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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 serolégicamente en nueve serovariedades (A-1, A-2, A-
3, A4, B-1, C-1, C-2, C-3 y C-4) distribuidas en 3 serogrupos (A, B y C). La
distribucion de estas serovariedades en el mundo es muy diversa. En México,
hasta el afio 2002, se habian identificado aislamientos de las serovariedades A-1,
A-2, B-1 y C-2. Recientemente, en el afio 2011, se identificd la serovariedad C-1
de Av. paragallinarum en este pais. Todos los aislamientos obtenidos procedian
de parvadas inmunizadas contra coriza infecciosa. Con base en lo anterior, se
evaluéd la proteccion conferida por bacterinas comerciales frente a un aislamiento
de la serovariedad C-1. Se registraron diferencias significativas en la proteccion
conferida por las bacterinas evaluadas, de 25% a 83%, lo cual explicé en parte los
brotes observados en campo. Actualmente, la técnica para la tipificacion
serologica de aislamientos de Av. paragallinarum es la inhibicion de la
hemoaglutinacion (IH). PCR multiple En el presente trabajo se tipificaron 12 cepas
de referencia y 69 aislamientos de diferentes serovariedades provenientes de
Ecuador, México, Panama y Peru, serolégicamente y mediante una PCR mudltiple
(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 tipificacion de aislamientos de Awv.
paragallinarum. Adicionalmente, en el presente trabajo, se amplificaron y
secuenciaron los genes hagA y 16S rRNA de aislamientos de Av. paragallinarum
de diferentes serovariedades permitiendo establecer la relacion filogenética entre
aislamientos de Bolivia, Ecuador, México, Panama y Peru. El andlisis filogenético,

confirmd que algunos aislamientos de Av. paragallinarum de estos paises estan
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relacionados con cepas de referencia previamente informadas. Sin embargo, de
manera particular el analisis basado en el gen 16S rRNA permitié la identificacién
de un genogrupo de aislamientos del continente Americano. En conclusion, 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 evalucion frecuente de las
bacterinas disponibles en un pais para explicar los brotes. Es necesario el analisis
de mas aislamientos de otros paises del continente Americano para confirmar el

genogrupo identificado.

Palabras clave: Avibacterium paragallinarum, coriza infecciosa,

serovariedad C-1, proteccion, tipificacion.



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



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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l. INTRODUCCION
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Avibacterium paragallinarum es el agente etioldgico de la coriza infecciosa,
una enfermedad del tracto respiratorio superior de pollos y gallinas (Gallus gallus).
La enfermedad se caracteriza por producir descarga nasal, inflamacion facial y
estornudos, lo que ocasiona pérdidas en la produccion avicola (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
distribucion 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 afio 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
bacterinizacion 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) (Fernandez et al.,
2005). La eficacia de las bacterinas contra coriza infecciosa se evalia mediante la
infeccion experimental de parvadas inmunizadas y la evaluacion de la proteccién
conferida. En el presente trabajo, se evalué la proteccion conferida por bacterinas
trivalentes comerciales frente a un aislamiento de la serovariedad C-1 de Av.
paragallinarum. Una proteccion al menos del 70% conferida por una bacterina
contra la coriza infecciosa y al desafio homologo, no es diferente estadisticamente

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

La asignacién 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 aglutinacion en placa que reconoce 3
serovariedades (A, B y C) (Page, 1962). Posteriormente, se desarrollo otro
esquema de serotipificacion 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,
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C-2, C-3 y C-4. La tipificacion por ambos esquemas es complicada y requiere la
produccion de antigenos y antisueros especificos para las cepas de referencia de
cada una de las serovariedades (Sakamoto et al., 2012). Recientemente, se
propuso una PCR multiple para la tipificacién, la cual permite el reconocimiento de
los serogrupos A, By C. En el presente estudio, se empled esta PCR-multiple para

la tipificacion de aislamientos de diferentes paises de América.

Asimismo, la genotipificacion permite establecer la diversidad genética y
relacion filogenética entre microorganismos. Para el caso de Av. paragallinarum, el
gen hagA que codifica para la hemoaglutinina de la bacteria y el gen 16S rRNA
han sido utilizados para establecer la relacion filogenética de aislamientos de la
serovariedad C-1 provenientes de México y Ecuador (Garcia-Sanchez et al.,
2014). En el presente trabajo, se analizaron las secuencias de los genes hagA y
16S rRNA de 11 cepas de referencia y 48 aislamientos provenientes de Bolivia (2
aislamientos), Ecuador (19 aislamientos), México (9 aislamientos), Panaméa (2

aislamientos) y Pera (16 aislamientos).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la proteccion conferida por bacterinas
comerciales frente a un aislamiento de la serovariedad C-1. Asimismo, la
tipificacion de aislamientos por la técnica de PCR multiple y establecer la relacion
filogenética basada en los genes hagA 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, inflamacion facial y
estornudos. Las pérdidas que ocasiona en la avicultura se deben a la disminucién
en la produccion de huevo (10% a 40%), retraso en el crecimiento, pérdida de
peso y predisposicion a enfermedad respiratoria cronica complicada (Blackall y
Soriano, 2013).

Clasificacion serolégica

Existen dos esquemas relacionados para la serotipificacion de Awv.
paragallinarum basados en la hemoaglutinina de la bacteria. El esquema de Page,
originalmente desarrollado en la prueba de aglutinacion en placa con tres
serovariedades: A, By C (Page, 1962). El esquema de Kume basado en la prueba
de inhibicion de la hemoaglutinacion (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, By C (Blackall et
al., 1990).

La distribucion de las serovariedades en el mundo es muy diversa. En
América, se han identificado aislamientos de la serovariedad B-1 en Panama
(Calderon et al., 2010). Posteriormente, en Ecuador, las serovariedades A-3, B-1y
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,
demostré6 que aislamientos mutantes carentes de hemoaglutinina no son

patogénicos, ni inmunogénicos (Yamaguchi et al., 1993). Por lo tanto, la
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serotipificacion 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 proteccion cruzada entre
aislamientos pertenecientes al mismo serogrupo confirmando asi que los tres
serogrupos, representan 3 distintos inmunovares, sugiriendo que la identificacion
de serovariedades presentes en ciertas areas y la proteccion conferida por ciertas

cepas, es importante para la seleccion de cepas vacunales.

Evaluacion de la proteccién.

La inmunizacién de parvadas susceptibles empleando bacterinas de Av.
paragallinarum es la mejor estrategia para la prevencion de la coriza infecciosa.
Como ya se mencion0 previamente, la hemoaglutinina es el principal componente
relacionado con la inmunogenicidad y por lo tanto en la proteccion de Av.

paragallinarum (Yamaguchi et al., 1993).

La disponibilidad de bacterinas en el mercado esta basada en las
serovariedades existentes en ciertas zonas geograficas. 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 (Fernandez et al., 2005;
Jacobs et al., 1992).

