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Cuadro 1.

CUADROS

Frecuencia de los diferentes serovares de Haemophilus paragallinarum en el esquema de -

Kume procedentes de varios estados de la Republica Mexicana, p 17.

Cuadro 2.

Procedencia, origen aviar, serogrupc y serovar de los aislamientos de Haemophilus

paragalfinarum estudiados, obtenidos de casos clinicos de coriza infecciosa o remitidos al
CILEASA FMVZ UAEM., p18.

Cl
HA
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NAD
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TMA
TM/SN
UH

ABREVIATURAS

coriza infecciosa

antigeno hemoaglutinante, hemoaglutinina

inhibidor de la hemoaglutinacion

dinucledtido de adenina nicotinamida, por sus siglas en inglés:
nicotinamide adenine dinucleotide.

ponedoras comerciales

solucion buffer de fosfatos

pollo de engorda

reproductores pesados

reproductores semipesados

agar medio de prueba

medio de prueba suplementado con suerc de pollo y NAD

unidades hemoaglutinantes
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RESUMEN

SORIANO VARGAS EDGARDO: Serotipificacion de aislamientos de Haemophilus
paragallinarum bajo un esquema de hemoaglutininas. (Bajo la tutoria de: Ph.D. Guillermo
Téllez Isaias, D. en C. Abel Ciprian Carrasco, D. en C. Victor R. Tenorio Gutiérrez).

La bacteria Haemophilus paragallinarum es el agente ‘causal de la coriza
infecciosa, una enfermedad de! tracto respiratorio superior de pollos y gallinas (Gaflus
gallus), que se caracteriza por producir éstornudo, descarga nasal e inflamacién facial. La
enfermedad es de importancia econémica en la avicultura mundial, principalmente en
zonas avicolas densamente pobladas. En el presente trabajo de investigacion, se
clasificaron 42 aislamientos de H. paragallinarum bajo un esquemé de hemoéglutininas, el
cual permite una caracterizacién antigénica mas detallada de los aislamientos. EI
proposito del preSente trabajo surgié de la necesidad de conocer los serovares
hemoaglutinantes del esquema de Kume en aislamientos de H. paragallinarum, lo cual
pddria explicar los brotes de campo observados en parvadas inmunizadas con productos
biolégicos bivalentes (serovares A-1 y C-2) o trivalentes (A-1, B-1 y C-2). Los resultados
mostraron la prevalencia de los serovares A-1, A-2, B-1 y C-2 de H. paragallinarum del
esquema de Kume en los aislamientos estudiados. 6 aislamientos no pudieron ser
clasificados en algun serogrupo o serovar en el esquema de Kume. Estos resultados
sugieren que bacterinas contra la coriza infecciosa deberian incluir estos serovares para
cubrir todos los posibles serovares de H. paragallinarum causantes de enfermedad.



SUMMARY

- SORIANO VARGAS EDGARDOQ. Serotyping of isolates of Haemophilus paragallinarum
by a hemagglutinin scheme. (Advised by: Ph.D. Guillermo Téllez Isaias, Dr.C. Abel Ciprian
Carrasco, Dr.C. Victor R. Tenorio Gutiérrez). '

Infectious coryza is a respiratory disease of chickens (Gallus gallus) caused by the
bacterium Haemophilus paragallinarum, it characterized by the production of sneeze,
nasal discharge, and facial swelling. The disease is of economic importance in the world
wide poultry, mainly in density populated poultry zones. In the present research work, 42
isolates of H. paragallinarum from several Mexican states were serotyped by a
hemagglutinin schem, which allowed a detailed antigenic classification of isoaltes. The
purpose of the present research work arise from the need of to know the hemagglutinin
Kumé serovars in Mexican H. paragallinarum studied isolates. It could explain the
infectiuos coryza outbreaks observed in vaccined flocks using either bivalent (A and C) or
trivalent (A, B, and C) bacterins. Results showed the prevalence of A-1, A-2, B-1 and C-2
H. paragalfinarum serovars. 6 isolates could not be assigned to any serogroup or serovar
in the Kume scheme. This results suggest that a bacterin against infectiuos coryza should
it contain all these serovars for to cover all possible H. paragallinarum serovars causing of

disease.

vi



1. INTRODUCCION
1.1. Antecedentes

La bacteria Haemophilus paragallinarum es el agente causal de la coriza
infecciosa (Cl), una enfermedad del fracto respiratorio superior de pollos y gallinas (Gallus
gallus), que se caracteriza por producir estornudo, descarga nasal e inflamacion facial. La:
importancia econémica de la infeccibn por este agente radica en las pérdidas que
ocasiona a la avicultura debido a retraso del crecimiento, pérdida de peso, aumento del
nimero de aves desechadas y, en gallinas de postura, una reduccién en la produccién de
huevo de hasta 40% (Blackall et al., 1997).

En 1931, De Blieck aislé al agente etioldgico de la Cl, y lo nombrd Bacillus
haemoglobinophylus coryzae gallinarum (citado por Blackall et al., 1997). Posteriormente
fL_:e clasificado como Haemophilus gallinarum con base en los requerimientos de los
factores de crecimiento X (hemina) y V (NAD) (Blackall, 1989). Biberstein y White (1969)
-propusieron renombrar al agente como Haemophilus paragaflinarum debido al hallazgo de
cepas independientes del factor X. Desde 1992 en Sudéafrica, se han reportado
aislamientos independientes de ambos factores de crecimiento (Horner et al, 1992;
Mouabhid et al., 1992). De forma tal que el agente causal de la C! es considerado como H.
paragallinarum, un microorganismo que puede ser tanto dependiente de NAD, como
independiente de éste (Blackall, 1999).

1.1.1. Estructura antigénica de H. paragaﬂinarum

Hinz (1973) describidé un antigeno termolabil de tipo especifico y un antigeno
termoestable de tipo comun entre cepas de los serovares A y B. Sawata et al. (1979)
identificaron dos antigenos de tipo especifico, termolabiles y sensibles a la tripsina,
designados como L1y L2. Asimismo, -identificaron tres antigenos comunes para los dos
serovares: L3, termolabil y sensible a la tripsina; HL, termolabil y resistente a la tripsina; y
HS, termoestable y resistente a la tripsina. Varios estudios mostraron una correlacién
entre la especificidad de los serovares aglutinantes y el inmunotipo de las cepas (Kume et
al., 1980a; Kume et al., 1980c¢; Kume et al., 1983a).



