasto  et al. , 2011 

ESV-184 

México 

2008 

B-1 

Morales-Erasto  et al. , 2014 

ESV-226 

México 

2011 

A-1 

Morales-Erasto  et al. , 2014b 

ESV-240 

México 

2010 

A-1 

Morales-Erasto  et al. , 2014b 

ESV-244 

México 

2010 

A-1 

Morales-Erasto  et al. , 2014b 

ESV-346 

México 

2012 

C-1 

Morales-Erasto  et al. , 2014b 

Lavetec 01 

Ecuador 

2001 

B-1 

Cabrera  et al. , 2011 

Lavetec 02 

Ecuador 

- 

A-3 

Morales-Erasto  et al. , 2014b 

Lavetec 04 

Ecuador 

- 

A-3 

Morales-Erasto  et al. , 2014b 

Lavetec 11 

Ecuador 

- 

A-3 

Morales-Erasto  et al. , 2014b 

Lavetec 13 

Ecuador 

2001 

B-1 

Cabrera  et al. , 2011 

Lavetec 16 

Ecuador 

2006 

A-3 

Cabrera  et al. , 2011 

Lavetec 21 

Ecuador 

2004 

B-1 

Cabrera  et al. , 2011 

Lavetec 22 

Ecuador 

2005 

A-3 

Cabrera  et al. , 2011 

Lavetec 51 

Ecuador 

2007 

A-3 

Cabrera  et al. , 2011 

Lavetec 24 

Ecuador 

2004 

A-3 

Cabrera  et al. , 2011 

Lavetec 29 

Ecuador 

2004 

A-3 

Cabrera  et al. , 2011 

Lavetec 30 

Ecuador 

2004 

B-1 

Cabrera  et al. , 2011 

Lavetec 33 

Ecuador 

2001 

B-1 

Cabrera  et al. , 2011 

Lavetec 42 

Ecuador 

- 

A-3 

Morales-Erasto  et al. , 2014b 

Lavetec 45 

Ecuador 

- 

A-3 

Morales-Erasto  et al. , 2014b 

Lavetec 53 

Ecuador 

2007 

A-3 

Cabrera  et al. , 2011 

Lavetec 54 

Ecuador 

2007 

A-3 

Cabrera  et al. , 2011 

Lima 1 

Perú 



C-2 

Morales-Erasto  et al. , 2014b 

Lima 2 

Perú 



C-2 

Morales-Erasto  et al. , 2014b 

Panama 1 

Panamá 

2007 

B-1 

Calderón  et al. , 2010 

Panama 2 

Panamá 

2007 

B-1 

Calderón  et al. , 2010 

Farper-030 

Perú 

2010 

B-1 

* 

Farper-031 

Perú 

2010 

B-1 

* 

Farper-033 

Perú 

2010 

B-1 

* 

Farper-050 

Perú 

2011 

C-1 

* 

Farper-051 

Perú 

2011 

C-1 

* 

Farper-052 

Perú 

2011 

C-1 

* 

Farper-060 

Perú 

2012 

A-1 

* 

Farper-064 

Perú 

2011 

B-1 

* 

Farper-065 

Perú 

2011 

A-2 

* 

Farper-066 

Perú 

2011 

NT 

* 

Farper-086 

Perú 

2010 

B-1 

* 

Farper-087 

Perú 

2010 

C-1 

* 

Farper-088 

Perú 

2011 

C-1 

* 

Farper-089 

Perú 

2011 

C-1 

* 

Farper-034 

Bolivia 

2010 

A-2 

* 

Farper-047 

Bolivia 

2011 

C-2 

* 

       * En el presente estudio 
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Figura  1.   Árbol  filogenético  de  cepas  de  referencia  y  aislamientos  de   Av. 

 paragallinarum incluidos en el estudio basados en el análisis de máxima similitud 

del gen 16S rRNA. La barra de escala representa la variación de las secuencias. 

P  

asteurella multocida subsp. multocida (AF294410)

Lavetec-51/Ecuador/2007/A-3
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Lavetec-21/Ecuador/2004/B-1
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Lavetec-11/Ecuador/A-3

Lavetec-04/Ecuador/A-3

Lavetec-02/Ecuador/A-3

 

Lavetec-01/Ecuador/2001/B-1

ESV-240/Mexico/2010/A-1

ESV-226/Mexico/2011/A-1

 

Farper-089/Peru/2011/C-1

Farper-088/Peru/2011/C-1

Farper-087/Peru/2010/C-1

 

Farper-086/Peru/2010/B-1

Farper-066/Peru/2011/NT

Farper-065/Peru/2011/A-2

 

Farper-064/Peru/2011/B-1

Farper-060/Peru/2011/A-1

Farper-052/Peru/2011/C-1

 

Farper-051/Peru/2011/C-1

Farper-050/Peru/2011/C-1
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Farper-034/Bolivia/2010/A-2
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Farper-031/Peru/2010/B-1

ESV-58/Mexico/2006/NT

HP105_(GU951543)

 

Panama_1/Panama/2007/B-1
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0083_(AY498867)

ESV-131/Mexico/2008/B-1

 

SA-3_(KC951277)

H-18_(KC951275)

ESV-346/Mexico/2010/C-1

 

ESV-184/Mexico/2008/B-1

ESV-244/Mexico/2010/A-1

ESV-117/Mexico/2008/C-2

 

Lima-1/Peru/C-2

Lima-2/Peru/C-2

HP60_(KC951276)

 