La determinacion de anticuerpos y la determinacion de la proteccion
mediante una prueba de desafio en aves son los métodos mas usados para la
evaluacion de la eficacia de bacterinas de Av. paragallinarum (Garcia et al. 2008;
Chukiatsiri et al., 2009). Los anticuerpos IH estan estrechamente relacionados con

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

La prueba de desafio en aves utilizada para la evaluacién de la proteccion,
consiste en la inmunizacion de aves susceptibles a Av. paragallinarum vy

posteriormente la inoculacion con un cultivo vivo de Av. paragallinarum, incluyendo
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aves inmunizadas y aves sin inmunizacion (grupo control). Las aves se evallan
durante 7 dias y posteriormente se realiza el cultivo a partir del seno infraorbitario.
Un ave es considerada protegida si no presento signos clinicos durante el periodo
de evaluacion y es negativa al cultivo bacteriolégico de Av. paragallinarum
(Soriano et al., 2004). Una proteccién al menos del 70% conferida por una
bacterina contra la coriza infecciosa y al desafio homologo, no es diferente
estadisticamente a una proteccion de 80% a 100% (Fernandez et al., 2005;
Soriano et al., 2004).

El nivel de anticuerpos inhibidores de la hemoaglutinacién, esta
estrechamente relacionado con los niveles de proteccion observados (Takagi et
al., 1991). Sin embargo, Garcia et al. (2008), no detectaron titulos de anticuerpos
IH en aves bacterinizadas en una sola ocasion, y al ser desafiadas se observo al
menos un 70% de proteccion al desafio, sugiriendo que la prueba de desafio en
aves inmunizadas, es la técnica mas adecuada para la evaluacion de bacterinas

de coriza infecciosa.

Tipificacién por PCR multiple

Como ya se menciond previamente, la serotipificacion de aislamientos
mediante la técnica de IH de Av. paragallinarum es importante para conocer las
serovariedades presentes en ciertas zonas geogréaficas. Sin embargo, la técnica
de IH, requiere de la disponibilidad de los 9 antigenos y antisueros de referencia,
asi 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 mudltiple para la identificacion de los serogrupos de Av.

paragallinarum.

Para el desarrollo de esta PCR multiple , Noro et al. (2007) y Noro et al.
(2008), reportaron los genes que codifican para la hemoaglutinina de Awv.
paragallinarum. La proteina (de 210 kDa) tiene propiedades hemoaglutinantes,

induce anticuerpos IH y confiere protecciéon 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) disefiaron una PCR-multiple
que permite la tipificacion de aislamientos de Av. paragallinarum. El disefio de la
PCR multiple, se basé en el gen HMTp210 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 mudltiple
fue evaluada con cepas de referencia de las 9 serovariedades reportadas y

aislamientos de América.

Filogenia.

Los analisis 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 genotipicamente mediante el gen 16S rRNA (Blackall et al., 2005).
Christensen et al. (2004) al realizar andlisis filogenéticos comparativos entre genes
housekeeping y el gen 16S rRNA, sugieren que los analisis 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 andlisis filogenéticos. Acorde
a lo anterior, Blackall et al. (2011), identifican mediante la secuenciacion del gen
16S rRNA dos aislamientos con requerimientos especiales de NAD como Av.
paragallinarum, asimismo, el andlisis filogenético de estas secuencias, permitid
establecer la relacion genética entre estos aislamientos con secuencias del gen
16S rRNA correspondientes a cepas de referencia de Av. paragallinarum (Blackall
etal., 2011).

Hobb et al. (2002), identificaron una secuencia de un gen que codifica para el
antigeno de una hemoaglutinina (hagA) de 1,026 pares de bases (pb) la cual
codifica para una proteina de 39 kDa (HagA), que como ya se menciono, es el

principal componente relacionado con la inmunogenicidad de Avibacterium
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paragallinarum, permitié establecer la relacion filogenética basada en el gen hagA
de cepas de referencia de Av. paragallinarum (Hobb et al., 2002). Garcia-Sanchez
et al. (2014), realizaron la genotipificacion mediante ERIC-PCR y el andlisis
filogenético basado en los genes 16S rRNA y hagA de aislamientos de Av.
paragallinarum de la serovariedad C-1 de México y Ecuador, concluyendo que

pudieran tener una relacion clonal.
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ll. JUSTIFICACION

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 proteccion conferida por bacterinas
comerciales frente aislamientos de esta serovariedad, a fin de explicar dichos
brotes. Asimismo, el uso de nuevas metodologias, como la PCR-multiple para la
identificacion de los serogrupos A, B y C, parece una alternativa atractiva, para la
tipificacion frecuente y masiva de aislamientos. Adicionalmente, el analisis
filogenético de aislamientos de América es importante, para la identificacion de
aislamientos relacionados y de esta manera coadyuvar en el disefio estrategias de

prevencion y control de la coriza infecciosa en América.
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IV. HIPOTESIS

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 proteccion al
desafio con un aislamiento de la serovariedad C-1 de México.

Con base en la prevalencia de los serogrupos A, By C de Av. paragallinarum
en América, y particularmente de las serovariedades A-1, A-2, A-3, B-1, C-1y C-2,
los aislamientos tipificados serolégicamente recientemente en Ameérica,
pertenezcan a alguna de estas serovariedades mediante la técnica de PCR

multiple.

Hasta el momento se conoce que aislamientos de Av. paragallinarum de la
serovariedad C-1 de México y Ecuador tienen una estrecha relacion 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

gue mas aislamientos de América sean incluidos en este genogrupo Americano.
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V. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la proteccion conferida por bacterinas comerciales frente a un aislamiento
de la serovariedad C-1, tipificar por PCR mudltiple y establecer la relacion
filogenética de aislamientos de Av. paragallinarum de diferentes origenes y

serovariedades.

Objetivos Especificos

1. Evaluar la proteccion conferida por cuatro bacterinas comerciales en aves
SPF (del inglés: Specific Pathogen Free) mediante una prueba de desafio
controlado frente al aislamiento ESV-135 de la serovariedad C-1 de Awv.

paragallinarum.

2. Tipificar cepas de referencia correspondientes a las 9 serovariedades y
aislamientos provenientes de Ecuador, México, Panama y Peru de las
serovariedades A-1, A-3, B-1, C-1 y C-2, mediante la técnica de PCR

multiple previamente reportada.

3. Establecer la relacion filogenética basada en los genes hagA y 16S rRNA
de aislamientos de Av. paragallinarum provenientes de Bolivia, Ecuador,

México, Panama y Pera.
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VI. MATERIAL Y METODOS
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1. Proteccion

Aislamiento de desafio. El aislamiento ESV-135 de Av. paragallinarum de la
seroveriedad C-1, fue utilizado para evaluar la proteccion conferida por bacterinas
comerciales. El aislamiento fue obtenido del estado de Jalisco en el afio 2008. La
bacteria fue cultivada en embrién de pollo libre de patdgenos especificos (ALPES,
Tehuacéan, Puebla, México) de 6 dias de edad al cual se le determiné el titulo en
UFC’s/ml (Unidades Formadoras de Colonias/mililitro).