Kato (1965) describié por primera vez la capacidad hemoaglutinante de algunos
aislamientos de H. paragaflinarum (citado por Yamaguchi et al., 1989). Las cepas de los
serovares A, B y C poseen determinantes antigénicos con capacidad de hemoagiutinar
eritrocitos de varias especies animales, aun distantes filogenéticamente (Iritani y Miyajima,
1979). Sin embargo, suspensiones bacterianas del serovar A hemoaglutinaron eritrocitos
frescos de varios animales, mientraé que tanto eritrocitos como la suspension bacteriana
de los serovares By C fuerbn tratados por medios fisicos o quimicos, o ambos, para
expresar actividad hemoagiutinante (Iritani, 1979; lritani et al, 1978; Iritani y Hidaka,
1976). Recientemente, Blackall et al.((1990) y Soriano ef al. (1998) reportaron actividad
hemoaglutinante en cepas de los tres serovares sin tratamiento alguno.

Dos tipos de hemoaglutininas (HA) se identificaron en ia cepa 221 serovar A. La
HA tipo 1 presenté propiedades bioldgicas e inmunologicas similares al antigeno
aglutinante L1 especifico de serovar. La HA tipo 2 presenté caracteristicas similares al
antigeno aglutinante HL comun entre serovares (Yamaguchi e lritani, 1880; Yamaguchi et
al., 1980a, 1980b). Posteriormente, se determind que la HA tipo 1 era especifica del
serovar A, y que la HA tipo 2 era un antigeno formado por los tres serovares (Iritani et al.,
1981b). De forma similar, Sawata et al. (1984a) describieron tres tipos de HA localizadas
en la membrana externa de cepas pertenecientes al serovar A. Los antigenos fueron
nombrados como HA-L1, HA-HL y HA-HS debido que a sus propiedades biolégicas e
inmunolégicas fueron similares a las observadas en los antigenos aglutinantes L, HL y
HS, respectivamente. Se encontro que los antigenos HA-L1 y HA-HL correspondieron a
las HA tipo 1y 2 descubiertas por Yamaguchi e Iritani {1980). De forma similar.ai antigeno
aglutinante L1, el antigeno HA-L1 indujo inmuni'dad especifica de serovar en polios

inmunizados (Kume ef al., 1983a; Kume y Sawata, 1984).

Iritani ef al. (1981a) extrajeron un antigeno polisacarido, termotabil, de una cepa
serovar 2 que presento propiedades similares al antigeno L2 especifico del serovar C. De
forma inversa a la HA tipo 1 del serovar A, este antigeno no mostré actividad
hemoaglutinante. Asimismo, extrajeron un antigeno lipopolisacarido capaz de inhibir 1a
hemoaglutinacién de la HA tipo 1 de H. paragallinarum (lritani et al., 1981c¢).
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1.1.2. Esquemas de serotipificacion de H. paragallinarum

Page (1962) en los Estados Unidos de América, mediante la prueba de
aglutinacion en placa, clasifico aislamientos de H. paragallinarum en los serovares A, B y

C. En el mismo afio, Kato y Tsubahara, en estudios antigénicos con aislamientos del

~ Japbn, reportaron los se'rovares I, 11 y Ili mediante la misma prueba. Sawata et al. (1978)

extendieron los estudios de Kato y Tsubahara, e indicaron que los serovares If y-lll eran
variantes del serovar |, proponiendo los serovares 1y 2. Pbsteriormente, se encontro que
los serovares 1y 2 correspondian a los serovares A y C del esquema.de Page (Kume et
al., 1980b; Sawata et al., 1980).

Kume ef al. (1983) propuéieron una clasificacién de cepas de H. paragallinarum
utilizando bacterias sonicadas y tratadas con tiocianato de potasio en una prueba de
inhibicion de la hemoaglutinacion. El sistema se basé en hemoaglutininas especiﬁbas y
comunes de serovar. En esencia, los serovares A, B y C de Page (1962) correspondieron
con los serogrupos |, IIt y i, respectivamente, y siete serovares hemoaglutinantes (HA-1 a
HA-7) fueron reconocidos. Asimismo, se observé que los antigenos HA-L formados por
los serovares hemoaglutinantes indujeron inmunidad especifica de serogrupo. Eaves et al.
{1989) encontraron que muchos aislamientos que no fueron tipificados por el esquema de
aglutinacion de Page (1962), lo fueron por el procedimiento de inhibicién de Ia
hemoaglutinabién de Kume (1983). Adicionalmente, identificaron wuna octava
hemoaglutinina en aislamientos estudiados procedentes de Australia. Blackall ef al. (1990)
identificaron una novena hemoaglutinina, y a la vez propusieron alterar la nomenclatura
de! esquema de Kume (1983). Combinaron el esquema de serotipificacion anterior y el
esquema de Page (1962), queda'ndo de la siguiente manera: A-1 a A-4, B-1, yde C-1a C-
4, lo que permite la inclusion de nuevas hemoaglutininas conforme se vayan
descubriendo.

Con base en el esquema de serotipificacion de Page (1962), a la fecha se han
identificado los serovares A, B y C en Estados Unidos de América (Page, 1962), Esparia
(Pagés y Costa, 1986), Argentina (Terzolo et al., 1993), Filipinas (Nagaoka ef a/., 1994),
Brasil (Blackall et al., 1994) y México (Fernandez et al., 2000a). Los serovares Ay B en .
Alemania (Hinz, 1973). Los serovares A y C en Japén (Sawata et al., 1980), Australia y

)
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Sudafrica (Blackall y Eaves, 1988) e indonesia (Takagi et al, 1991). Unicamente el
serovar A en Malasia (Zaini e Iritani, 1892) y China (Chen et al., 1993}, y el serovar C en
Taiwan (Lin et al., 1995).

