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RESUMEN

Luna Trinidad Angel, 2010: Evaluacion de dos bacterinas en gallinas de postura,
mediante deteccion de anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion y proteccion
ante un desafio con Avibacterium paragallinarum, en Tehuacan, Puebla. Tesis de
Licenciatura, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad
Veracruzana. Veracruz, México.

El objetivo de este trabajo fue evaluar dos protocolos de bacterinizacion en gallinas
de postura inmunizadas en crianza a la edad de 4, 10 y 16 semanas, de forma
bivalente o trivalente, contra Coriza Infecciosa. Se midieron anticuerpos circulantes
inhibidores de la hemaglutinacion y se determin6 la proteccién conferida ante un
desafio controlado con los serotipos A, B y C de Avibacterium paragallinarum. Se
emplearon dos parvadas: a una parvada con 50,000 mil aves, se le aplicé una
bacterina bivalente, y otra parvada de 100,000 aves recibié una bacterina trivalente.
De cada grupo se tomaron 20 muestras de sangre para deteccion de anticuerpos
circulantes inhibidores de la hemaglutinacién (IH). El monitoreo serologico se realizo
a las 21 y 26 semanas de edad para ambos grupos. Los titulos de anticuerpos a las
21 semanas fueron bajos en comparacion con los obtenidos a las 26 semanas.
Mediante analisis de varianza no se encontr0 diferencia estadistica significativa
(P=0.05) entre tipo de bacterinas, fecha del muestreo y ubicacion de la granja. Para
la prueba de desafio, se enviaron 15 aves de 23 semanas de edad por grupo
(bivalente y trivalente), usando cinco aves para cada serotipo de Coriza Infecciosa.
Las aves se alojaron en unidades de aislamiento junto con cinco aves SPF. Las aves
vacunadas se desafiaron junto con las aves SPF utilizando un cultivo fresco de
Avibacterium paragallinarum con 0.2 ml por via intranasal por ave, a una
concentracién de 1x 10°UFC/ml. Los animales se observaron diariamente durante 14
dias. Se midieron los titulos de anticuerpos circulantes en las aves mediante IH antes
del desafio, y a los siete y 14 dias post-desafio. Antes del desafio, la media
geométrica de los titulos fue inferior a 1:5, con un aumentd en los titulos de
anticuerpos a las siete y un maximo de 1:160 a los 14 dias post- desafio. Las aves se
sacrificaron para aislar Avibacterium paragallinarum mediante siembra en placas con
agar sangre, e incubacion a 37°C durante 24-48hrs.Todas las aves control (SPF)
mostraron signos de Coriza Infecciosa. Las gallinas inmunizadas con la bacterina
bivalente exhibieron la mas baja proteccién (40%) contra los signos clinicos de
Coriza Infecciosa cuando fueron desafiadas con el serotipo B, el serotipo A mostré
80% de proteccion y el serotipo C logré un 100% de proteccion ante el desafio. . Las
gallinas inmunizadas con la bacterina trivalente tuvieron un 80% de protecciéon
contra el serotipo B, y 100% de proteccion contra los signos clinicos de Coriza
Infecciosa para los serotipos A y C. Los resultados indican que titulos elevados de
anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacién conferidos por la bacterina trivalente
pueden proteger ante un desafio con los serotipos A, B y C de Avibacterium
paragallinarum , pero no asi la bacterina bivalente.

Palabras clave: Avibacterium paragallinarum, Coriza Infecciosa, gallinas de postura
anticuerpos inhibidores de la hemoaglutinacion, bacterinas, prueba de desafio.
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INTRODUCCION

La bacteria Avibacterium (Haemophilus) paragallinarum es el agente causal de
la Coriza Infecciosa, enfermedad del tracto respiratorio superior de pollos y gallinas
(Gallus gallus) que se caracteriza por producir descarga nasal, estornudo e
inflamacion facial. El impacto econémico de la infeccion por esta bacteria radica en
las pérdidas que ocasiona a la avicultura, debido a retraso en el crecimiento, pérdida
de peso, incremento en el ndmero de aves eliminadas y predisposicion a la
enfermedad cronica complicada en gallinas de postura. La produccion de huevo
puede reducirse hasta un 40%; lo mas comuin es el desencadenamiento de la
enfermedad cuando las aves alcanzan el pico de postura (Blackall y Matsumoto,
2003).