Aves. Se utilizaron un total de 98 aves SPF de 6 semanas de edad libres de
patégenos especificos (ALPES, Tehuacan, Puebla, México) con agua y alimento a
libre acceso.

Grupos experimentales e inmunizacion. Las aves se dividieron en 5
grupos: un grupo 18 aves: Grupo |; y tres grupos de 20 aves: Grupo II, Grupo Ill'y
Grupo 1V, fueron inmunizados con bacterinas trivalentes (serogrupos A, B y C)
comerciales a las semanas 6 y 9 de edad via subcutanea con 0.5 ml de acuerdo a
las instrucciones de los fabricantes. Adicionalmente, se incluy6é un grupo control de
20 aves sin inmunizacion.

Serologia. Se tomaron muestras sanguineas para pruebas seroldgicas, 3
dias antes de la primera vacunacion y 3 dias previos al desafio. Se examiné el
suero de al menos 17 aves de cada grupo para la determinacién de anticuerpos
inhibidores de la hemoaglutinacion frente a hemoaglutininas de las cepas de
referencia H-18 (serovariedad C-1) y Modesto (serovariedad C-2), adicionalmente,
se incluyo la hemoaglutinina del aislamiento de desafio ESV-135 (serovariedad C-
1) segun el procedimiento reportado (Soriano et al., 2004). Brevemente, se
realizaron diluciones dobles seriadas de los sueros, posteriormente se adicionaron
50 ul de cada hemoaglutinina ajustada a 4 UH y se adicionaron 100 pl de
eritrocitos de pollo al 0.75% fijados con glutaraldehido. El titulo IH fue expresado
como el reciproco de la maxima dilucién en la cual se observa completa inhibicion
de la Hemoaglutinacién. Para el analisis de los datos, los titulos 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.

Desafio. Tres semanas posteriores a la segunda inmunizacion, el desafio fue
realizado inoculando a cada uno de los pollos por instilacién nasal con 0.2 ml del
cultivo en embrion de pollo (ALPES, Tehuacan, Puebla, México) de Awv.
paragallinarum. La evaluacion de las aves se llevé a cabo del dia 1 al dia 7
posteriores a la inoculacion mediante una escala de signos asignada de la
siguiente manera: 0, ausencia de signos; 1, exudado nasal o inflamacion facial; 2,
exudado nasal e inflamacion facial moderada; 3, exudado nasal e inflamacion
facial severa; 4, exudado nasal e inflamacién facial severa con conjuntivitis o
inflamacion de barbillas (Soriano et al., 2004). La eutanasia de los pollos se realiz6
al dia 7 de evaluacion y se tomaron muestras bacteriolégicas a partir de seno
infraorbitario, el cultivo se realizd en agar sangre adicionado con 10% de sangre
de ovino y se sembro una estria de Staphylococcus aureus como colonia nodriza y
a las 24 horas de incubacion a 37°C se registr6 el aislamiento de Awv.
paragallinarum de los pollos. Un pollo fue considerado como protegido si no
presenté signos clinicos durante el tiempo de evaluaciéon y fue negativo al
aislamiento de Av. paragallinarum al dia 7 posterior a la inoculacion (Soriano et al.,
2004).

Andlisis estadisticos. Los porcentajes de proteccidn se compararon por la
prueba de Ji-cuadrada (P<0.05) y los signos clinicos 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 nimero 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. Tipificacion por PCR multiple

Bacterias. Se incluyeron un total de 12 cepas de referencia de Auv.
paragallinarum: 9 de ellas representando a las 9 serovariedades del esquema de
tipificacion de Kume (Blackall et al., 1990); y 2, del esquema original de tipificacion
de Page (Page, 1962). Ademas, la cepa de referencia 11296™ NCTC (del inglés:
National Collection of Type Cultures); 12835"™ CCUG (del inglés: Culture Collection,
University of Géteborg, Suiza); 295457 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 Panama (Calderén et al., 2010). Cuatro aislamientos provenientes
de Perq, 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 estria
de Staphylococcus epidermidis como colonia nodriza. Adicionalmente, tubos con
caldo infusién cerebro corazén suplementados con 25 pg/ml de NADH

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

Extraccion de ADN y PCR. Brevemente, el ADN gendmico de cada una de
los cultivos de Av. paragallinarum fue extraido segun las indicaciones del
fabricante (DNeasy blood & tissue kit, Qiagen, Hilden, Alemania). Las pruebas de
PCR multiple , fueron realizadas segun el procedimiento previamente reportado
(Sakamoto et al., 2012). Las reacciones de PCR contenian un volumen de 25 ul:
2.5 yl de buffer 10x para PCR (Invitrogen, Sao Paulo. Brasil), 1.25 unidades de
Taqg DNA polimerasa (Invitrogen, Sao Paulo. Brasil), 0.2 mM de cada
desoxirribonucleétido trifosfatado (ANTP), 0.2 uM de cada iniciador: ABC forward
5-GGCTCACAGCTTTATGCAACGAA-3’; A reverse 5-
CGCGGGATTGTTGATTTTGTT-3"; B reverse 5-GGTGAATTTCACCACACCAC-
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3",y Creverse 5-TAATTTTCTTATTCCCAGCATCAATACCAT-3"; y 2 ul de cada
DNA extraido. Los ciclos de amplificacion constaron de una desnaturalizacion
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 extension 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 mudltiple de
todas las cepas de referencia y aislamientos de Av. paragallinarum del estudio,
fueron realizadas en el Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud
Animal-Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autbnoma
del Estado de México (CIESA-FMVZ-UAEMex) y el laboratorio de biologia
molecular de la empresa FARVET, SAC, en Per.

Interpretacion de los resultados y andlisis estadisticos. La interpretacion
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 muiltiple
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 tipificacion por PCR multiple fueron
comparados con los resultados de tipificacion 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 multiple.
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3. Filogenia.

Bacterias. La identificacion, origen y serovariedad de los aislamientos
analizados estan representados en el Cuadro 1. Todos los aislamientos, fueron
obtenidos a partir de brotes de coriza infecciosa de diferentes granjas.

Mantenimiento y propagacion de los aislamientos. Los aislamientos
fueron cultivados en embridon de pollo de 6 dias de edad (ALPES, Tehuacéan,
Puebla, México), posteriormente, almacenados en congelacion a -85°C hasta su
utilizacion. La recuperacion de los aislamientos se realizd6 en agar sangre
suplementado con 10% de sangre de ovino. Posteriormente, las bacterias fueron
inoculadas en caldo infusion cerebro corazén suplementado con 0.025% de NADH
y 1% de suero inactivado de caballo e incubadas durante 24 horas a 37°C.