 

HP107_(GU951544)

Modesto_(AY498870)
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Figura  2. Árbol  filogenético  de  cepas  de  referencia  y  aislamientos  de   Av. 

 paragallinarum  incluidos  en  el  estudio  basados  en  el  análisis  de  neighbor-joining 

de las secuencias del gen  hag A. La barra de escala representa la variación. 
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Avibacterium paragallinarum strain Modesto (AF491827)



Avibacterium paragallinarum strain HP14 (AF491821)

Avibacterium paragallinarum strain HP60 (AF491818)
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Aislamientos  de  la  serovariedad  C-1  de   Av.  paragallinarum  han  sido 

reportados  en  México  (Morales-Erasto   et  al. ,  2011)  y  Ecuador  (Cabrera   et  al. , 

2011).  Los  aislamientos  obtenidos  de  México,  fueron  identificados  a  partir  de 

brotes  de  coriza  infecciosa  en  parvadas  inmunizadas  contra  coriza  infecciosa, 

mediante la prueba de ERIC-PCR, se sugirió que los aislamientos pudieran tener 

un  origen  clonal.  Previamente,  en  México,  se  han  identificado  aislamientos  de  la 

misma  serovariedad  genéticamente  diferentes  mediante  la  prueba  de  ERIC-PCR 

(Soriano   et  al. ,  2004),  contrario  a  lo  observado  con  aislamientos  de  la 

serovariedad C-1 de México y Ecuador. 

En  2014,  García-Sánchez   et  al.   (2014),  mediante  la  secuenciación  de  los 

genes  hag A y 16S rRNA de aislamientos C-1, concluyeron que los aislamientos de 

México  y  Ecuador  de  la  serovariedad  C-1  están  estrechamente  relacionados,  sin 

embargo, el origen de esta relación clonal es desconocido. Es importante conocer 

la  relación  genética  entre  aislamientos,  debido  a  que  organismos  genéticamente 

relacionados,  comparten  un  origen  común,  por  lo  tanto,  comparten  factores  de 

virulencia,  características  bioquímicas  y  características  genéticas  (Olive  y  Bean, 

1999). 

En  el  presente  estudio,  la  protección  conferida  por  bacterinas  comerciales 

frente a un aislamiento de la serovariedad C-1 de México, fue evaluada mediante 

la  infección  experimental  de  pollos  SPF,  diferencias  en  los  porcentajes  de 

protección  fueron  observadas.  Factores  como  la  dosis  del  antígeno,  agentes 

inactivantes  y  tipos  de  adyuvantes  son factores  importantes en  la elaboración de 

bacterinas (Blackall, 1995). Adicionalmente, otro factor importante para la eficacia 

de  las  bacterinas  en  campo  es  la  composición  de  las  mismas,  para  el  caso  del 

serogrupo C, en un estudio de protección cruzada se reportaron diferencias entre 

cepas pertenecientes a las serovariedades C-1 y C-2 (Soriano  et al. , 2004). Pollos 

vacunados  con  la  cepa  H-18  (serovariedad C-1)  fueron  protegidos  en  un desafío 

homólogo, sin embargo, aves desafiadas con la cepa Modesto (serovariedad C-2), 

mostraron  una  significativa  menor  protección.  De  manera  similar,  en  aves 
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inmunizadas  con  la  cepa  Modesto  (serovariedad  C-2)  y  desafiadas  con  la  cepa 

Modesto  (serovariedad  C-2)  y  la  cepa  H-18  (serovariedad  C-1),  se  observaron 

porcentajes similares de protección en el desafío (70%). En el presente estudio, la 

composición de las bacterinas evaluadas fue desconocida, es posible que los más 

altos  porcentajes  de  protección  estuvieran  relacionados  con  el  uso  de  cepas  o 

aislamientos  de  la  serovariedad  C-1.  Sin  embargo,  estudios  de  protección  con 

cepas de referencia del serogrupo C y de manera homóloga con aislamientos de 

la serovariedad C-1 son necesarios. 

En  el  presente  estudio,  los  títulos  de  anticuerpos  inhibidores  de  la 

hemoaglutinación (IH) revelaron que los grupos de aves donde se observaron los 

mayores porcentajes de protección, tuvieron los mayores títulos de anticuerpos IH 

al evaluarlos contra antígenos de la cepa de referencia H-18 y el aislamiento ESV-

135,  ambos  de  la  serovariedad  C-1.  Una aparente  relación entre  la  presencia  de 

títulos de anticuerpos IH y la protección, ha sido observada previamente (Soriano 

 et al. , 2004). Sin embargo, García  et al.  (2008), observaron diferencias entre aves 

con  anticuerpos  IH  y  protección,  concluyendo  que  la  prueba  de  desafío  es  la 

prueba  más  adecuada  para  la  evaluación  de  bacterinas  de  coriza  infecciosa 

(García  et al. , 2008). 

En  conclusión,  únicamente  1  de  4  bacterinas  evaluadas  tuvo  un  porcentaje 

de protección mayor al 80% frente al aislamiento ESV-135 de la serovariedad C-1 

de   Av.  paragallinarum.  Estos  resultados,  pudieran  explicar  los  brotes  de  coriza 

infecciosa  en  parvadas  inmunizadas  que  han  sido  observados  en  la  avicultura 

mexicana. 