Cuando la coriza cursa sin otra enfermedad asociada, se caracteriza por ser
una enfermedad aguda de curso corto (dos semanas) y curacién espontanea. Sin
embargo, es comdn la asociacion con otros agentes bacterianos o virales. En estos
casos, la duracion del curso de la enfermedad se prolonga (siete semanas) y el
cuadro se denomina Coriza Infecciosa Complicada (Terzolo, 2009). Las aves con
cuadro complicado no se curan facilmente y suelen quedar secuelas diversas,
siendo comun el descarte de un numero importante de aves. Como ha sucedido con
otros agentes infecciosos, se tiene evidencia de cepas variantes de Avibacterium
(Haemophilus) paragallinarum vy la infeccion que esta bacteria ocasiona (Blackall,
1999).

En America Latina, la Coriza Infecciosa es una enfermedad de importancia
econdmica en las parvadas de postura comerciales y reproductoras. Los brotes se
pueden presentar en forma independiente de la bacterinizacién, debido a la
presencia de agentes infecciosos complicantes y a factores de manejo. La presencia
de esta enfermedad pude ser de naturaleza clinica, pudiendo presentarse muchos

brotes durante un periodo de uno a dos afos, para después desaparecer durante



etapas de varios afios. Los problemas son mas comunes en época de lluvias, aun

cuando pueden presentarse en cualquier época del afio (Laboratorios Sanfer, 2005).

En la préactica, la utilizacion de bacterinas contra Coriza Infecciosa no siempre
protege, ya que suelen presentarse brotes de la enfermedad tras su aplicacion,
inclusive con autovacunas elaboradas ex profeso para conseguir una respuesta
inmune especifica contra cepas aisladas de la enfermedad. La razén de los quiebres
de proteccion vacunal se debe principalmente a factores relacionados con la
elaboraciéon de las inmundgenos, pero también a causas que tienen que ver con la
expresion inmunoldgica de las aves, y a la posibilidad de aparicion de cepas que
contra las que los bioldgicos usados no protegen. Es conocido que las aves que se
han recobrado de una infeccion natural adquieren inmunidad no solo contra la
serovariedad que ocasion6 la infeccion, sino también contra las otras dos
serovariedades de Page. En otras palabras, la infeccion natural produce proteccion
cruzada entre las distintas serovariedades de Page. (Laboratorios Sanfer, 2005)



1. ANTECEDENTES
1.1 HISTORIA

En 1932, De Blieck (citado por Blackall, 1989) propuso el nombre de Bacillus
haemoglobinophilus coryza gallinarum para el agente causal del “catarro contagioso”
de los pollos. Con base en estudios bacterioldgicos y en los criterios del sistema de
nomenclatura binominal de manera independiente, Segun Blackall (1989), Eliot y
Lewis y Delaplane et al. (1934) propusieron el nombre de Haemophilus gallinarum
para el agente causal de la Coriza Infecciosa. Varios estudios mostraron el
requerimiento de los factores de crecimiento X (hemina) y V (NAD, dinucleétido de
adenina nicotinamida) para el cultivo in vitro de Avibacterium (Haemophilus)
paragallinarum. Sin embargo, McGuaghey (1932) y Page (1962) (citados por
Blackall, 1989) sefalaron la independencia del factor X de crecimiento en un namero
de aislamientos estudiados. Con base en estos estudios, Biberstein y White (1969)
propusieron la especie Haemophilus paragallinarum para los microorganismos
causantes de Coriza Infecciosa, dependientes del factor V pero independientes del
factor X de crecimiento. Hoy se acepta que Haemophilus (Avibacterium)
paragallinarum nunca existio y que la confusion se debié a la descripcion erronea de
los aislamientos estudiados a causa de limitaciones en las técnicas de laboratorio.
(Blackall, 1989).

1.2 INCIDENCIA Y DISTRIBUCION

Se ha informado la presencia de Avibacterium (Haemophilus) paragallinarum
en Argentina, Australia; Bulgaria, Canadda, Egipto, Gran Bretafia, Guatemala, India,
Indonesia, Iraq y Suiza, principalmente en paises con industria avicola intensiva. En
Estados Unidos de América se han informado brotes de Coriza Infecciosa en
California, Alabama y Oregon. En México, se han registrado brotes en Sonora,

Jalisco, México, Michoacan, Morelos, Puebla, Yucatan (Soriano y Terzolo, 2004).