Extraccion y amplificacion de ADN. La extraccion de ADN genoémico de los
aislamientos, fue realizada segun las indicaciones del fabricante (DNeasy blood &
tissue kit, Qiagen, Hilden, Alemania). La amplificacion de los genes hagA y 16S
rRNA, fue realizada con en un volumen de 100 pl con el kit de amplificacion
Platinum, Taq DNA Polimerasa de alta fidelidad (Platinum Taq DNA Polymerase
High Fidelity, Invitrogen, 11304-011. Sao Paolo, Brazil). Los iniciadores utilizados
para la amplificacion del gen hagA fueron los reportados previamente: ha8: 5-
AAGCTTTTATTTTAGATTTATTG-3 y hall: 5-
CGCACGGCATTGATATTGTG-3" (Hobb et al., 2002). Para la amplificacién 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)

Secuenciacion. Los productos de la amplificaciéon de los genes, fueron
visualizados en un gel de agarosa para verificar el tamafio del producto y la
concentracion 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 purificacion (QIAquick Purification Kit, Qiagen,
28104). Las muestras fueron enviadas para secuenciacion a Macrogen, Sedl,
Corea del Sur, para la secuenciacién por el método de secuenciacion de Sanger.

La secuenciacion se solicitd con los iniciadores previamente mencionados,
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adicionalmente, para el gen 16S rRNA, se solicito la secuenciacion con iniciadores
intermedios disefiados 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.

Andlisis filogenético. Las secuencias fueron analizadas con el programa
MEGA 5.2 (Tamura et al., 2011), un andlisis mediante la herramienta BLAST,
incluida en GenBank fue realizado con las secuencias analizadas (Altschul et al.,
1990. EIl andlisis filogenético fue realizado mediante la construccion de un
alineamiento multiple y realizando el analisis por el método de neighbor-joining
(Saitou y Nei, 1987) para el gen hagA (Garcia-Sanchez et al., 2014). Para el gen
16S rRNA, se realiz6 el andlisis por el método de méxima verosimilitud (Blackall et
al. 2005) usando el programa MEGA 5.2 (Tamura et al., 2011).
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Cuadro 1. Identificacion, origen, afio de aislamiento y serovariedad de los
aislamientos de Av. paragallinarum incluidos en el estudio.

Pais de Afio de

Identificaciéon . . . 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 Perl C-2 Morales-Erasto et al., 2014b
Lima 2 Peru C-2 Morales-Erasto et al., 2014b
Panama 1 Panaméa 2007 B-1 Caldero6n et al., 2010
Panama 2 Panama 2007 B-1 Caldero6n et al., 2010
Farper-030 Pera 2010 B-1 *
Farper-031 Peru 2010 B-1 *
Farper-033 Pera 2010 B-1 *
Farper-050 Pera 2011 C-1 *
Farper-051 Pera 2011 C-1 *
Farper-052 Pera 2011 C-1 *
Farper-060 Peru 2012 A-1 *
Farper-064 Peru 2011 B-1 *
Farper-065 Peru 2011 A-2 *
Farper-066 Peru 2011 NT *
Farper-086 Pera 2010 B-1 *
Farper-087 Pera 2010 C-1 *
Farper-088 Pera 2011 C-1 *
Farper-089 Pera 2011 C-1 *
Farper-034 Bolivia 2010 A-2 *
Farper-047 Bolivia 2011 C-2 *

* En el presente estudio
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VII. RESULTADOS
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1. Proteccion conferida por bacterinas de coriza infecciosa
frente a un aislamiento de Avibacterium paragallinarum

de la serovariedad C-1 emergente.
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SUMMARY. Infectious coryza is an upper respiratory disease of chickens caused by Avibacterium paragallinarum. Outbreaks of
infectious coryza caused by Av. paragallinarum serovar C-1 isolates in coryza-vaccinated flocks in Ecuador and Mexico have been
reported. In the current study, the protection conferred by four commercially available, trivalent infectious coryza vaccines in
chickens challenged with a serovar C-1 isolate from an apparent coryza vaccine failure in a layer flock in Mexico was evaluated.
Only one infectious coryza vaccine provided a good protection level (83%) in vaccinated chickens. These results might explain the
infectious coryza outbreaks in vaccinated flocks that have been observed in the field.

RESUMEN. Nota de Investigacion- Proteccién conferida por vacunas de coriza infecciosa contra la serovaridad emergente C-1
de Avibacterium paragallinarum.

La coriza infecciosa es una enfermedad del tracto respiratorio superior de los pollos causada por Avibacterium paragallinarum. Se
han reportado brotes de coriza infecciosa causada por A. paragallinarum serovar C-1 aislados de parvadas vacunadas contra coriza en
Ecuador y en México. En este estudio se evalud la proteccion conferida por cuatro, vacunas trivalentes disponibles comercialmente
contra la coriza infecciosa, en pollos desafiados con la serovariedad C-1 aislada de un brote aparentemente asociado con una falla
vacunal en aves ponedoras en México. S6lo una vacuna contra la coriza infecciosa proporcioné un buen nivel de proteccion (83%)
en los pollos vacunados. Estos resultados podrian explicar los brotes de coriza infecciosa en las aves vacunadas que han sido

observados en el campo.

Key words: Avibacterium paragallinarum, serovar C-1, vaccines, infectious coryza, poultry

Abbreviations: HI = hemagglutination-inhibition

Infectious coryza is an upper respiratory disease of chickens caused
by Avibacterium paragallinarum (2). A marked drop (40%) in egg
production in layer hens is the major effect of infectious coryza.
Vaccination with Av. paragallinarum is the main strategy to prevent
infectious coryza in susceptible chicken flocks (4).

To date, ninc hemagglutinin scrovars distributed into three
scrogroups are recognized: A-1 to A-4, B-1, and C-1 to C-4 (3).
Most of the commercial vaccines include Av. paragallinarum in
combination with serovars A-1, B-1, C-1, or C-2 (1,9). Recently, Av.
paragallinarum serovar C-1 has emerged in the Ecuadorian and
Mexican poultry production systems, including outbreaks in
infectious coryza-vaccinated flocks (5,8). Hence, the aim of the
current study was to evaluate the protection conferred by
commercially available infectious vaccines against an Av. paragalli-
narum serovar C-1 isolate obtained from an apparent coryza vaccine
failure in a layer flock in Mexico.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strain. Isolate ESV-135, serovar C-1 of Av. paragallinarum,
has been extensively characterized (7,8) and was used in the study. This

“Corresponding author. Present address: CIESA, FMVZ, UAEM,
Carretera Panamericana ‘Toluca-Atlacomulco km 15.5, "Toluca 50200,
México. E-mail: soriano@uaemex.mx

bacterium was isolated from infectious coryza-vaccinated layer hens in
Jalisco, Mexico, in 2008 (8).

Media. Brain—heart infusion broth and agar, both supplemented with
1% (weight/volume) sodium chloride, 0.0025% (weight/volume)
nicotinamide adenine dinucleotide, and 1% (volume/volume) filter-
sterilized, heat-inactivated horse serum, were used for propagation and
maintenance of bacterial cultures. Also, 10% sheep blood agar plates
with a feeder/nurse culture of Staphylococcus epidermidis were used (9).

Chickens. In total, ninety-eight 6-wk-old, specific-pathogen free
chickens (Aves Libres de Patogenos Especificos [ALPES]; Tehuacan,
Puebla, Mexico) were used in the study. All chickens were individually
identified, and antibiotic-free feed and water were provided ad libitum.