Adicionalmente,  para  la  identificación  oportuna  de  serogrupos  de   Av. 

 paragallinarum,  una  PCR  múltiple  fue  reportada  (Sakamoto   et  al. ,  2012).  En  el 

presente  estudio,  evaluamos  la  capacidad  de  esta  PCR  múltiple  para  la 

identificación  de  serogrupos  de  cepas  de  referencia  de  las  9  serovariedades 

existentes  y  aislamientos  previamente  tipificados de  las  serovariedades  A-1,  A-3, 

B-1,  C-1  y  C-2  provenientes  de  Ecuador,  México,  Panamá  y  Perú.  Al  realizar  la 

evaluación  de  la  PCR  múltiple,  se  observaron  discrepancias  entre  los  resultados 
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obtenidos,  El  diseño  de  los  iniciadores  reportados,  se  realizó  basado  en  el  gen 

HMTp210  reportado  previamente  (Noro   et  al. ,  2007  y  Noro   et  al. ,  2008).  El  gen 

cuenta con una región variable, donde se encuentran los mayores cambios entre 

las cepas utilizadas para el diseño de iniciadores para la PCR múltiple (Sakamoto 

 et  al. ,  2012).  La  utilización  de  un  número  limitado  de  cepas  de  referencia  y 

aislamientos  utilizados  para  el  diseño  de  los  iniciadores,  pudiera  ser  la  causa  de 

que  los  iniciadores  no  tuvieran  el  resultado  esperado.  Es  probable  que  le  región 

variable  del  gen   HMT p210,  sea  más  variable  de  lo  esperado.  Para  el  diseño  de 

nuevos iniciadores, es probable que sea necesaria una evaluación con un mayor 

número de cepas de referencia y aislamientos de  Av. paragallinarum. 

El  análisis  de  las  secuencias  del  gen  16S  rRNA  de  aislamientos  de  Bolivia, 

Ecuador, México, Panamá y Perú, mostraron que un gran número de aislamientos 

de las serovariedades A-1, A-3, B-1 y C-2, están relacionados genéticamente con 

los  aislamientos  de  la  serovariedad  C-1  de  México  y  Ecuador  previamente 

reportados  (García-Sánchez   et  al. ,  2014),  es  interesante,  que  al  realizar  los 

análisis filogenéticos con cepas de referencia de diferentes orígenes,  se agrupen 

dentro de un mismo genogrupo únicamente aislamientos provenientes de América, 

proponiendo  que  estos  aislamientos  pudieran  pertenecer  a  un  genogrupo 

diferente.  Los  aislamientos  se agruparon  en un  mismo  genogrupo aun  siendo de 

serovariedades  diferentes,  debido  a  que  el  gen  16S  rRNA,  codifica  para  una 

proteína  diferente  a  la  de  la  hemoaglutinina  que  es  la  que  le  confiere  la 

serovariedad. En un estudio previo, Hobb  et al.  (2002), no encontraron correlación 

entre las serovariedades de las cepas de referencia utilizadas comparadas con los 

resultados  del  análisis  filogenético  de  las  secuencias  analizadas  del  gen   hag A, 

sugiriendo que las  diferencias  entre las  serovariedades pudieran estar dadas por 

otras  hemoaglutininas  diferentes,  bloqueo  de  anticuerpos  dirigidos  a  proteínas 

alternativas o modificaciones posteriores a la transcripción (Hobb  et al. , 2002). 

Estudios filogenéticos basados en genes  housekeeping y otros genes, como 

el  gen   HMT p210,  pudieran  ser  necesarios  para  tener  un  mayor  poder 

discriminatorio en estudios filogenéticos de los aislamientos estudiados. 
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La protección conferida por bacterinas comerciales frente a un aislamiento de 

 Av. paragallinarum de la serovariedad C-1 (ESV-135) es muy diversa, únicamente 

una  de  cuatro  bacterinas  evaluadas  tuvo  un  porcentaje  de  protección  mayor  al 

80%,  estos  resultados  pudieran  explicar  los  brotes  de  coriza  infecciosa  de 

aislamientos de la serovariedad C-1 observados en el campo. 

La prueba de PCR múltiple previamente reportada, no fue capaz de tipificar 

cepas de referencia y  aislamientos de diferentes serovariedades provenientes de 

América, por lo tanto, la prueba de PCR múltiple no se sugiere para sustituir a la 

prueba  de  inhibición  de  la  hemoaglutinación  (IH)  para  la  tipificación  de 

aislamientos de  Av. paragallinarum. 

La  secuenciación  y  análisis  filogenéticos  de  las  secuencias  de  los  genes 

 hag A  y  16S  rRNA  de  aislamientos  de   Av.  paragallinarum  de  Bolivia,  Ecuador, 

Panamá,  Perú  y  México,  permitió  agrupar  ciertos  aislamientos  con  cepas  de 

referencia  previamente  reportadas.  Adicionalmente,  el  análisis  basado  en  el  gen 

16S rRNA permitió la identificación de un genogrupo de aislamientos de América. 

El  presente  estudio  muestra  la  necesidad de  seguimiento  de  aislamientos  de   Av. 

 paragallinarum  a  partir  de  brotes  de  coriza  infecciosa  para  determinar  la  posible 

prevalencia o emergencia de serovariedades y genogrupos de  Av. paragallinarum.  