1.2.1 Etiologia

La bacteria Avibacterium (Haemophilus) paragallinarum pertenece a la familia
Pasteurellaceae, aun cuando se reconoce que es independiente del factor X. Desde
1992, se ha informado el aislamiento Avibacterium (Haemophilus) paragallinarum
independientes del factor V a partir de aves con Coriza Infecciosa en Sudéfrica y
recientemente en México (Garcia et al., 2002). La identificacibn de estas cepas
independientes de ambos factores de crecimiento pone en duda la actual
nomenclatura de este microorganismo. Sin embargo, la clasificacion taxonémica
actual permanece asi: superreino, Procaryotae; reino, Eubacteria; division,
Gracilicutes; clase, Protobacteria; familia, Pasterelleceae; genero Haemophilus y

especie, Haemophilus paragallinarum. (Kilian y Biberstein, 1984).
1.2.2 Morfologiay tincion

Avibacterium paragallinarum es una bacteria gramnegativa no esporulada. En
cultivos en agar, es pleomoérfica y presenta morfologia cocobacilar con tendencia a la
formacion de cadenas cortas y algunos filamentos. En cultivos en caldo, es frecuente
observar formas muy pleomorficas e inclusive bacterias degradadas que aparecen

como si fueran anchas de colorantes empleados. (Terzolo, 2009).
1.2.3 Reclasificacion de Haemophilus (Avibacterium) paragallinarum

Una caracterizacion fenotipica ampliada se realizé de la cepa tipo de Haemophilus
paragallinarum, que es el NAD-dependiente, y ocho cepas NAD independientes de
Haemophilus paragallinarum. Al completar secuencias 16S rARN se obtuvieron una
cepa de Haemophilus paragallinarum NAD-independiente y cuatro NAD-
dependientes. Estas cinco secuencias, asi como otros siete taxones de
Pasteurellaceae fueron sometidas a analisis filogenético. El analisis establecié que
[Haemophilus paragallinarum], Pasteurella gallinarum, Pasteurella avium vy
Pasteurella volantium forman un grupo monofilético con un minimo del 96,8% de
similitud. Este grupo también se pueden separar mediante pruebas fenotipicas de

todos los demas reconocidos y nombrados dentro de Pasteurellaceae. Como las



pruebas genotipicas y fenotipicas apoyan la naturaleza propia e independiente de
este subgrupo, se propone la transferencia de Pasteurella gallinarum, [Haemophilus
paragallinarum], Pasteurella avium y Pasteurella volantium a un nuevo género

Avibacterium como gene gallinarum (Blackall et al., 2005).

Las cepas tipo NCTC 1118T (Avibacterium gallinarum), NCTC 11296T
(Avibacterium paragallinarum), NCTC 11297T (Avibacterium avium) y NCTC 3438T
(Avibacterium) volantium. Las principales caracteristicas que separan a estas cuatro
especies son la actividad de catalasa (ausente so6lo en Avibacterium paragallinarum)
y la produccion de &cido de la galactosa (negativo sélo en Avibacterium
paragallinarum), maltosa (negativo solo en Avibacterium avium) y manitol (negativo

en Avibacterium gallinarum y Avibacterium avium) (Blackall et al., 2005).

1.3 MORBILIDAD Y MORTALIDAD

La Coriza Infecciosa clasica esta generalmente caracterizada por alta
morbilidad (Blackall y Matsumoto, 2003). Sin embargo se ha informado de cuadros
clinicos atipicos donde Av. paragallinarum ha causado mortalidad. En parvadas de
pollos de engorda y gallinas de postura, las pérdidas debidas a mortalidad

persistente y eliminacion de aves fue de 2%-5% (Bell et al.,1995).
1.3.1 Periodo de incubacion

La difusion de la enfermedad se realiza predominantemente mediante
contacto directo con exudado nasal de aves infectadas. Las aves de todas las
edades son susceptibles tanto a la infeccion como a la enfermedad, aun cuando hay
evidencias de que el periodo de incubacion es mas corto y el curso de la enfermedad
es mas prolongado a medida que aumenta la edad de las aves. El periodo de
incubacion de la Coriza Infecciosa es de 24 a 48 hrs. después de la inoculaciéon de
aves con cultivos vivos o exudado infeccioso. De manera experimental, el periodo de
incubacion puede ser variable de acuerdo con ciertas condiciones de exposicion: 24

h, inoculacion intrasinusal; 48 h, instilacion nasal; 72 h, aves en jaula; cuatro dias,

5



contacto con agua infectada y 6 a 14 dias por transmision aérea (Soriano y Terzolo
2004).