Con base en el esquema de serotipificacion de Kume, se han identificado los
serovares A-1, B-1 y C-2 en Estados Unidos de América (Kume et al., 1983b; Eaves et al.,
1989). Los serovares A-4, C-2 y C-4 en Australia (Eaves et al,, 1989; Blackall et al,
1990a); A-1, B-1, C-2 y C-3 en Sudafrica (Kume et al., 1983b; Eaves ef al., 1989); A-1y
C-1 en Jap6n (Kume et al., 1983b); A-1, A-2, B-1 y C-2 en Alemania (Kume ef al., 1983b;
Eaves et al., 1989), mientras que en aislamientos procedentes de Brasil Unicamente se ha
identificado el serovar A-3 (Kume et al., 1983b). En México no se tiene informacion de los
serovares presente_s.

Sawata et al. (1984b) describieron una prueba de serotipificacion de H.
paragqllinarum utilizando suero bactericida, la cual clasificé aislamientos en los serovares
aglutinantes 1 y 2, y en las HA-1 y HA-4 de Kume, respectivamente. Asimismb, se han
utilizado anticuerpos monoclonales dirigidos contra ciertas hemoaglutininas de H.
paragallinarum en la serotipificacion de aislamientos, asi como en estudios
epizootioldgicos en varios paises (Blackall et al., 1990b; Blackall ef al, 1991, Bragg et al.,
1993; Bragg et a/., 1997, Yamaguchi ef al., 1990b, 1990c, 1990d).

1.1.3. Importancia del esquema de serotipificacion de aislamientos ‘de H.
. paragallinarum

La importancia del esquema de serotipificacion de Page radica en que se ha
observado una relacion entre los serovares de Page y.la especificidad del inmunotipo de
H. paragallinarum (Blackall y Reid, 1987; Kume et al., 1980c; Rimler et al., 1977a, 1977b).
Aves inmunizadas con una bacterina preparada a partir de un serovar estuvieron
protegidas solo contra el desafio homélogo. Otro estudio ha mostrado que existe
proteccion cruzada parcial contra el serovar B de Page en aves inmunizadas de forma
bivalente (Yamaguchi ef af,, 1990a; Yamaguchi ef al., 1991). '



La evaluacion de la relevancia del esquema de Kume con base en la literatura es
- dificil, ya que no ha sido usado ampliamente en la serotipificacion de aislamientos. Sin
embargo, existe evidencia de cambios draméticos en la incidencia de los sérovares de H.
paragallinarum en Sudafrica. Bragg ef al. (1996) mencionan que e! serovar C-3 ha
. emergido como el serovar dominante en los tltimos afos. La incidencia del serovar C-3
se ha incrementado de!l 30% en 1970, a mas del 70% en los Ultimos afios. Esta
emergencia del serovar C-3 de Kume ha ocurrido a la par con el aumento de casos de Cl,
a pesar del uso extensivo e intensivo de bacterinas contra esta enfermedad. Bragg et al.
(1996) han sugerido que la aparente falla de las bacterinas comerciales de uso en
Sudafrica (de las cuales ninguna contiene el serovar C-3), ha ocurrido debido a que el
serovar dominante en el campo es el C-3. Ademés, han especulado que los aislamientos
serovar C-3 son distintos antigénicamente a las cepas del serogrupo C de Kume (C-1y C-
2) incluidos en las bacterinas ;:omer,cialés, por lo que es limitada la proteccioén cruzada. En
este sentido, se considera que entre los serogrupos de Kume A, B o C no hay proteccién
cruzada, mientras que dentro de un mismo serogrupo existe proteccion cruzada parcial
(Blackall, 1995). La evidencia especifica a la fecha es que, en primera, entre los serovares
de Kume C-1 y C-2 y, C-2 y C-4, existe proteccion cruzada. En segunda, que entre los
serovares de Kume A-1y C-1; A-1y C-2; A4 y C-2; y A4 y C-4 no existe proteccion
cruzada (Blackall, 1991; Blackali, 1995; Blackall y Reid, 1987; Kume et al., 1980c¢).

1.1.4. Productos biolégicos contra la coriza infecciosa

Existen en el mercado productos biologicos que contienen cepas de los serovares
A y C (bivalentes) y A, B y C (trivalentes) de H. paragallinarum. Principaimente, se
‘encuentran bacterinas elaboradas en caldo y adsorbidas en hidréxido de aluminio, o en
emulsién, adsorbidas en aceite mineral. Asimismo, se encuentran productos bioldgicos
que contienen Unicamente H. paragallinarum, o en combinacién con otros inmunégenos,
iales como: Pasteurella _mu!tocida,l Escherichia coli o los virus de ia enfermedad de
Newcastle, bronquitis infecciosa o influenza aviar (Blackall, 1995).

Sin embargo, la principal consideracion radica en el conocimiento de Ios_ serovares
de H paragallinarum contenidos en dichos productos biolégicos. En Meéxico,
generalmente se emplean las cepas de referencia 221 (A-1), 0083 (A-1), 0222 (B-1),



Spross (serovar B), H-18 (C-1) y Modesto (C-2), principalmente en las combinaciones 221
(A-1) y H-18 (C-1), 6 0083 (A-1), 0222 (B-1) y Modesto (C-2) (Jacobs et al., 1992).

Terzolo et al. (1993) y Blackall et al. (1994), con base en la identificacién de
serovares en aislamientos de campo antigénicamente distintos a los incluidos en
bacterinas comerciales empleadas en Brasil y Argentina respectivamente, sugieren la
elaboracién y uso de bacterinas que incluyan aislamientos autéctonos.

1.1.5. Situacidén de la coriza infecciosa en la Repiblica Mexicana

En la Republica Mexicana se ha informado de la prevalencia de los serovares A, B
y C de Page (Fernandez ef al., 2000a; Sanchez ef al, 1994, Soto ef al, 1993). Sin
embargo, se desconoce la prevalencia de los serovares de Kume. También se ha
informado que gran parte de los aislamientos incluidos en estos estudios, han sido
obtenidos a partir de brotes de campo proveniente_s de parvadas inmunizadas contra la Cl
(Fernandez et al., 2000a). |

Se han reportado estudios que evalian la proteccién conferida por bacterinas
comerciales contra el desafio homdlogo y heterdlogo en pollos de engorda o gallinas de
postura inmunizados con estos productos (Diaz et al., 1992; Paez et al., 1991; Varona y
Calvo, 1994).