Vaccines and immunization protocol. Four commercially available,
trivalent (serogroups A, B, and C) infectious coryza vaccines were
included in the study. The vaccines were labeled T, 11, TIT, and TV. A
group of 18 chickens (vaccine I) and three groups of 20 chickens
(vaccines 11, 111, and IV) were inoculated subcutaneously with a 0.5 ml
dose per the manufacturer’s instructions. All chickens were vaccinated at
6 and 9 wk of age as previously reported (9). A further group of 20
chickens that were not vaccinated formed the control group.

Serology. All chickens were bled 3 days before the first vaccination
and 3 wk after the second vaccination. The sera of at least 17 chickens
were examined in hemagglutination-inhibition (HI) tests as previously
described (9). Two-fold dilutions from 1:2 to 1:1024 of each serum were
carried out. Hemagglutinins of the ESV-135 isolate and reference strains
H-18 (Kume serovar C-1) and Modesto (Kume serovar C-2) were used.
The serum HI antibody titers were expressed as the reciprocal of the
highest dilution of serum sample that showed complete inhibition of
the hemagglutinating activity. To remove any skewness in the data, the
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Table 1. Clinical sign scores, reisolation results, and protection levels against challenge with the isolate ESV-135 of Avibacterium paragallinarum
in chickens vaccinated with trivalent commercial vaccines used in the study.

Vaccine
Postchallenge day T 1T 11 v Control

1 0.0 0.0 0.4 0.6 0.7
2 0.0 0.2 0.4 0.9 1
3 0.1 0.3 0.5 0.9 1.6
4 0.0 0.4 0.6 1.3 1.6
5 0.0 0.3 0.4 1.0 1.6
6 0.0 0.5 0.5 1.3 j ]
7 0.0 0.6 0.3 0.9 1.0
Total mean = SD* 0.0 = 0.1a 0.3 = 0.7ab 0.4 = 0.9ab 1.0 = 0.9.bc 3 0.7¢
Number of chickens with reisolation 1 5 4 11 15
Protection (%)" 83a 65b 50b 25b 0b

AGroups with different lowercase letters in the same row are significantly different (P < 0.05).

serum HI antibody titers were transformed to base 10 logarithms as
previously reported (9).

Challenge. Three weeks after the second immunization, all chickens
were housed under isolated laboratory conditions, bled, and relocated
into the five treatment groups; four groups were vaccinated (each group
receiving one of the four vaccines), and the fifth group was unvaccinated
control chickens. The chickens were then challenged by nasal instillation
into the right nostril with 0.2 ml of an overnight broth culture of the A».
paragallinarum ESV-135 isolate containing approximately 5 X 10
colony forming units per milliliter, as reported previously (9). Clinical
signs of infectious coryza were recorded from 1 to 7 days postchallenge
as previously reported (10). Briefly, the presence and degree of any nasal
discharge and facial swelling in the challenged chickens were scored as
follows: 0, no signs; 1, nasal discharge or slight facial swelling; 2, nasal
discharge and severe facial swelling; and 4, nasal discharge, severe facial
swelling, and swelling of wattles (10). All chickens were then humanely
euthanatized, and both infraorbital sinuses were cultured onto blood
agar with a Staphylococcus epidermidis nurse colony. Protection against
infectious coryza was regarded as the absence of clinical signs of coryza
during 7 days of observation and a failure to reisolate Av. paragallinarum
9).

Statistics. The protection rates were compared by chi-square tests and
considered significant at a probability of 7 << 0.05 (9). The total clinical
signs score for each group for each day was calculated by dividing the
sum of the daily clinical signs score of all chickens within a group by the
total number of chickens in the group (10). Differences in the overall
mean clinical signs scores between challenged groups were analyzed by
one-way ANOVA, the means were compared by Bonferroni test for
ordinal variables, and differences were considered significant at a
probability of 2 << 0.05 (10).

RESULTS

All chickens (0% protection) in the control group showed typical
clinical signs of infectious coryza.
In the vaccinated chickens, the protection rates were 83%, 65%,

50%, and 25% for groups L, II, III, and IV, respectively (Table 1).

Only vaccine I provided significant protection (P < 0.05) against
challenge with isolate ESV-135.

In the vaccinated chickens, the mean clinical sign scores were 0.0,
0.3, 0.4, and 1.0 for groups I, II, III, and IV, respectively (Table 1).
Only vaccine I gave a significantly lower clinical signs score (P <
0.05) than the control group. Group IV and the unvaccinated
chickens group showed the highest clinical signs score.

All chickens showed no HI antibodies before the first vaccination.
The results of the serologic testing are presented in Table 2.
Reference strain H-18 hemagglutinin antigen gave the highest HI
titers in groups I and II and were significantly different (P < 0.05)
from groups III and IV. Reference strain Modesto hemagglutinin
antigen gave HI titers that were not significantly different among
groups I, II, 1II, and IV. Isolate ESV-135 hemagglutinin antigen
gave the highest HI titers only in group II and was significantdy
different (2 < 0.05) from groups I, 111, and IV. No HI titers were
detected in the unvaccinated group, and this group was significandy
different (P < 0.05) from all the vaccinated groups.

DISCUSSION

Outbreaks of infectious coryza produced by Av. paragallinarum
serovar C-1 isolates in vaccinated flocks from Ecuador and Mexico
have been reported (5,8). In the current study, differences in the
protection conferred by four commercially available infectious
coryza vaccines were observed.

In a study of cross-protection of the nine serovar reference strains
of Av. paragallinarum, differences between serovars C-1 and C-2
were reported (9). Chickens vaccinated with reference strain H-18
(serovar C-1) were protected in the homologous challenge, but a
significantly lower protection against Modesto (serovar C-2)
challenge was observed. In contrast, the Modesto (C-2) vaccine
gave the same level of protection for both the homologous challenge

and against the H-18 (C-1) challenge. In the current study, the

Table 2. Mean of hemagglutination-inhibition antibody titers in vaccinated chickens tested with hemagglutinins of reference strains (H-18 and
Modesto) and isolate ESV-135 of Avibacterium paragallinarum included in the study.

Hemagglutinin antigen

Mean (log 1) of HI antibody titers raised by vaccine® (No. of tested chickens)

of strain (serovar) 1(17) 11 (18) 1L (19) 1V (18) Control (18)
H-18 (C-1) 1.20a 1.44a 0.86b" 0.90b" 0.0c
Modesto (C-2) 1.49a 1.32a 1.27a 1.39a 0.0b
ESV-135 (C-1) 1.35ab 1.67a 1.06b 1.20b 0.0c

AGroups with different lowercase letters in the same row are significantly different (P < 0.05).
BMarked groups in the same columns are significantly different (P < 0.05).
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serovar C strains used in the vaccines evaluated are not known. It is
possible that the significantly higher protection associated with
vaccine I is due to the use of a serovar C-1 strain. However, for a
better understanding of infectious coryza outbreaks in vaccinated
chickens, the serovars of Av. paragallinarum included in a vaccine
may need to be shown on the label.