1.3.2 Signos clinicos

Los signos caracteristicos de Coriza Infecciosa incluyen exudado nasal seroso
0 mucoso, estornudo, inflamacién de senos infraorbitarios, edema facial y
conjuntivitis (Blackall y Matsumoto, 2003). También se puede escuchar estertor
traqueal cuando las aves tienes afectado el aparato respiratorio inferior. Se ha
observado un cuadro respiratorio mas severo en casos donde se asocia con
Mycoplasma sinoviae, M. gallisepticum, Escherichia coli Salmonella ssp, Pasterella
spp. y virus de la bronquitis infecciosa (Soriano y Terzolo, 2004). Sin embargo parece
muy comun la asociacion con Pasteurella gallinarum, bacteria que puede aparecer
de la fase aguda de la Coriza Infecciosa y causar masas caseosas en |los senos

paranasales.

Las aves pueden tener diarrea y el consumo de agua y alimento generalmente
se reduce. En aves en crecimiento se registra mal desempefio de la parvada; en
gallinas de postura la reduccion en la produccién de huevo puede llegar a 58.7%.
(Bell et al., 1995). La enfermedad se difunde rapidamente a lo largo de las filas de
jaulas, o bien, de una seccién a otra dentro de una caseta en donde existan contacto

directo de ave a ave (Laboratorios Sanfer, 2005).
1.3.3 Patogeniay virulencia

Los antigenos hemoaglutinantes, o hemoaglutininas, son las estructuras
principalmente relacionadas con la antigenicidad, patogenicidad e inmunogenicidad
de A. paragallinarum Asi una cepa variante que no hemoaglutina, aun después de
tratamientos o envejecimiento, tampoco produce coriza cuando se inocula en aves
susceptibles. (Sandoval y Terzolo, 1997). Takagi et al. (1991) purificaron esta
hemoaglutininas mediante el uso de cromatografia de afinidad y anticuerpos
monoclonales y demostraron su importancia crucial en la inmunogenicidad al inocular

con la hemoaglutinina purificada aves susceptibles por via intramuscular. De este



modo se logro proteccion frente a desafios con una cepa patdgena. Es mas, esta
proteccion activa depende totalmente de la presencia de anticuerpos humorales
inhibidores de la hemoaglutinacién en el suero sanguineo. Ademas, Takagi et al.,
(1991) demostraron que se puede conferir con las misma cepa, administrando por
via intraperitoneal anticuerpos monoclonales de raton, especificamente dirigidos

contra las hemoaglutininas; esta vez, mediante un mecanismo de inmunidad pasiva.

Se considera que la adherencia bacteriana a las células epiteliales es le primer
paso en el proceso de infeccién de las superficies mucosas. Las adhesinas son las
estructuras bacterianas que median la adherencia a estructuras celulares
complementarias, los receptores (Jacques y Paradis, 1998.) Con base en lo anterior,
se ha mostrado adherencia in vivo e in vitro de Avibacterium paragallinarum a células
epiteliales traqueales de pollo. De forma similar, se ha demostrado que células
bacterianas de A. paragallinarum, adsorbidas de manera homologa o heterologa con
antisueros de conejo o pollo y lavados traqueales de aves inmunizadas, perdieron su
actividad hemoaglutinante y su capacidad de adherencia a las células epiteliales,
(Fernandez at el., 2000). Los resultados obtenidos en este estudio indican que los
antigenos hemoaglutinantes son las adhesinas de A. paragallinarum y que los
anticuerpos inhibidores de la hemoaglutinacion presentes en los lavados traqueales
actian también como anticuerpos neutralizantes. Este hecho indica que
seguramente los receptores especificos para las hemoaglutininas de los eritrocitos y
las células epiteliales del tracto respiratorio son los mismos o muy similares, lo cual
una vez mas confirma la importancia de las pruebas de hemoaglutinacion, las cuales
indirectamente, detectan la capacidad de una determinada cepa para adherirse a las
células blanco sobre las que Avibacterium paragallinarum especificamente dirige su

accion patogena (Takagi et al., 1991).