El  análisis  de  más  aislamientos  de  América  es  necesario  para  confirmar  el 

genogrupo identificado. 
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Bucteria were maintained and propagated in brain-heart
infusion broth and agar, both supplemented with 1% (w/v)
sodium chioride, 0.0025% (wv) reduced nicotinamide ade-
nine dinucleotide (NADH), and 1% (v/v) filter-sterilized.
heat-inactivated horse serum.'* All reforence strains and
field isolates included in the study were examined by a sero-
Typing mPCR as reported.'” Briefly, the genomic DNA was
extracted by using a commercial kit according (o tie man-
ufacturer’s instructions. The PCR reactions were performed
n a total volume aof 25 ul contaming 2.5 pul of 10% PCR
buffer included in the kit,” 0.2 mM of each deoxyribonucle-
otide triphosphate, 0.2 pM of each Page serovar specilic
primer: ABC forward 5" GGCTCACAGCTTTATGCAA
CGAA-Y; A reverse S-COCGGGATTGITGATTTTGT
T-3% B reverse S-GGTGAATTTCACCACACCAC-3 and
C reverse 5“TAATTTTCTTATTCCCAGCATCAATA
CCAT-3"% A total of 1.25 units of 7ag DNA polymerase”
and 2 pl of extracted DNA were used. The amplification
steps were as ieported previously. 98°C for I min, 30 cycles
of 98°C for 10 sec, 56°C for 10 sec and 72°C for 2 min, and
a final step at 72°C for 7 min."* The PCR products were
subjected to agarose gel clectrophoresis using 2% agarose,
visualized, and photographed under ultraviolet light. Multi
plex PCR serotyping of all solates and reference sirains
included in the study were performed in both testing labora-
tories (Mexico and Peru).

“The results of the multiplex serotyping were the same for
all reference strains and field isolates in hoth resting labara-
ories (Table 13, Refercnce strains 221, 0083, 0222, and
Modesto were correctly identified as serogroup A, A, B, and
respectively, as previously reported.” Reference strain
2671 (serogroup B) was identified as scrogroup B. Howcver.
refercnce streins 2403, E-3C, and HP14 of serogroup A were
musidentified as serogroup B. Similarly, reference strains
H-18 and SA-3 of serogroup C were misidentified a5 B. Ref-
exence strain HPGO (scrovar C-4) was nontypeabl (Fig. 1)
Steain NCTC 11296 of 4 . paragaliinarum from Germany
was serotyped for the first time and was recognized as
serovar A-2, with the PCR correctly assigning the strain to
serogroup A, Three of the feld isolutes thal were nontype-
able by the HI test were identified as serogroup A or sero
group C. OF the 17 field isolates of serogronp A, 16 were
correatly ussigned o serogroup A by the mPCR. OF the 12
serogroup B field isolates, 10 were correctly assigned to
serogroup B. Of the 37 serogroup € field isolates, only 17
isolatcs were correetly recognized as serogroup C by the
nPCR.

To fully evaluate the performance of the mPCR, the com-
plete results for all the reference strains and the field isolates
were assemblod and the seusitivity, specificity, positive pre-
dictive value (PPV), and negative predictive value (NPY)
calculated {Tahle 2). Overall, the sensitivity of the PCR
ay ranged from 46.3% (seragroup C) 1o a high of §5.7%
(serogroup B). In lermns of specificity, the assuys varied from
71.9% (serogroup ) to 100% (serogroup C). The PPV var
ied from 40% (serogroup B) to 100% (serogroup C) while

Morales-Erasto ct al.

Figure 1. Agarose gel slectiophoresis of moliplex polymerase
chain reaction products from 11 dvibacteriun: paragailinarun
reference strains included in the current study. Lare 1: molectlar
weight marker: Lan 2: struin 221; ke 3 siram 2202 lune 4 strain
FA-L lanz 5 HP14; lane i stain 2671, lane 7 H-18: lane 8: strain
Modesto; lane 9: strein SA-3: lane 10: strain TTPGO; lane |
0053; lanc 12: strain 0222,

strain

the NPV varied from 62.7% (serogroup A) 10 95.8% (sero-
proup B). Bascd on these results, field isolatos that were non-
typeable by the HI test may be misidentified by this mPCR.

The present study has contirmed the results of the initial
evaluation of this mPCR, * a study that was performed on a
limited set of the reference strzins and which indicated the
possible potential of this assay. However, when evaluated on
& more complete set of reference strains and a diverse set of
field isolztes, the limitations of the mPCR are clear. The
sesults of Ue current study clearly show that te apparent
link berween sequence diversity in region 2 and Page sero
proups only halds truc for the small set of strains examined
in the initial study that proposed the methodology.'* Indeod
the evidence of greater diversity in the region has been shown
in an earlier stdy using recombinant proteins based on
region 2.” This carlicr study found that the HI antibodies
clicited by & recombinant protein based on this region could
be strain specific and not react with other strains of the same
serovar."” Itis clear that there is no simple, direer connection
between the regions targeied by the mPCR and Pag:
zroups. A more extensive study looking at the sequence of
region 2 in a much larger and mare diverse set of strains and
isolates than that used in the original study'* may be able to
identify ultemative PCR assays that show u much closer
alignment with Page serogroups,

The performance of the mPCR was poar with hath the
definitive intemationally recognized reference strains as
well as the field isolates. This poor level of performance
with standard strains and field isolates strongly supports the

ero-
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An evaluation of serotyping of Avibacterium

Wogeio el i

paragallinarum by use of a multiplex S

polymerase chain reaction

Vladimir Morales-Erasto, José de Jesiis Posadas-Quintana, Manolo Fernindez-Diaz,
Luis E. Saravia, José Simén Martinez-Castaiieda, Patrick J. Blackall, Edgardo Soriano-Vargas'