In terms of serology, depending of the hemagglutinin antigen
used, detectable HI titers were obtained, and differences in the HI
titers were observed (Table 2). Groups I and II, which showed
protection rates of 83% and 65%, showed the highest HI titers,
which were significantly different (P < 0.05) from HI titers detected
in groups IIT and IV (50% and 25% protection rates, respectively),
when the ESV-135 isolate hemagglutinin antigen was used. Similarly,
reference strain H-18 hemagglutinin antigen gave the highest HI titers
in groups I and II and were significantly different (P < 0.05) from
groups 11l and IV. In contrast, reference strain Modesto hemagglu-
tinin antigen gave HI titers that were not significantly different among
groups I, IL, ITI, and IV. An apparent relationship between the highest
HI titers and protection appears to exist. However, in infectious
coryza vaccination-challenge trials, the HI titers are not regarded as
definitive predictors of vaccine efficacy (6).

In conclusion, only one of four evaluated commercially available,
trivalent infectious coryza vaccines gave a good level of protection
against challenge with Mexican Av. paragallinarum serovar C-1.
These results might explain the infectious coryza outbreaks in
vaccinated flocks that have been observed in the field (8). Further
immunogenic studies of serovar C-1 Aw. paragallinarum isolates are

needed.
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An evaluation of serotyping of Avibacterium
paragallinarum by use of a multiplex
polymerase chain reaction

Vladimir Morales-Erasto, José de Jesus Posadas-Quintana, Manolo Fernindez-Diaz,
Luis E. Saravia, José Sim6n Martinez-Castaieda, Patrick J. Blackall, Edgardo Soriano-Vargas'

Abstract. In the present study, the ability of a recently proposed multiplex polymerase chain reaction (mPCR) to determine
the serogroups (A, B, and C) of Avibacterium paragallinarum was evaluated. A total of 12 reference strains and 69 field isolates
of Av. paragallinarum from Ecuador, Mexico, Panama, and 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 schemes
(Page and Kume) or were the formal reference strains for the schemes. Three of 6 (50%) reference strains of serogroup A, 2
(100%) of serogroup B, and 1 of 4 (25%) reference strains of serogroup C were correctly serotyped by the mPCR. With the
field isolates, the mPCR correctly recognized 16 of the 17 serogroup A isolates, 10 of the 12 serogroup B isolates, and 18 of the
37 serogroup C isolates. Overall, the specificity and sensitivity of the PCR test was as follows: 82.6% and 87.3% (serogroup
A), 85.7% and 71.9% (serogroup B), and 46.3% and 100% (serogroup C). The poor performance of the mPCR in terms of
recognition of serogroup C isolates (low sensitivity of 46.3%) and the relatively high level of uncertainty about the accuracy
of the serogroup A and B results (specificity of 87.3% and 71.9%, respectively) means that the assay cannot be recommended
as a replacement for conventional serotyping.

Key words: Avibacterium paragallinarum; infectious coryza; polymerase chain reaction; poultry; serotyping.

schemes are complicated and require the use of production of
hemagglutinating antigens, reference antisera, and the use of
chicken erythrocytes fixed with glutaraldehyde.*

The polymerase chain reaction (PCR) has become a
widely used laboratory tool for detection, identification, dif-
ferentiation, and typing of pathogenic microorganisms in
diagnosis of animal diseases. However, there is a need for

Avibacterium paragallinarum, a member of the family Pas-
teurellaceae, is the ctiological agent of infectious coryza,
which is an upper respiratory disease of chickens.' Economic
loss can be considerable due to reduction in egg production
(40%) and increased culling of growing chickens.*

Isolates of Av. paragallinarum are serotyped by using 2
related schemes. The Page scheme was originally developed

with the use of a slide agglutination test to recognize the 3
serovars, A, B, and C." It is now recommended to use a
hemagglutination inhibition (HI) test to serotype isolates by
the Page scheme.” The Kume scheme was based on HI tests
that recognized 7 serovars organized into 3 serogroups
termed L, IL, and [IL.'° In further studies, 2 new serovars were
recognized into serogroups T and T1.>Y Subsequently, it was
proposed to alter the Kume scheme nomenclature on the
basis of recognition that the 3 Kume serogroups corre-
sponded to the 3 Page serovars.” Thus, the 9 recognized
Kume serovars are termed A-1, A-2, A-3, A-4, B-1, C-1,
C-2, C-3, and C-4.° For the purpose of the current study, the
Page types are termed serogroups, in recognition that these
Page serogroups match the Kume serogroups. The proce-
dures to serotype Av. paragallinarum isolates by any of these

critical evaluation of any proposed methodology."* A PCR
for the identification and detection of Av. paragallinarum
has been reported™® and has been consistently shown to spe-
cifically recognize Av. paragallinarum." However, this
species-specific PCR does not identify serogroups and/or
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Table 1. Origin, Page serogroup, Kume serovar, and multiplex polymerase chain reaction (mPCR) results for the Avibacterium
paragallinarum strains and isolates included in the current study.*
Strain Origin Page serogroup Kume serovar mPCR serogroup
221 Japan A A-1 A
2403 Germany A A-2 B
E-3C Brazil A A-3 B
HP14 Australia A A-4 B
2671 Germany B B-1 B
H-18 Japan C C-1 B
Modesto USA C C-2 C
SA-3 South Africa ¢ C-3 B
HP60 Australia 6 C-4 NT
0083 USA A A-1 A
0222 USA B B-1 B
NCTC 11296 (CCUG 12835"; ATCC 29545) Germany A A-2 A
Field isolates

L-10 Ecuador A A-3 NT
L-02; L-11; L-16; L-20; L-22; L-24; L-29; L-42; L-45; Ecuador A A-3 A

L-51; L-53; L-54
L-01; L-21; L-33 Ecuador B B-1 B
L-38 Ecuador NT NT A
L-04; L-30 Ecuador B B-1 A
L-13 Ecuador B B-1 B
L-14 Ecuador B B-1 NT
L-12; L-43 Ecuador NT NT C
L-26; L-31 Ecuador C C-1 A
L-27 Ecuador C C-1 G
ESV-226; ESV-238; ESV-240; ESV-244 Mexico A A-1 A
ESV-86; ESV-131; ESV-184 Ecuador B B-1 B
ESV-87; ESV-129; ESV-130; ESV-135; ESV-182; Ecuador C C-1 B

ESV-218; ESV-231; ESV-326; ESV-328; ESV-330;

ESV-331; ESV-333; ESV-346
ESV-109; ESV-227; ESV334; ESV-338 Ecuador C C-1 A
ESV-241; ESV-242; ESV-243; ESV-245; ESV-246; Ecuador € C-1 C

ESV-247; ESV-249; ESV-323; ESV-324; ESV-343
ESV-117; ESV-142; ESV-143 Ecuador c C-2 C
ESV-75; ESV-76 Panama B B-1 B
Arequipa; Chincha; Lima 1; Lima 2 Peru C C-2 C

* NT = nontypeable, band of a size that does not match as reported.

serovars of this bacterium. A previous study has shown the
potential of a multiplex PCR (mPCR) assay to recognize the
Page serogroups.'” This multiplex assay targets the HMTp210
gene, which codes for an outer membrane protein associated
with protection against challenge."” It is known that a region
within the HMTp21() gene (termed region 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 alter-
native to conventional serotyping has been evaluated with
the full set of Page and Kume reference strains as well a
number of diverse Av. paragallinarum field isolates. In this
evaluation, the 2 inter-related conventional serotyping
schemes have been accepted as the “gold standard.”