Recientemente, Terry et al (2003), informaron de la produccién de hemocina,
una bacteriocina, por parte de A. paragallinarum. Los autores mencionan que la
hemocina producida por A. paragallinarum puede ser importante en la colonizacion

de los senos respiratorios de los pollos.



Se considera que A. paragallinarum es un agente patégeno primario en aves
susceptibles (Blackall et al., 2003). Sin embargo, de manera especifica han existido
discrepancias en cuanto a la patogenicidad de la cepa 0222 (serovariedad B-1).
Sawata et al. (1980)informaron que esta cepa carecia de antigenos aglutinantes y
gque no era patdgena en pollos desafiados. Sin embargo, Rimler et al. (1977)
mostraron que las cepas 0222 y Spross (B-1) fueron patégenas en pollos desafiados
y que representaban una de las tres inmunovariedades relacionadas con las

serovariedades identificadas por pruebas de aglutinacién en placa.

Sandoval y Terzolo (1997) estudiaron diferentes cepas regionales de las
serovariedades A, B y C de Argentina, mediante el desarrollo de modelos de
reproduccion de la enfermedad para evaluar su patogenicidad, difusion horizontal e
invasividad. Se demostré que las cepas B fueron consistentemente patdgenas y
causan lesiones de coriza muy aguda, siempre con alto grado de contagio e
invasividad. En cambio, las cepas A y C mostraron un comportamiento distinto;
algunas fueron muy virulentas, difusoras e invasivas, mientras que otras fueron
patdgenas, pero se difundian muy lentamente, y otras mas fueron poco patégenas;
inclusive, se encontraron unas pocas cepas de campo que mostraron ser totalmente

apatégenas.
1.3.4 Inmunidad

El desarrollo de la inmunidad contra Coriza Infecciosa Aviar depende de varios

factores:
1.- Lainmunidad es especifica para cada serotipo.

2.- La naturaleza de los antigenos inductores de anticuerpos protectores no
esta bien definida. Sawata et al (1980)., sugiere que la pared del microorganismo
contiene dichos antigenos. Segun Laboratorios Sanfer (2005), Iritani et al., sefialaron
gue la actividad bioldgica de extractos puros de polisacaridos induce la formacion de
aglutininas protectoras especificas del serotipo. Kume et al. (1980, 1983) reportan

gue los antigenos somaticos L y HAL estdn estrechamente asociados con su



proteccién. Yamaguchi y Kume proponen que el sistema de hemoaglutininas 1HA y

2HA actiia como antigenos inductores. (Laboratorios Sanfer, 2005).

3.- La induccién de inmunidad mediante el uso de bacterias va a depender del
tipo de adyuvante, el cual es un elemento importante a la hora de fabricar una
bacterina.

Existen cepas muy virulentas, difusoras e invasivas; otras son patdgenas pero
de difusién lenta, existiendo también cepas poco patdgenas e inclusive se reporta la
existencia de cepas de campo totalmente a patégenas (Soriano y Terzolo, 2004).

No obstante que se han descrito varios antigenos somaticos, de capsula y de
pared que inducen proteccion en las aves inmunizadas, son los antigenos
hemoaglutinantes o hemoaglutininas los relacionados con antigenicidad,
patogenicidad e inmunogenicidad del A. paragallinarum. De este modo, las cepas
gue no hemoaglutinan ya sea por tratamiento 0 envejecimiento tampoco producen

coriza cuando se inoculan en aves susceptibles (Soriano y Terzolo, 2004).

La adherencia bacteriana a las células epiteliales es el primer paso en el
proceso de infeccion de las superficies mucosas. Las adhesinas son las estructuras
bacterianas que median la adherencia a estructuras celulares complementarias, los

receptores. (Jacques et al. 1998.)
1.4 BACTERINAS

Han existido discrepancias en cuanto a la patogenicidad de la serovariedad B.
Sawata et al. (1980) informaron que esta cepa carecia de antigenos
hemoaglutinantes y que no era patdégena en pollos desafiados. Sin embargo, otros
investigadores como Rimler et al. (1977), Thornton y Blackall, (1984) reportan que las
cepas Spross y 0222 (prototipos de la serovariedad B) fueron patégenas en pollos
desafiados y que la segunda cepa mencionada producian anticuerpos aglutinantes
especificos de serovariedad. Yamaguchi et al. (1990), investigaron la patogenicidad
de cinco cepas serovariedad B, incluyendo las cepas 0222 y Spross y encontraron