Chipuli et al. (1996) y Soriano et al. (1998) reportaron la utilizacién de una prueba
de inhibicidn de la hemoaglutinacion para la evaluacién seroldgica de aves inmunizadas
con bacterinas comerciales contra la Cl.

Soriano et al. (2000) encontraron que gallinas de postura inmunizadas en campo
con bacterinas bivalentes o trivalentes mostraron titulos de anticuerpos inhibidores de la
hemoaglutinacion, los cuales se relacionaron con la proteccién contra signos respirétorios
conferida por las bacterinas. Mencionan que aves inmunizadas con la bacterina bivalente
mostraron anticuerpos inhibidores de la hemoagtutinacién contra el serovar B, asi como
proteccion al desafioc con un aislamiento perteneciente a este serovar. Asimismo,

mencionan que aves inmunizadas con la bacterina trivalente mostraron titulos de



anticuerpos inhibidores de la hemoaé!utinacic’m contra {os tres serovares. Sin embargo, se
observdé menor proteccién al desafio contra un aislamiento serovar A, sugiriendo que
podria existir variacién antigénica entre la cepa serovar A incluida en la bacterina y el
aislamiento de desafio serovar A utilizado. -

Los trabajos encontrados en la literatura revelan que es'incierta la situacién de la
Ct en la Republica Mexicana, debido a que se carece de trabajos epizootiolégicos o
inmunoldgicos detallados al respecto.



1.2. Justificacién

La bacteria Haemophilus paragallinarum, agente causal de la Cl, se encuentra
ampliamente distribuida en la avicultura de la Republica Mexicana, principalmenfe en
zonas avicolas densamente pobladas. Es en estas areas donde se perciben mas:
claramente las pérdidas econdmicas debidas a la infeccion por esta bacteria, las cuales
radican en retraso del crecimiento, pérdida de peso, aumento del nimero de aves
desechadas y, en gallinas de postura, una reduccién en la produccion de huevo de hasta
40%. |

A la fecha se utilizan dos esquemas de serotipificacién de aislamientos de H.
paragallinarum. El esquema de Page permite [a clasificacion de aislamientos en tres
serovares, denominados A, B y C, mientras que el esquema de Kume permite la
clasificacion de aislamientos en nueve serovares distribuidos en tres serogrupos (A-1 a
A-4; B-1; C-1 a CH4). Se ha observado una relacién entre la estructura aritigénica y la
inmunogenicidad de los serovares.

La bacterinizacion de las parvadas es [a practica mas eficaz en la prevencién de la
infeccién causada por H. paragallinarum. Con base en la identificacion de los serovares
de Page en la Republica Mexicana, existen productos biologicos que contienen cepas de
los serovares Ay C (bivalentes), o A, By C (trivalentes). No obstante, se presentan brotes
de enfermedad en parvadas inmunizadas contra la Cl. En este sentido, el presente trabajo
de investigacion surge de la necesidad de conocer los serovares hemoagiutinantes de H.
paragallinarum en el esquema de Kume, presentes en aislamientos obtenidos a partir de
" brotes de cémpo o remitidos al laboratorio.



1.3. Objetivo general

Clasificar serolégicamente aislamientos de Haemophilus paragallinarum bajo el
esquema de hemoaglutininas de Kume.

1.3.1. Objetivos especificos

- Identificar los serovares hemoaglutinantes presentes en los aislamientos
serotipificados.

- Determinar la frecuencia de los serovares hemoaglutinantes entre los aislamientos
de H. paragallinarum procedentes de casos de Cl, o remitidos al laboratorio, de varios
estados de la Republica Mexicana.

- - Determinar la presencia o ausencia de los diferentes serovares hemoaglutinantes
de H. paragallinarum entre los aislamientos serotipificados.

1.4. Hipdtesis .

Existen aislamientos de Haemophilus paragallinarum procedentes de varios
estados de la republica Mexicana, que difieren en el serovar hemoaglutinante con relacién
a las cepas de referencia incluidas en las bacterinas comerciales, lo cual podria explicar la

_baja proteccion contra signos respiratorios de Cl como actualmente sucede.



2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Lugar

El presente tr;bajo de investigacion se realiz6é en los laboratorios  del Centro de
Investigaciones y Estudios Avanzados en Salud Animal (C.l.E.A.S.A)), de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Auténoma del Estado de México, ubicado
en el km 15.5 de la carretera Toluca-Atlacomuico. Con la siguiente direccién postal: El
Cerrillo, Piedras Blancas, Toluca, México 50090.

2.2. Bacterias

Se utilizaron las cepas de referencia 221, 2403, E-3C, HP14; 2671; H-18, Modesto,
SA-3 y HPE0, correspondientes a los serovares A-1, A-2, A-3, A-4; B-1, C-1, C-2, C-3 y
C-4 de H. paragalfinarum, respectivamente. Las cepas de referencia fueron facilitadas por
el Dr. Patrick J. Blackall, Animal Research Institute, Queensland Department of Primary
Industries, Yeeronpilly, Australia.

Asimismo, se utilizaron 42 aislamientos de H. paragalflinarum procedentes de
varios estados de la Repiblica Mexicana. Los aislamientos fueron obtenidos a partir de
parvadas (pollo de engorda, gallinas de postura, reproductoras 'pesadas y reproductoras
semipesadas) con brotes de la enfermedad o remitidos al C.I.E.A.S.A. durante e! periodo
1991-1999, los cuales fueron identificados individualmente y previamente serotipificados
mediante el esquema de Page (Fernandez et al., 2000a).

Para incrementar el nimero de aislamientos a estudiar, se remitieron solicitudes

de aislamientos de H. paragallinarum a los principales laboratorios de diagnéstico
ubicados en las principales zonas avicolas de la Replblica Mexicana.
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2.3. Medios de cultivo

Se empled el medio TM/SN, el cual contiene cloruro de sodio (NaCl, SIGMA®), 1%
{peso/vol); levadura (SIGMA®), 0.01% (peso/vol); glucosa (SIGMA®), 0.05% (peso/vol),
agar noble (DIFCO®), 1.5% (peso/vol); y fue suplementado con 5% (volfvol) de un
complejo albimina-acido oleico (SIGMA®), 1% de suerc de polio filtrado (BIOCEL®) e
inactivado a 56° C por 30 minutos, y 0.00025% (peso/vol) de NAD (SIGMA®). La version
en caldo, referida como TMA, contiene todas las sustancias anteriores, excepto agar
noble (Blackall ef al., 1990a).