A total of 11 reference strains, representing the 3 Page
serogroups and the 9 Kume serovars of Av. paragallinarum

were used in the study. Also, strain NCTC (National Collec-
tion of Type Cultures) 11296" (CCUG [Culture Collection,
University of Goteborg, Sweden]12835"; ATCC [American
Type Culture Collection] 29545") of Av. paragallinarum
was used. Furthermore, 69 field isolates of Av. paragallina-
rum were included in the current study (Table 1). The iso-
lates were from collections held by the Center for Advanced
Investigations and Studies on Animal Health (Mexico) and
FARVET (Peru) laboratories, and were obtained from infec-
tious coryza outbreaks on different farms with no epidemio-
logical connections. Of these 69 field isolates, a total 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 serotyped, in the current study, by the Page and Kume
schemes using methods reported elsewhere. '
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Bacteria were maintained and propagated in brain-heart
infusion broth and agar, both supplemented with 1% (w/v)
sodium chloride, 0.0025% (w/v) reduced nicotinamide ade-
nine dinucleotide (NADH), and 1% (v/v) filter-sterilized,
heat-inactivated horse serum.'” All reference 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 to the man-
ufacturer’s instructions. The PCR reactions were performed
in a total volume of 25 pl containing 2.5 pl of 10x PCR
buffer included in the kit,” 0.2 mM of each deoxyribonucle-
otide triphosphate, 0.2 pM of each Page serovar—specific
primer: ABC forward 5-GGCTCACAGCTTTATGCAA
CGAA-3"; A reverse 5-CGCGGGATTGTTGATTTTGT
T-3"; B reverse 5-GGTGAATTTCACCACACCAC-3"; and
C reverse 5-TAATTTTCTTATTCCCAGCATCAATA
CCAT-3"."" A total of 1.25 units of Tag DNA polymerase”
and 2 pl of extracted DNA were used. The amplification
steps were as reported previously: 98°C for 1 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 electrophoresis using 2% agarose,
visualized, and photographed under ultraviolet light. Multi-
plex PCR serotyping of all isolates and reference strains
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 both testing labora-
tories (Table 1). Reference strains 221, 0083, 0222, and
Modesto were correctly identified as serogroup A, A, B, and
C, respectively, as previously reported.” Reference strain
2671 (serogroup B) was identified as serogroup B. However,
reference strains 2403, E-3C, and HP14 of serogroup A were
misidentified as serogroup B. Similarly, reference strains
H-18 and SA-3 of serogroup C were misidentified as B. Ref-
erence strain HP60 (serovar C-4) was nontypeable (Fig. 1).
Strain NCTC 11296" of Av. paragallinarum 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 field isolates that were nontype-
able by the HI test were identified as serogroup A or sero-
group C. Of the 17 field isolates of serogroup A, 16 were
correctly assigned to serogroup A by the mPCR. Of the 12
serogroup B field isolates, 10 were correctly assigned to
serogroup B. Of the 37 serogroup C field isolates, only 17
isolates were correctly recognized as serogroup C by the
mPCR.

To fully evaluate the performance of the mPCR, the com-
plete results for all the reference strains and the field isolates
were assembled and the sensitivity, specificity, positive pre-
dictive value (PPV), and negative predictive value (NPV)
were calculated (Table 2). Overall, the sensitivity of the PCR
assay ranged from 46.3% (serogroup C) to a high of 85.7%
(serogroup B). In terms of specificity, the assays varied from
71.9% (serogroup B) to 100% (serogroup C). The PPV var-
ied from 40% (serogroup B) to 100% (serogroup C) while

8 9 10

11 12

Figure 1. Agarose gel electrophoresis of multiplex polymerase
chain reaction products from 11 Avibacterium paragallinarum
reference strains included in the current study. Lane 1: molecular
weight marker; lane 2: strain 221; lanc 3: strain 2403; lanc 4: strain
E3-C; lane 5: HP14; lane 6: strain 2671; lane 7: H-18; lane 8: strain
Modesto; lane 9: strain SA-3; lane 10: strain HP60; lane 11: strain
0083; lanc 12: strain 0222.

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

The present study has confirmed the results of the initial
evaluation of this mPCR,"” a study that was performed on a
limited set of the reference strains and which indicated the
possible potential of this assay. However, when evaluated on
a more complete set of reference strains and a diverse set of
field isolates, the limitations of the mPCR are clear. The
results of the current study clearly show that the apparent
link between sequence diversity in region 2 and Page sero-
groups only holds true for the small set of strains examined
in the initial study that proposed the methodology." Indeed
the evidence of greater diversity in the region has been shown
in an earlier study using recombinant proteins based on
region 2.'” This earlier study found that the HI antibodies
elicited by a recombinant protein based on this region could
be strain specific and not react with other strains of the same
serovar.'” It is clear that there is no simple, direct connection
between the regions targeted by the mPCR and Page sero-
groups. A more extensive study looking at the sequence of
region 2 in a much larger and more diverse set of strains and
isolates than that used in the original study'> may be able to
identify alternative PCR assays that show a much closer
alignment with Page serogroups.

The performance of the mPCR was poor with both the
definitive internationally recognized reference strains as
well as the field isolates. This poor level of performance
with standard strains and field isolates strongly supports the
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Table 2. Summarized results of the multiplex polymerase chain reaction (mPCR) assay as compared with conventional serotyping.*

Conventional serotyping result

Characteristics of the mPCR

mPCR result Serogroup A Not serogroup A Sensitivity Specificity PPV NPV

Scrogroup A 19 7

Not serogroup A 4 48 82.6 87.3 73.1 92.3
Scrogroup B Not scrogroup B

Scrogroup B 12 18

Not serogroup B 2 46 85.7 71.9 40.0 95.8
Scrogroup C Not scrogroup C

Serogroup C 19 0

Not serogroup C 22 37 46.3 100 100 62.7

* PPV = positive predictive value; NPV = negative predictive value.

conclusion that it is the PCR results that arc wrong and not
the serotyping results. If the PCR had performed well with
the reference strains (which by definition have to be cor-
rectly serotyped) and poorly with the field isolates, this
would be an argument that the PCR was simply performing
better than serotyping when examining field isolates. How-
ever, the poor performance of the PCR was found with both
reference strains and field isolates.

The PCR did assign some isolates that were nontypeable
by the conventional assay to a serovar. However, given the
overall poor performance of the PCR assay, it is not possible
to conclude if the PCR results for these nontypeable isolates
arc actually correct.