gue la cepa 0222 no produjo signos clinicos de Coriza Infecciosa. Sin embargo,
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observaron lesiones (engrosamiento de membranas mucosas y exudado amarillento
en senos infraorbitarios y aislamiento del microorganismo de desafio. Estos
resultados indican que la cepa 0222 es probablemente una cepa de baja virulencia
(Soriano y Terzolo, 2004).

Mas recientemente, se ha reportado en Argentina la aparicibn de cepas
“variantes” de la serovariedad B, que son genéticamente muy diferentes a las cepas
de otras partes del mundo, y por lo mismo, las aves no son protegidas con las cepas
serovariedad B de referencia (0222 y Spross), y menos aun con las otras dos
serovariedades de Page. Para la proteccion contra el desafio de estas cepas B es
necesario incluirlas en la formulacién de bacterinas locales (Soriano y Terzolo, 2004).

En la actualidad, se emplean en todo el mundo bacterinas comerciales
bivalentes utilizando cepas con las serovariedades A- 1 y C- 1, y trivalentes con
cepas de las serovariedades A-1, B- 1 y C- 2. Es un punto de discrepancia la
necesidad de incluir o no las cepas de la serovariedad B (Soriano y Terzolo 2004).

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

comerciales conteniendo cepas Kitasato son bivalentes, ya que solo contienen los
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serotipos A y C de Page a través de las cepas japonesas 221 y H- 18
respectivamente (Corisan bacterina Bivalente). Se ha demostrado que 10° unidades
formadoras de colonias por dosis de vacuna, es la dosis minima de antigeno que

brinda adecuada proteccion (Matsumoto y Yamamoto, 1975).
1.4.1 Adyuvantes

Se han evaluado una variedad de adyuvantes para vacuna inactivadas contra
la Coriza Infecciosa de las aves entre ellos el gel de hidréxido de aluminio, aceite
mineral en emulsion Unica y en emulsién doble, la combinacién hidroxido de aluminio
y aceite mineral, la saponina “Quil A’ y la amina lipoidal avridina. Se reporta que
estos dos ultimos tienen muy poca eficacia, de modo que los mas ensayados y
elegibles para ser seleccionados en la elaboracidon de vacunas estan entre los
primeros indicados. La eleccion del adyuvante idoneo también es un tema polémico
ya que la bibliografia reporta resultados divergentes cuando los criterios de
evaluacion no son precisos. Los adyuvantes deben ser evaluados en términos de
eficacia y seguridad (Blackall y Tarzolo, 1995) entendiéndose por eficacia la
potenciacion de los antigenos de la vacuna asi como la duracion de la inmunidad y

por seguridad la ausencia o presencia minima de reacciones post vacunales.

Blackall (1995) evalu6 bacterinas preparadas con hidroxido de aluminio, aceite
mineral en doble emulsion y la inclusion en estas formulaciones de la auridina,
adyuvante recién desarrollado cuya naturaleza corresponde a una amina lipoidal y

gue induce la proteccion de interferon (Corisan Laboratorios Sanfer, 2005)

Reid y Blackall (1987) compararon bacterinas elaboradas con hidréxido de
aluminio, aceite mineral y saponina Quil A; y reportaron que las vacunas con
hidroxido de aluminio son mas efectivas en términos de proteccion (80%) y no
producen reacciones granulomatosas de tipo local; las elaboradas en aceite mineral
solo protegieron el 35% y ocasionaron reacciones granulomatosas en los sitios de

aplicacién. (Corisan Laboratorios Sanfer 2005).
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La combinacion de hidroxido de aluminio y aceite mineral fue efectiva con un
90% de proteccion e indujo mayores niveles de anticuerpos aglutinantes. Su
desventaja fue la formacion de granulomas en el sitio de inoculacion. Como se

indico, el uso de saponinas no fue exitoso (Blackall y Terzolo, 1995).