Para el contro} de pureza de los cultivos se empled agar sangre de ovino con una
estria de Staphylococcus epidermidis como colonia nodriza (Blackall et al., 1990a).

2.4. Cultivo de las cepas de referencia

Todas las cepas de referencia de H. paragallinarum fueron recibidas en liofilizados
en ampolletas. Los liofilizados fueron reconstituidos en solucién salina o TMA. La
suspension fue inoculada en agar séngre de ovino con una estria de S. epidermidis como
colonia nodriza, y en los medios en TM/SN y TMA. Asimismo, la suspensién fue inoculada
en embriones de pollo ALPES 1 (libres de patégenos especificos), de 5 a 7 dias de edad.
Las placas de agar sangre y TM/SN fueron incubadas a 37° C en microaerobiosis,
mientras que el caldo TMA y los embriones de po'llo fueron incubados en aerobiosis por
24 h, a 37° y 38° C, respectivamente (Blackall et al., 1990a).

Posteriormente, los liquidos embrionarios fueron cosechados y congelados a 196°

- C en nitrégeno liquido {Blackall et al., 1990a).
2.5. Elabbracién de ar_itisueros

Se produjeron antisueros de conejo para cada una de las cepas de referencia (A-1
a C-4), mediante la inoculacién de antigenos elaborados en el medio TM/SN. Los cultivos
en placas TM/SN de 18 h de incubacidén, fueron cosechados ‘en PBS (pH 72) y
centrifugados (5'000 x g por 15 minutos). E! paquete bacteriano fue resuspendido en PBS



con timerosal (SIGMA®), 0.01% (peso/vol). Los antigenos fueron ajustados a una
densidad éptica de 1.6 a 650 nm, equivalente a 1 x 10" bacterias/m! (Blackall et al.,
1990a).

Para la elaboracién de los antisueros de cada cepa de referencia se er‘;npleé el
‘esquema de inmunizacioén reportado por Blackall et al. (1990). Brevemente, se mezclaron .
0.5 ml de antigeno con 0.5 ml de adyuvante completc de Freund (SIGMA®), y se
inocularon volimenes iguales en dos conejos (raza Nueva Zelanda, 3 meses de edad),
via subcutanea. La inoculacion se repitio tres dias después.

Inoculaciones intravenosas se realizaron en seis ocasiones, incrementando la
dosis de 0.5 ml a 4 ml a intervatos de tres dias (Blackall et al., 1990a).

Una semana después de la ultima inyecciéﬁ, tos conejos fueron exsanguinados y
el suero obtenido y mantenido en congelacidon a —20° C (Blackall et al., 1990a).

2.6. Preparacion de eritrocitos de pollo fijados con glutaraldehido

Se colectd sangre de polic en solucién Alsever (D-dextrosa [SIGMA®], 20.5 g/l
citrato de sodio [SIGMA®), 12 g/l; acido citrico [SIGMA®], 0.55 g/l; y NaCl, 4.2 g/l). Los
eritrocitos fueron cosechados por centrifugaciéon y lavados tres veces con solucion de
NaCl, 0.15 M. El paquete celular fue resuspendido en una solucién de glutaraldehido
(glutaraldehido [SIGMA®], 1% (volivol); fosfato de sodio [NaPQ,, S!GMA®], 0.01 M [pH
8.2]; NaCl, 0.01 M), durante 30 minutos a 4° C. Los eritrocitos fijados fueron colectados
por centrifugacion, lavados cinco veces con NaCl (0.15 M) y cinco veces con agua
destilada. Los eritrocitos fueron resuspendidos al 30% en agua destilada con timerosal
(0.01%, pesolvol), empleandose como suspensién madre. La suspension de trabajo de
eritrocitos fijados se obtuvo al 1% (volivol) en PBS con timerosal (0.01%, peso/vol),
albumina sérica bovina (0.01%, peso/vol) y gelatina bacteriolégica (0.001%, peso/vol)
{Blackall et al., 1890a).



2.7. Elaboracion de las hemoaglutininas

Cultivos de 24 h en TM/SN de cada cepa de referencia y aislamiento de H.
paragallinarum, fueron cosechados en PBS, lavados una vez y suspendidos en una
solucién de tiocianato de potasio (KSCN, SIGMA®), 0.5 M, y NaCl, 0.425 M (pH 6.3). La
suspension fue ajustada a una densidad 6ptica de 1.6 a 650 nm, equivalente a 1 x 10"
bacterias/ml, y sonicada por 30 segundos (60% de pulsos de salida) (Brandson Sonifier,
Mod. 250). El paquete bacteriano fue lavado tres veces con PBS y resuspendido a una
" densidad dptica de 1.6 a 650 ﬁm (Blackall et ai., 1990a). '

2.8. Prueba de hemoaglutinacion

La actividad hemoaglutinante de las suspensiones de hemoaglutinina de cada
cepa de referencia y aislamiento de H. paragallinarum se determind mediante diluciones
dobles.seriadas de 50 ul en PBS, en microplacés de fondo redondeado (96 pozos,
NUNCLON®). Se adicionaron volimenes iguales de la suspensién de eritrocitos al 1%
fijados con glutaraldehido. Posterior a una incubacién por 30 rhinutos a temperatura de
laboratoric, el titulo de unidades hemoaglutinantes (UH) fue leido como el reciproco de la
maxima dilucién mostrando completa hemoaglutinacién (Blackall et al., 1990a).