The original study on the mPCR also described an alter-
native technology—an assay in which a PCR using a differ-
ent set of primers is followed up by a restriction fragment
length polymorphism analysis to generate serogroup-specific
patterns."® This second technology has also only been evalu-
ated with a very limited set of strains. Hence, this alternative
technology 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 restriction diges-
tion is a complication that many diagnostic laboratorics may
regard as too challenging for routine use. In conclusion, the
mPCR cannot be recommended as an alternative to conven-
tional serotyping of Av. paragallinarum.
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Figura 1. Arbol filogenético de cepas de referencia y aislamientos de Av.

paragallinarum incluidos en el estudio basados en el andlisis de maxima similitud

del gen 16S rRNA. La barra de escala representa la variacion de las secuencias.
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Figura 2. Arbol filogenético de cepas de referencia y aislamientos de Av.
paragallinarum incluidos en el estudio basados en el andlisis de neighbor-joining

de las secuencias del gen hagA. La barra de escala representa la variacion.
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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 sugirid6 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, Garcia-Sanchez et al. (2014), mediante la secuenciacion de los
genes hagA y 16S rRNA de aislamientos C-1, concluyeron que los aislamientos de
México y Ecuador de la serovariedad C-1 estan estrechamente relacionados, sin
embargo, el origen de esta relacion clonal es desconocido. Es importante conocer
la relacion genética entre aislamientos, debido a que organismos genéticamente
relacionados, comparten un origen comuan, por lo tanto, comparten factores de
virulencia, caracteristicas bioquimicas y caracteristicas genéticas (Olive y Bean,
1999).

En el presente estudio, la proteccion conferida por bacterinas comerciales
frente a un aislamiento de la serovariedad C-1 de México, fue evaluada mediante
la infeccion experimental de pollos SPF, diferencias en los porcentajes de
proteccion fueron observadas. Factores como la dosis del antigeno, agentes
inactivantes y tipos de adyuvantes son factores importantes en la elaboracion de
bacterinas (Blackall, 1995). Adicionalmente, otro factor importante para la eficacia
de las bacterinas en campo es la composiciéon de las mismas, para el caso del
serogrupo C, en un estudio de proteccion 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 desafio
homologo, sin embargo, aves desafiadas con la cepa Modesto (serovariedad C-2),

mostraron una significativa menor proteccion. 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 proteccion en el desafio (70%). En el presente estudio, la
composicion de las bacterinas evaluadas fue desconocida, es posible que los mas
altos porcentajes de proteccion estuvieran relacionados con el uso de cepas o
aislamientos de la serovariedad C-1. Sin embargo, estudios de proteccion con
cepas de referencia del serogrupo C y de manera homéloga con aislamientos de

la serovariedad C-1 son necesarios.

En el presente estudio, los titulos de anticuerpos inhibidores de la
hemoaglutinacién (IH) revelaron que los grupos de aves donde se observaron los
mayores porcentajes de proteccion, tuvieron los mayores titulos de anticuerpos IH
al evaluarlos contra antigenos de la cepa de referencia H-18 y el aislamiento ESV-
135, ambos de la serovariedad C-1. Una aparente relacion entre la presencia de
titulos de anticuerpos IH y la proteccion, ha sido observada previamente (Soriano
et al., 2004). Sin embargo, Garcia et al. (2008), observaron diferencias entre aves
con anticuerpos IH y proteccion, concluyendo que la prueba de desafio es la
prueba mas adecuada para la evaluacién de bacterinas de coriza infecciosa
(Garcia et al., 2008).

En conclusién, Unicamente 1 de 4 bacterinas evaluadas tuvo un porcentaje
de proteccion 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 identificacion oportuna de serogrupos de Av.
paragallinarum, una PCR multiple fue reportada (Sakamoto et al., 2012). En el
presente estudio, evaluamos la capacidad de esta PCR multiple para la
identificacion 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, Panama y Peru. Al realizar la

evaluacion de la PCR multiple, se observaron discrepancias entre los resultados
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obtenidos, El disefio de los iniciadores reportados, se realiz6 basado en el gen
HMTp210 reportado previamente (Noro et al., 2007 y Noro et al., 2008). El gen
cuenta con una region variable, donde se encuentran los mayores cambios entre
las cepas utilizadas para el disefio de iniciadores para la PCR multiple (Sakamoto
et al., 2012). La utilizacion de un numero limitado de cepas de referencia y
aislamientos utilizados para el disefio de los iniciadores, pudiera ser la causa de
que los iniciadores no tuvieran el resultado esperado. Es probable que le region
variable del gen HMTp210, sea mas variable de lo esperado. Para el disefio de
nuevos iniciadores, es probable que sea necesaria una evaluacion con un mayor

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

El andlisis de las secuencias del gen 16S rRNA de aislamientos de Bolivia,
Ecuador, México, Panama y Perd, mostraron que un gran namero de aislamientos
de las serovariedades A-1, A-3, B-1 y C-2, estan relacionados genéticamente con
los aislamientos de la serovariedad C-1 de Meéxico y Ecuador previamente
reportados (Garcia-Sanchez et al., 2014), es interesante, que al realizar los
analisis filogenéticos con cepas de referencia de diferentes origenes, se agrupen
dentro de un mismo genogrupo Unicamente 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
proteina diferente a la de la hemoaglutinina que es la que le confiere la
serovariedad. En un estudio previo, Hobb et al. (2002), no encontraron correlacion
entre las serovariedades de las cepas de referencia utilizadas comparadas con los
resultados del andlisis filogenético de las secuencias analizadas del gen hagA,
sugiriendo que las diferencias entre las serovariedades pudieran estar dadas por
otras hemoaglutininas diferentes, bloqueo de anticuerpos dirigidos a proteinas
alternativas o modificaciones posteriores a la transcripcion (Hobb et al., 2002).

Estudios filogenéticos basados en genes housekeeping y otros genes, como
el gen HMTp210, pudieran ser necesarios para tener un mayor poder

discriminatorio en estudios filogenéticos de los aislamientos estudiados.
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IX. CONCLUSIONES
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La proteccion conferida por bacterinas comerciales frente a un aislamiento de
Av. paragallinarum de la serovariedad C-1 (ESV-135) es muy diversa, Unicamente
una de cuatro bacterinas evaluadas tuvo un porcentaje de proteccion 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 mudltiple 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 mudltiple no se sugiere para sustituir a la
prueba de inhibicion de la hemoaglutinacion (IH) para la tipificacion de

aislamientos de Av. paragallinarum.

La secuenciacion y analisis filogenéticos de las secuencias de los genes
hagA y 16S rRNA de aislamientos de Av. paragallinarum de Bolivia, Ecuador,
Panama, Perd y México, permiti6 agrupar ciertos aislamientos con cepas de
referencia previamente reportadas. Adicionalmente, el andlisis basado en el gen
16S rRNA permitié la identificacion 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 analisis de mas aislamientos de América es necesario para confirmar el

genogrupo identificado.
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