Abstract. In the present study, the ability ofa recntly proposed multiplex polymerase chain reaction (mPCK) to detennine
the serogrouns (A, B, and C) of Avibacterium paragailinaium was evaluated. A total of |2 reference strains and 69 field isolates
of Av. puragallinarum from Ecuador, Mexico, Paama, end Peru were included in the study. With some exceptions (which
were serotyped in the current study). all of the isolates and strains had been previously examined by 2 serotyping sehemes
(Page and Kume) ar were the formal reference sirains for the schemes. Three of 6 (S0%) reference sirains of serogrou A. 2
(100%) of serogroup B, and | of 4 (2 straing of serogroup €. were correctly serolypzd by the mPCR. With the
Lield isolates, the taPCR corzeetly secognized 16 of the 17 serogroup A isolates, 10 of the 12 serogroup B isolates, uud 18 of the

%) referen

37 serogroup C isolates. Overnll, the speciticity and sensitivity of the PCR test ws
A). R5.7% and 71.9% (serogroup 13), 2nd 46.3% and 100% (seropranp C). “Ihe poor performa
(low sensitivity of 46.3%) and the relatively high level of uncertainly shout the accuracy

%, respectively) means that the a

recognition of serogroup C isol
of the serogroup A and B resulls (specil
as a replacement for conventional seroryping.

ty of 87.3% and 719"

as follows: 82.6% and ¥7.3% (serogroup
of the mPCR in terms of

annot be recommended

Key words: Avibacierium paragalluarin. infectious coryza; polymerase chain reaction; poultiy; serotyping.

Avibacterium paragaliinarum, a member of the family Pas-
teurellaceue, s the cal mgent of infectious cory,
whick is an upper respiratory disease of chickens.' Economic
l0ss can be considerable due to reduction in ezg production
(40%) and increased culling of growing chickens.”

Tsolutes of Av. puragaliinarum are scrotyped by using 2
related schemes. The Page scheme was origically developed
with the use of a slide agglurination fast o recognize the 3
scrovars, A, B, and C." 1t is now rccommended to use a
hemagglutination inhibition (HI) test to seratype isolates by
the Page scheme ? The Kume scheme was based on HI tests
that recognized 7 serovars organized it 3 serogroups
termned L 1L and L' Io further studics, 2 new serovars were
recognized into serogtoups 1 and 11.* Subsequently, it was
proposed o alter the Kume scheme nomenclature on. the
basis of recognition thet the 3 Kume seroproups corre-
spouded tw the 3 Page serovars.’ Thus, the 9 recognized
Kume serovars are termed A-1, A-2, A-3, A4, B-1, C-1,
€2, €-3,and C-4.” For the purpose of the current study, the
Page types are termed serogroups, in recogmition thal hese
Page serogroups match the Kume serogroups. The proce-
dures to serotype Av paragaliinarunt isolates by any of these

olog

mes are complicated and require the use of production of
hemagglulinating antigens, reference untisera, and the use of
chicken erythrocytes fixed with glutercldehyde.*

The polymerase chain reaction (PCR) has become a
widely wsed lahoratory 100l for detzction, identification, i
ferentiution, and typing of pathogenic microurganisms in
dingnosis of animal diseases. However, there is a need for
critical evaluation of any proposed methodology. * A PCR
for the identification and dotcetion of Av. paragalfinarm
has been reported” and has been consistently shown 10 spe-
cifically recognize Av. paragallinarum."! However, this
species-specific PCR does not identify seragroups andior

From the Centor for Advarieed Investigarions znd Stadies on Animal
Haalth, Faculty of Vete inary Med cine ard Zoolechny, Auuncuious
Universiy efthe Stste of Mexiea, Mexice (Mersles-Erasio, Posadas-
Quintana, Martinez-Castaieda, Soriano-Vargis); TARVET 5.4 C..
Chincan Aln, Pern (Ferairdez iz, Samvin); and the Questsland
Alliance for Ageiculture axd Food Innovation, The Unversity of
Queeniurd. SELucia, Queens . At (Bl
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UARM, Iistitats Literziio No. 169, Col. Ceatro, Toluca 50000, Mexico.
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serovar € susins used el are wot knovin. 1 is
possible tha the sigaificandy highar procection associar
vaucine | is due 10 the wse of a serovr C 1 sirain. However, for a

better understanding of infestious corgra oucbreaks in vaccinared

chickens, the serozrs of 4o, paragellimaraon inclided in 2 vaceine

may ned to be shown on e lbel.

I ey of serolugy, depending of dhe hemagutinin <igen
used, detectable LLI titers weze obained, and differences in the LI
tiers were observed (Uable 2). Graups | and I, which showed
protection rates of §3% and 63%, showed the highest HI diters,
which were significantly different (7« 0.0 from HI ciers detecred
i groups Tl ard 1V (30% sl 25% provection ries, respectively),
when the SV 135 isolate hemagglednin antger was used. Similaly,
reference serain 11-1K hemagglurinin antigen gave tre highese 1T titers
in groups T and 11 and were significanty different (7 < 0.05) from
groaps 1 wad IV, T contrast, relezence sirain Modsto hemgglu-
i antigen gave HI titers (het wete o sigoificeny dilleren among
groups L 11, 111, and 1V An apparent relarianship bervecen the hig
HI tirers and procection apacars fo exist. However, in infectious
cotyza vaccination-challenge tials, cae HI titers are not regarded as
definitive predictors of vacine clficacy (6).