2.9. Eliminacién de hemoaglutininas inespecificas de los antisueros

Todos los antisueros fueron adsorbidos con una suspensién al 10% de eritrocitos
fijados con qutaraldehldo Se mezclaron volimenes iguales de la suspension de.
eritrocitos y antisueros obteniendo una dilucién 1:2. Posteriormente se mantuvieron
durante 2 h a temperatura de laboratorio y durante 12 h a 4° C. La mezcla fue
centrifugada y e! antisuero sobrenadante conservado en congelacién a —20° C (Blackall et
al., 1990a).
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2.10. Absorcion de antisueros

Los antisueros de las cepas de referencia de H. paragallinarum fueron diluidos
1:40 en PBS con 0.01% (peso/vol) de albumina sériéa bovina y 0.001% {peso/vol) de
gelatina bacteriologica. La hemoaglutinina empleada es ajustada a 64 UH, y el volumen
fue cinco veces el del suero a absorber. La hemoaglutinina ajustada es centrifugada y
eliminado el sobrenadante. El paquete bacteriano de hemoaglutinina fue resuspendido en
el antisuero a absorber. La suspension fue mantenida a temperatura de laboratorio por 2
h, y posteriormente, a 4° C durante 12 h. La suspension fue centrifugada y el
sobrenadante (antisuero absorbido) conservado en congelacién. Dependiendo del
antisuero, una serie¢ de absorciones fueron necesarias para reducir las respuestas
cruzadas, de acuerdo a lo reportado (Eaves et al., 1989):

Hemoaglutinina

Antisuero 12 absorcién 22 absorcidn 3?2 absorcién
A-1(221) 2403 2403 -
A-2 (2403) 221 E3C -
A-3 (E-3C) 221 - -
A-4 (HP14) E3C E3C E3C
B-1 (2671) - - -
C-1 (H-18) Modesto - -
C-2 (Modesto) H-18 " H-18 -
C-3 (SA-3) - - -
C-4 (HP60) H-18 Modesto -

2.11. Asignacién de hemoaglutininas de los aislamientos a los serogrupos de Kume

Cada antisuero sin absorber fue diluido 1:40 en PBS con 0.01% ({peso/vol) de
albumina sérica bovina y 0.001% (peso/vol) de gelatina bacteriolégica. Posteriormente, se
realizaron diluciones dobles seriadas de 50 ul de cada antisuero en PBS, en microplacas

de fondo redondeado, de acuerdo al nimero de antigenos a serotipiﬁéar. Cada fila o



columna fue identificada con su correspondiente antisuero, y se incluyeron dos filas o
columnas para el control de antigenc y eritrocitos fijados. Se adicionaron a todos los
pozos S50 pl de la hemoagiutinina a probar, previamente ajustada a 4 UH. Posterior a un
_periodo de incubacién de 10 minutos, se adicionaron 100 w de una suspensién al 0.75%
de eritrocitos fijados con glutaraldehido, y se mantuvieron las microplacas a temperatura |
‘de faboratorio por 20 minutos. Los titulos de anticuerpos inhibidores de la
hemoaglutinacién (IH) fueron leidos como la maxima dilucidén mostrando completa iH
(formacidn de un botén de eritrocitos sedimentados en el pozo). La asignacién de la
hemoaglutinina a su correépondiente serogrupo, fue realizada considerando el titulo mas
alto de anticuerpos IH mostrado en las columnas o filas de los antisueros pertenecientes a
los serogrupos A, B o C (Blackall ef a/., 1990a).

2.12. Asignacién de hemoaglutininas de los aislamientos a los serovares de Kume

" Para la asignacion de las hemoaglutininas de los aislamientos a los
correspondientes serovares de Kume, se realizé el procedimiento anterior. (2.11.
Asignacion de hemoaglutininas a los serogrupos de Kume) con los antisueros
absorbidos (Blackall et al., 1990a). ' '

La asignacion de la hemoaglutinina de un aislamiento a su correspondiente

serovar, fue realizada considerando el titulo mas alto de anticuerpds IH mostrado en las
columnas o filas del antisuero absorbido (Blackall et a/., 1990a).
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3. RESULTADOS
3.1. Actividad hemoaglutinante de las hemoaglutininas

Todas las hemoaglutininas de las cepas de referencia y aislamientos de H.
paragallinarum mostraron actividad hemoaglutinante posterior al tratamiento quimico
(KSCN-NaCl) y fisico (sonicacion). Ninguna de las hemoagiutininas mostré actividad
hemoaglutinante previo a los tratamientos quimico y fisico.

Los titulos obtenidos posteriores al tratamiento guimico y fisico de las cepas de
referencia y aislamientos de H. paragallinarum se encontraron entre 16 y 64 UH.

3.2. Asignacion de hemoaglutininas de los aislamientos a los serogrupos de Kume

Entre los aislamientos de H. paragallinarum estudiados, se identificaron los
serogrupos A (18 aislamientos), B (4 aislamientos) y C (14 aislamientos). Los 6
aislamientos restantes no pudieron ser clasificados en ningun serogrupo de Kume
{Cuadros 1y 2).

3.3. Asignacién de hemoaglutininas de los aislamientos a los serovares de Kume

Entre los aislamientds de H. paragallinarum estudiados pertenecientes al
serogrupo A, 11 aislamientos pertenecieron al serovar A-1 y 7 aislamientos al serovar A-2.
En el serovar B-1 se reconocieron 4 aislamientos. Los 14 aislamientos agrupados en el
serogrupo C pertenecieron al serovar C-2.

No se identificaron aislamientos pertenecientes a los serovares A-3, A-4, C-1, C-3
y C-4,

Los aislamientos de H. paragallinarum pertenecientes al serovar A-1 (11)
representaron el 26.2% del total de aislamientos estudiados. Los aislamientos serovar A-2
(7) representaron el 16.6%, mientras que los aislamientos serovar B-1 (4) y C-2 (14)
rebresentaron el 9.5% y 33.3% respectivamente. |



Los 6 aislamientos que no pudieron ser clasificados en algin serovar
representaron el 14.2% de los aislamientos estudiados.

3.4. Frecuencia de los diferentes serovares de H. paragallinarum en el esquema de
Kume procedentes de varios estados de la Republica Mexicana

La frecuencia de los diferentes serovares de H. paragalflinarum se muestra en el
siguiente cuadro (Cuadro 1):

Serovar de Kume

Estado A-1 A-2 B-1 C-2 NS
Jalisco 2 2 1 4

México 3 3 ' 2
Michoacan 2 '

Morelos 8 8 4
Puebla 2 2

Sonora 1 -

Total 11 7 4 14 6

NS, no serctipificables.




Cuadro 2. Procedencia, origen aviar, serogrupo y serovar de los aislamientos de
Haemophilus paragalfinarum estudiados, obtenidos de casos clinicos de coriza infecciosa
oremitidos al CLEASA,FMV.Z UAEM.

No. de Nombre del | Origen | Procedencia | Serogrupo | Serovar de

Aislamiento | Aislamiento Aviar (Estado) de Kume Kume
1 PFR-1 P Jalisco A A-1
2 PFR-2 P Jalisco A A-1
3 PFR-3 PE México A A-1
4 PFR-4 PE México A A-1
5 PFR-5 PE México A A-1
6 PFR-6 RP Morelos A A-1
7 PFR-7 RP Morelos A A-1
8 PFR-8 RP Morelos A A-1
9 PFR-8 RP Morelos A A-1

10 PFR-10 RP Moarelos A A-1
11 PFR-11 RP Morelos A A-1
12 PFR-12 P Jalisco A A-2
13 PFR-13 P Jalisco A A-2
14 PFR-14 PE Meéxico A A-2
15 PFR-15 PE México A A2
16 PFR-16 PE México A A-2
17 PFR-17 PE Michoacan A A-2
18 PFR-18 PE Michoacan A A-2
19 PFR-19 P Jalisco B B-1
20 PFR-20 RP Puebla B B-1
21 PFR-21 P Puebla B B-1
22 PFR-22 P Sonora B B-1
23 PFR-23 RP Puebla C C-2
24 PFR-24 RP Puebla C C-2
25 PFR-25 P Jalisco C C-2
26 PFR-26 P Jalisco C C-2
27 .PFR-27 P -Jalisco C Cc-2
28 PFR-28 P Jalisco C C-2
29 PFR-29 RS Morelos C Cc-2
30 PFR-30 RS Morelos C Cc-2
31 PFR-31 PE Morelos C C-2
32 PFR-32 PE Morelos C C-2
33 PFR-33 RP Morelos C C-2
34 PFR-34 RP - Morelos C C-2
35 PFR-35 RP Morelos C C-2
38 PFR-38 RP Morelos C C-2
37 PFR-37 PE México NS NS
38 PFR-38 PE México NS NS
3 PFR-39 PE Morelos NS NS
40 PFR-40 RP Morelos NS NS
41 PFR-41 RP Morelos NS "~ NS
42 PFR-42 RP Morelos NS NS

P, gallina de postura; RP, reproductores pesados; RS, reproductores semipesados;
PE, pollo de engorda. NS, no serotipificable.
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4. DISCUSION Y CONCLUSIONES
4.1. Discusion

Un estudio previo de clasificacion serologica de aislamientos de H. paragallinarum
de la Republica Mexicana identificé los serovares A, B y C del esquema de Page entre 40 ‘
_aislamientos estudiados (Fernandez et al., 2000a). Los resultados .del anterior estudio
mostraron la prevalencia del serovar A en 21 aislamientos, del serovar B en §
aislamientos y del serovar C en 14 aislamientos, lo cual significé una frecuencia del
52.5%, 12.5% y 35%, respectivamente. En el presente trabajo, se identificaron los tres
serogrupos (A, B y C) del esquema de Kume, con las siguientes frecuencias: 11
aislamientos (26.2%) fueron serovar A-1; 7 aislamientos (16.6%) serovar A-2; 5.
aislamientos (9.5%) serovar B-1 y 14 aislamientos (33.3%) serovar C-2. De los 42
aislamientos, 6 (14.2%) no pudieron ser clasificados. De los 21 aislamientos previamente
identificados como serovar A de Page, 18 fueron clasificados en gl serogrupo A de Kume,
mientras que 3 aislamientos previamente identificados como serovar A de Page, no
pudieron ser clasificados en el esquema de Kume. De la misma forma, de los 5
aislamientos previamente identiﬁcados como serovar B de Page, 1 no pudo ser clasificado
en el esquema de Kume. Dos aislamientos obtenidos recientemente (1999) no pudieron
ser clasificados en ningun serovar del esquema de Kume. Los resultados obtenidos
muestran una estrecha relacién entre la frecuencia de los serovares de los esqtjemas de
Page y Kume. No obstante, en el estudio anterior, se emplearon las cepas de referencia
0083 (serovar A de ‘Page), 0222 (serovar B) y Modesto (serovar C), las cuales se
corresponden con los serovares A-1, B-1 y C-2 del esquema de Kume, respectivamente.
Estos resultados sugieren que el empleo de un tipo de hemoaglutinina de cierto serovar
pﬁede ser determinante en la clasificacién de aislamientos en los correspondientes
éerovares. En este sentido, el esquema de Kume a diferencia ‘del esquema de Page,
permite una clasificacién antigénica mas detallada de los aislamientos estudiados
(Blackall, 1999). - ‘ ‘

En un estudio similar mediante la utilizacién de la metodologia para la clasificacion

‘de aislamientos en el esquema de Kume, Blackall et al. (1990) ‘informaron que un
aislamiento no pudo ser clasificado debido a la falta de actividad hemoaglutinante. En el
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presente trabajo, todos‘ los aislamientos mostraron actividad hemoaglutinante. Sin
embargo, 6 aislamientes no pudieron ser clasificados en ninguno de los serovares de
Kume. Blackall et al. (1990) sugieren que puede deberse a fallas en la remocién de
inhibidores en la superficie bacteriana o a la ausencia de una hemoaglutinina. Estudios
previos de caracterizacion bioqqimica y fenotipica confirmaron que todos los aislamientos
incluidos en el .presente trabajo son H. paragallinarum, por lo que los-aislamientos que no
pudieron ser clasificados puedan representar nuevas hemoaglutininas no identificadas por
los antisueros producidos para los nueve serovares de referencia actualmente
reconocidos. Estudios antigénicos detallados de estos aislamientos seran desarrollados
en trabajos de investigacion futuros.