I conclusion, ouly oe of four evaluated covmercially ailable,
trivalent infectious coryza vaceines gave 2 good level of protection
againse challenge with. Mexican lo. paragellinarum scrovar C-1.
These resalss migh explain the infectious coryza outbreaks in
vaccinatad Docks that have been observea in dhe fiekd (). Further
immunagenic scucles of secovar C-1 Au. purigallinerisn isolates ase
necdled.
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Table 2. Sunmerized results of the multiplex polymerase chain resction (mPCR) assay as compared with con

Convertional serotyping result

MPCR restilt Seragroup A Not setogroup A
Sezugrovp A 10 7
Net serogroup A 4 ax

Rt scrogroup
Serngroup B 15
ol serogroup B 46

Serogrovp C Nol scrogroup C
Semngronp © 10 [}
ol serogroup € 2 7

vienel serotyping

Characteristics of the mPCR.

PPV NPV

K26 ¥13 73
857 719 0.0 95.5
463 100 100 w7

+ PPV - posit ve predictive valug; NPV = regative e

conclusion that it is the PCR results that are wrong and not
the serotyping results. If the PCR had perforned well with
the reference strains (which by detfinition have to be cor-
recily serolyped) and poorly with the field isolates, this
would be un srgument that the PCR was simply performing
‘better than serotyping when examining field isolates. How
ever, the poor pertarmance ot the PCR was found with hoth
reference strains and ficld isolates.

The PCR did assign some isolates that were nontypeable
by the conventional assay to a serovar. However. given the
overall poor performiance of the PCR assay. it is nolpossible
1o conclude if the PCR resuls for these nontypeable isclates
are actually correct.

Ihe ariginal study on the mPCR also described an alter-
mative Lechnology  an ussay in which  PCR using a differ-
ent set of primers is followed up by a restriction fragment
length polymarphism analysis to generate serogroup-specific
patterns.'” This second technology has also only becn evalu-
ated with a very limited sct of strains. Hence, this altemative
technalogy also needs a thorough evaluation as it may also
have the same limitations as have been found for the mPCR
in the current study. The additional step of restrietion diges
tion is & complication that many diagnostic laboratorics may
regard 5 too challenging for routine use. In canclasion, the
mPCR cannot be recommended as an alternative to conven-
tional serotyping of Av: paragaliinar.
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enge with the isalate FSV-135 of Auibacirison paragstlivarim
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00 [
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3 ot [
4 00 0t
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6 o0 s
7 00 06 0
Torl mear + SD* 00 =01a 03+ 075h 0.4 = 0.90h
Nurmber of cligkens with réisolurion 1 5 4
Puoewsion (%)% 83 65 5L

sczam 111 antibody <
previously reported (9)

Chiallenge. Theee weeks after the second iumundzaion, dl chicsens
were bousee under faated lsborarory conditions, bled, and selocared
o e five et geeups: Tour gooups wene vacsinaal feal: gous
receiving one of tae four vaceines). and the Sfih geoup was unvaceinated
control chickers. The chickens were then crallenged by nasal insellazon
into the right noscil with 6.2 m! of an overnight Eroth culeure of the .
saragalinarum ESV-135 isolate conaining approsimacly 5 % 10°
colony forming cnits per milliliter, s reporied previously (9. Clirical
sigas of infectious coryza were recondce: from 1 1o 7 days postehal.enge
as previonly reported (10]. Briefl, the presence and cegree of any nasal
ditcaarge ane facia swelling in the challenged exickens swere senred a5
follows 0. o signs: 1, nasal discharge o Ught facial swelling; 2, nasal
discaarge and severs fcal suelings and 4, misal cischarge, severe fcial
swelling, ane swelling of waales (10). All drickens were then hur
cuthntised, and ot infraorbic] simuees were cultured onvo biood
agar wich a Staphylococeus epidernics muse colony. Prowction again
infection sorysa s regarded as e absence of clnical signs of coryza
during 7 days of obscrvarion and a failure w reisolat: Au. paragaliinanim
©)

Statistics. T protection rates were comparer. by chi-square tests nd
consideres sign probaility o < 0,05 (9] he tocal cliical
signs score for cach group for each cay was calculated by dividing the
sum of the iy linicalsigns scare of al chickens within a group by the
ol nunber of Jickens o the group (10). Diffeences i the oserll
meen clinical siges scores berween challenged groups were analyzed by
onc-vay ANOVA, the meens were compared by Bonferroni tesc for
ordinal variables, and differense: viere considered. i o
probabilicy of < 0,05 {10}

were transformed 1o base 10 logaritkas as

RESULTS

All chickers (09 proetiond in the conuol greup showed typical
clinical signs of infections corya
I the vaceinared chickens, the protection fates were 83%, 65%,

50%, and 25% for groups I, 1l 111, and 1Y, respectively (1 able 1)

Tal

Mean

emagglutinaton-inhibition arrbody ttes in vac

AGroups with diffzen lowercase leters n the same row are significandy different (7 < 0.05)

Osly vaceine T provided significant pro
challen isolate ESV-133.

In the vaccinated chickers, the mean clinical sign scores were 0.0,
0.3, 0.4, and 1.0 for groups L, 11, 111 ansl 1V, respecively (Table
Ouly vaceine | gave 2 significandy lower dinical siges score (2 <
005) than the conrral group. Graup 1V and the uavaceinated
e groups showed the highest clinical signs scnre.