En el presente trabajo, los resuitados de serotipificacion de aislamientos en el
esquema de Kume coinciden con los serovares identificados en aislamientos de H.
paragallinarum de Alemania: A-1, A-2, B-1 y C-2 (Kume ef al., 1983b; Eaves ef al., 1989).
Estos resultados sugieren una coincidencia mas que una relacion entre los serovares
identificados, debido a diferencias geograficas. Sin embargo, se han identificado los -
serovares A-1, B-1 y C-2 en aislamientos de Estados Unidos de América (Kume et al.,
1983b; Eaves et al., 1989). A parte de los trabajos de Kume et al. (1983b), Eaves et al.
(1989) y Blackall et al. (1990a), a la fecha no se ha informado de la serotipificacion de
aislamientos de H. paragallinarum bajo el esquema de Kume. Blackall (1999) menciona
que puede deberse a que este es un sistema complejo que requiere de equipo y técnicas
especiales. En este sentido, el presente trabajo de investigacion es el tnico en su tipo,
tanto en la Republica Mexicana como recientemente al nivel mundial.

En nuestro pais, generalmente para [a produccién de bacterinas de H.
paragallinarurn, se emplean las cepas de referencia 221 (A-1), 0083 '(A-1), 0222 (B-1),
Spross (serovar B), H-18 (C-1) y Modesto (C-2), principalmente en las combinaciones 221
(A-1) y H-18 (C-1), 6 0083 (A;1), 0222 (B-1) y Modesto {C-2) (Jacobs et al., 1992). Con
base en la identificacién de los serovares A-1, A-2, B-1 y C-2 en aislamientos de esta
bacteria procedentes de varios estados de la Republica Mexicana, los brotes de Cl en
parvadas inmunizadas contra esta enfermedad, pudieran’ ser ocasionados por
aislamientos antigénicamen;e diferentes a los contenidos en estos productos biolégicos.
De tal forma que parvadas inmunizadas con bacterinas bivalentes que contengan cepas -
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de los serovares A-1y C-2, podrian presentar brote de Cl con aislamientos de campo de

-los serovares A-2 6 B-1. Asimismo, parvadas inmunizadas con bacterinas trivalentes que
contengan cepas de los serovares A-1, B-1 y C-2, podrian presentar brote de Cl con
aislamientos de campo del serovar A-2. Aves inmunizadas con una bacterina trivalente
podrian presentar la enfermedad causada por una cepa A-2, ya que se ha sugerido que
existe cierta proteccién cruzada dentro de un mismo serogrupo de Kume y que no existe
proteccién cruzada entre diferentes serogrupos o serovares de Kume (Blackall, 1991;
Blackali, 1995, Blackall y Reid, 1987; Kume et al., 1980c). Blackall (1999) menciona que
son necesarios estudios que determinen el nive! de proteccion cruzada entre los
serogrupos y serovares de Kume.

. Como lo sefialan Terzolo et al. (1993) y Blackali et al. (1994), con base en las
diferencias antigénicas observadas entre los aislamientos estudiados- y cepas de
referencia, las cuales podrian significar diferencias inmunogénicas, los productos
biolégicos contra la Cl empleados en un determinado pals, deberian incluir cepas
autéctonas de los tres serovares de Page, necesarios para conferir proteccion cruzada
contra todos los pos;ibles serovares presentes en dicho pais. En este sentido, y a faita de
‘estudios de proteccién cruzada entre los serovares de Kume, en nuestro pais seria
necesaria la utilizacién de bacterinas que contengan cepas de los serovares A-1, A-2, B-1
y C-2.

Yamaguchi et al. (1993) informaron que una cepa mutante de H. paragallinarum
serovar C carente de la hemoaglutinina especifica de este'serovar, no mostré actividad
hemoaglutinante y no fue patégena ni inmunogéhica en pollos inmunizados y desafiados,
a diferencia de la cepa isogénica de la cual procedia. Recientemente, Fernandez et al.
(1996), bajo la consideracién de que la adherencia bacteriana es el primer paso en el
proceso de infeccion de las mucosas, realizaron pruebas de adherencia .in vitro de H.
paragallinarum a células epiteliales traqueales de pollo. Los autores concluyeron que las
hemoaglutininas de esta bacteria son los principales mecanismos de patogenicidad.
Asimismo, informaron que la adherencia bacteriana fue neutralizada por anticuerpos
inhibidores de la hemoaglutinacion obtenidos a partir de suero y de lavados traqueales de
aves inmunizadas, concluyendo que estos anticuerpos inhibidores de la hemoaglutinacion
conferidos por inmunégenos, son importantes en la proteccién contra la infeccién por H.
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paragallinarum (Femandez et al, 2000b). Lo anterior sugiere que bacterinas que
contengan los serovares A-1, A-2, B-1 y C-2 son necesarias para conferir mejor
proteccion contra la Cl en parvadas inmunizadas.

En el presente estudio, con base en la frecuencia de los serovares de Kume en los
aislamientos procedentes de varios estados de la Republica Mexicana, se puede observar
una relacion aparente entre los serovares y el oriéen geografico de los mismos, v. gr.: de
14 aislamientos estudiados procedentes del estado de Morelos, 6 pertenecen al serovar
A-1 y 8 al serovar C-2, no identificandose los serovares A-2 6 B-1. Sin embargo, no se
puede inferir en este sentido debido a la desproporcién en el nimero de aislamientos
estudiados. No obstante, los resultados obtenidos pueden servir como base para estudios
espizootiolégicos futuros bajo el esquema de serotipificacién de Kume.

4.2. Conclusiones
Por lo anterior, podemos concluir lo siguiente:

Los serogrupos A, B y C, asi como los serovares A-1, A-2, B-1 y C-2 del esquema
de Kume se encuentran presentes en aislamientos de H. paragallinarum procedentes de
varios estados de la Republica Mexicana.

Los brotes de Cl observados en parvadas inmunizadas de forma bivalente o
trivalente contra esta enfermedad, pueden ser ocasionados por aislamientos de H.
paragallinarum de los serovares B-1 &6 A-2, respectivamente.

Los aislamientos que nc pudieron ser clasificados dentro de un serovar pueden
representar nuevos serovares. Sin embargo, estudios antigénicos e inmunolégicos son
necesarios para determinar su papel en los brotes de Cl en parvadas inmunizadas.

Con base en la identificacién de los serovares A-1, A-2, B-1 y C-2 en el presente

estudio, bacterinas que incluyan estos serovares podrian brindar mayor protédcién contra-
brotes de Cl en parvadas susceptibles.
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