All chickens showed no T antihodtes hefore the first vacein
The resules of the serologic testing arc presened i Tabl
Reference sizain H-18 hemagelutinin antgen gave the bighest
dters in groups T and 1T and were significantly ifferent (7 < 0.0
frum groups T and 1V, Refirence stain Modesto hernsglucinia
aniigen gave I titers thar were not significandly different among
groups I, 11, 11 ard IV, Lioke 13V-155 hemagglutirin antigen
gave the highest F1 ticers anly in gronp 11 and was signifcantly
differen: (7 < 0.03) from proups I, 111, and TV. No HI tirers
detected in the unvaccinated group, ard dis group was sign
ditleren (7 < 0.05) from all th vaccionaied groeps

DISCUSSION

Oudbreaks of i o produced by Av. pasdgallvarsm
serorear C 1 folates in vaccinaced flacks frors Leusdor and Mexico

hase neen eeported (5). 11 the currens seady. differences in the
proteerion cnnferred by four commercially available infecrions
coryza vaccings were observed.

In = study of cross-prorection of the ine seravar reference scrains
of

v, paragaliinarum, diffrsrces beoveen serovars C-1 aad C-2

ported (9). Chickens vaceirared with reference serain .13
(seravar C-1) were ed in the homolopous chall
signilicandy fower proteccion against Modeso
challenge veas observed. In conuzst. the Modesto (- 2) vaceite

gave the sime level of prorcction for boch the homolagon:
and agiinst the H-18 (C-1) challenge. In the current

cinazed chickens tested with hemaggluinins of reference strains (H-1 and

Modesto) and tealae ESY-13> of Avsbscurran paragalinasans ncluded in the stedy.

T Mo (g ot of 11T o oy ters i by scine? (N ol totel chiskens)
of stzan (scrovar) ) s s s Conzzal (18)
AR (C 120 Lida nx6n* 008" e
Modesto 149 1321 127 139 ok
FSV-135 (- 135h 167 1063 1200 00c

vt (7 < 0.05)
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Research Note—

Protection Conferred by Infectious Coryza Vaccines Against Emergent
Avibacterium paragallinarum Serovar C-1
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SUMMARY. Tk
infectious coryza caused b

seposted L e cussen study. e protes e

Ouly one infeutiows cor

infectious coryza outbzeals i vaccirared flocks that Eave

RUSUMEN, Noi de frvesiguiin Proteceién conferids por vacuas de

de Avibunt

Ecuador y ea Meéico. En cste csradio s¢ evalud la proceccion conferida por cuawe, vacunas wivals
llos desafiados con a scrovaricéad C-1 iladz cc un brote aparen:
éxico. S6lo un vacuna conra la coriza infecciosa proporciond un buen nivel de proteecior ($3%)

contra i coriza infecciose,
vacumal en aves pencdoras cn

v, garngiliniis setovar C 1 soliles

Coutenred by foe omensialy avaiable, o

chickens clhallenged with a serovas C 1 solate fom < appasent coryza vaceine filuce in a eyer flock in Mesico was
saceine provided 4 gool protetcon level (83%) in acinaed i

been observed in the

2 es una enfermedad de’ eacte respizatoric superior de los pollos causaca por Avibac

Seprember 2014; Accepred 4 Decersher 20145 Iublisked ahead of print & Deceraber 2014

i g i s e sespivatory disease ol e cuised by Aviicterian pugoviram. Oubieaks of

Edvadar and Mexico Lave been
el iulections vy vie

coryza vaccinated flocks

s el gl expleins dae

1d,

nfecciosa contss I setovacidad emergerte C 1

= disponibles comercialmente
ente asociace con una falla

enos pollos vacanados. Estos resultados podrian cxplica los brotcs de coriza infeecioss en as aves vacunadas que han sido

observados cn ¢l campo.
Ke witabs: Aviaciesium guvagadtinanaon, seravan C1, e

~ hemagglutinacion-ini

Abbreviations: &

ease of chickens caused

erious cory is n upper respirarary di

by Avibarseriun peageliinaraos (2). A marked drop (40%) in cgg

et of infectious coryza.
Vaccimation with Av. paragalivarint is she raair statepy to prevens
infectious coryza in susecprible chicken flocks (4).

To due, nine hemagglurinin scrovars discribured into b
scrogroups e recognized: Al 1o A-d, Bol, and C-1 to C-4 (3).
Most of the commercial vacsings include Ar. paragalinarurs in
1, 0r C-2 (1,9). Recendy, 4.
and

production in layer hens is the major

combinatior: with scravars A-1, B-1,

suragillinaron serovar C-1 has emerged in the Ecuador
pouluy produciion syvems, including oubreaks in
infectious cory (5.8). Hence, che aina of the
cuent study the proection confened by
commerdially s A gl

Mexicar

to evaluate

Wi vaccines agiin

st s C-1 isolate obtained from e apparent congea veing

fulute in a layer Fock in Mexico.

MATERIALS AND METHODS.

Bacterial strain. Tsolate ESV-135, scrovar C-1 of . paragallianion,
b hen extensively characrerized (7,8) and was wseé in the snudy. This

Puesor address: CIESA, FMYZ, UAEM,
licomuleo km 155, Toluea U200,

Corzcspending auchor
Carzcrera Panseerieans. Lol

Mésiso. E-mal: sorisne® azemes.ms

s, Tnleciuns oz, oty

Dacteriuns was bolaved Fow infectious corpze vactingted ager hews i
sco. Mezico, in 2008 ().

Media, Brain-hear: infusion broth acd agar, Sotk sapplemented vith
19 ueighuisol 0.0025%  (eight/solue)
icotbnanide a 195 (olameiol el fe
seriized, heavinaciviiad ko serum, were wsed for oropagation snd
mantenance of basterial coltutcs. Also, 10% shecp blood agar plates
with a feecienfruise cultue of Suphiooscs spidermicdss werz wsed (5).

Chickens. T twral g 6ol specfi
de Padgenos

sodiv calotid

ot

Vaccines and inuunization protocol. Fous covmenially availible,
wivalent (scrogeoups A, B, and ) infectious coryza vaceines were
included in the studs. The vaccines vices lzbeled 1, I, T1L, and TV. A
groms of 18 chickens e 1) and three gratps of
Giaccines 11 111, ane 1V) veere inoculaed subeuaneously
dose e the smanafatuaer’s nstructiows
6 and 9 wk of age 35 previowsly reporcec (9). A further group of 20
chickens that were not vaceinated forrzd the contol zroup.

Serolugy. All chickens sere U 3 dys before el vasination
and 3 vk alier the o, T sera of e lesst 17 chi
wers cxamined in hemagg crination-inkibizion (HT) tests 15 previousy
described ). Towo-fold ciluions from 1:2 to 1:1024 of cach serurm were
carried out. | lemagglatinias of the LSY-135 iso'ace and refe
18 (Kue servsar -1 sad Modesws (Kuee senvvar C
The serum EL anibody tiers were exprevsad 20 e reciprocd of he
highest dilerion of serum samle thas showed complite inhibition of
the hemaggluriasting activiry. To ramove 2ay skewness in she daca, the

oud vec 2

ence straias

162
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PUR serotyping of 4. paragattinarum

Table 1. Origin, Page scrogrotp, Kime seravar, and mltiplex polymerase chain reacts

paragaiiinarins strains and isolaces included in the eurtent study.”

o

@mPCR) results for the Avibacreium

Stin Origin Pugeseroproup Kume serovur PR serogroup.
Japan A Al N
Geuminy A A2 R
Brozi A A3 B
Australia A Ad B
Germany, B B B
Japan ¢ [t B
Usa c c2 c
Sunth Afiica c =) B
HPeo Australia ¢ Ca NI
UsA A A A
Lsa B B1 B
NCIC 112967 (CCUG 128353 ATCC 29545) Germany A A2 A
Field isoltes
Lo Eectador A A3 NT
102 L1 13 L16; L-20; L2 L24 L-29; L2 L4S; Eevador a3 A
LS LS5 154
LG 215 L33 Estador B Bt B
L Teuador NT NT A
L0430 Ecuudor B 1 A
L1 Teuador B B B
L Ecuador B Bl NT
L12; 143 Ecuador NI NI ¢
Teuador ¢ c A
Ecuador c c1 c
ESV-238; ESV-040; ESV-244 Mexico A Al A
FSV-131; ASV-184 Fenador B B [
ESV-§7: ESV- 129, ESV-130; ESV- 135, ESV. Ecuador c c B
LSV-218: [SV-23; LSY-326; [SV-328; LSY-
ESV-331; BSV-333; ESV-346
FSV-109; FSV- V334 FSV-338 Feuador ol A
ESV-241; ESV-242; ESV-243; ESV-245, ESV-246; Eeundor cl <
247 BSV-249; LSY-323: ISV-324; LSY-343
ESV-117; ESV-142; LSV-143 Eeuador c 2 c
TSV-75: TSV-76 Panama B n B
o; Chineha: Lima 1; Lira > Pera & c2 o

serovars of this bacteriwn. A previous stedy has shown the
potential of a multiplex PCR (mI*CR) assay to recognize the
Page serogrouns. This multiplex s the HMTp210
gene, which codes for an outer membrane protein associated
with protection against challenge '™ 1t is known that a region
within the HMTp211) gene (termed reigion 2), shows, on the
basis of a limited data set, sequence diversity between Page
serogroups, a diversity that has been exploited in the pro-
posed PCR.'* In the current study, this proposed PCR aller-
mative to conventional serotyping has been evaluated with
the full set of Page and Kume reference strains as well a
number of diverse 4v. paragaliinarum field isolates. In this
evaluation, the 2 inter-related conventional secotyping
schemes have been accepted as the “zold standard.”

Atotzl of |1 reference strains, representing the 3 Page
serogroups and the 9 Kume serovars of Av. paragaliinarun

were used in the study. Also, strain NCTC (National Collec
tion of Type Cnltures) 112967 (CCLG [Culture Collection,
University of Gitehorg, Sweden]12835"; ATCC [American
Type Culture Collection] 29545") of Av. paragallinarun
was used. Furthermore, 69 field isolates of dv. paragatlina-
rum were included in the current study (Table 1). The iso-
Tates were fiom collections held by the Center for Advanced
Investigations and Studies on Animal Health (Mexico) and
FARVET (Peru) lahoratories, znd were obtzined from
tious coryza outbreaks on different farms with no epidemio-
Togical connections. O these 69 field isolates, a toral of 65
(26 from Ecuador, 37 from Mexico. and 2 from Panama) had
been previously serotyped by the Page and Kume
schemes > Strain NCTC 11296" and the Peruvian isolates
were seralyped, in the current study, by the Page and Kume
schemes using methods reported clsewhere, "'

fec-
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