Blackall (1987), evalu6é bacterinas preparadas con hidroxido de aluminio,
aceite mineral en doble emulsion y la acridina y concluyé que las bacterinas en

hidréxido de aluminio alcanzaron mayor efectividad y altos niveles de proteccion.
1.4.2 Vias de administracion

En la practica se administran las bacterinas contra Coriza Infecciosa tanto por
via subcutanea detras del cuello como por la via intramuscular en la pechuga, sobre
todo aquellas hechas con aceites minerales. La ruta de administracion es importante
Kume y Sawata (1990) reportan resultados mas efectivos cuando la bacterina hecha
en hidroxido de aluminio se aplica por via intramuscular en el muslo, alcanzando un
87% de proteccion; en la pechuga un 50% de proteccion y aplicada al cuello via

subcutanea solo un 32% de proteccion.

Blackall y Terzolo (1995)) informaron que una vacuna que contiene gel de
hidroxido de aluminio fue eficaz al ser aplicada tanto por via subcutanea (en la parte
posterior del cuello) como intramuscular (en el musculo de la pechuga). El autor de la
presente revision utilizando bacterina con cepas Kitasato (hidroxido de aluminio)
encontré mejor respuesta serologica cuando el producto se aplico en el muslo de la
pata que por la via intramuscular de la pechuga. Considerando titulos de HIl iguales o
mayores a 5 como respuesta protectiva se encontré 100% de proteccion tanto para el
serotipo A como para el C en aquellas aves que fueron vacunadas en el muslo de la
pierna en comparacién con respuestas de 80% (serotipo A) y 60% (serotipo C) de
proteccion en las aves que se vacunaron por la via intramuscular de la pechuga (E.

Davila, datos no reportados).

El nimero de dosis de la bacterina aplicadas a las aves esta relacionada

directamente con la duracién de la inmunidad. Segun Matsumoto y Yamamoto (1975)
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dosis Unica en hidréxido de aluminio caso de CORISAN, confiere proteccion contra la
aparicion de signos clinicos hasta diez semanas después de la aplicacién. Cuando
se aplican dos dosis la duracién de la inmunidad y los niveles de proteccion
aumentan, se alcanza una proteccion de hasta 60 semanas después de aplicada la
segunda dosis de refuerzo, de acuerdo con las caracteristicas de ubicacién y tipo de
produccién, ya sea de una sola edad o de edades mdltiples (Corisan Bacterina
bivalente, Sanfer).

Blackall y Terzolo (1995) sefialan que las bacterinas de este tipo deberian
inyectarse en dos dosis separadas entre si por un intervalo minimo de tres semanas.
En el esquema de diez semanas de separacion, la primera dosis de 0.5 ml/ave se
recomienda colocarla en la pierna por via intramuscular entre la 52 y 62 semana de
edad, y la revacunacion se hace entre 15 y 16 semanas de edad, con dosis de 1
ml/ave por la misma via. Tras la segunda dosificacion, los niveles de proteccion
aumentan hasta las 56 semanas de edad (Blackall y Terzol., 1995). Se reporta la
necesidad de colocar algunas veces una tercera dosis de refuerzo, de acuerdo con la

ubicacion y el sistema de produccion.
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2. JUSTIFICACION

Actualmente la avicultura asentada en el territorio mexicano ha alcanzado un
nivel tecnolégico, de eficiencia y productividad comparable con el de paises
desarrollados (Alonso y Acevedo 2009). Ademés, la actividad juega un papel
estratégico en la nutricién de la poblacion, ya que los productos avicolas son fuente
de proteina completa, de alta calidad y bajo precio, o que determina una alta
demanda en el ambito nacional; México ocupa el primer lugar mundial en el consumo

de huevo por persona (Union Nacional de Avicultores, 2009).

La Coriza Infecciosa prevalece especialmente en granjas dedicadas a la
produccion de huevos comerciales, especialmente si existen aves de edades
multiples, donde la enfermedad se torna enzootica y se complica a menudo con

infecciones producidas por otros patdogenos respiratorios.

La importancia econdémica de la Coriza Infecciosa deriva del aumento en la
cantidad de aves de desecho, falta de uniformidad de la parvada y baja de postura
en las gallinas productoras de huevo, por lo que los brotes se pueden presentar a un

cuando se halla usado una bacterina para proteger a los animales.

En marzo y abril de 2009, se presento un brote severo de coriza en dos
parvadas de ochenta mil aves cada una de la Empresa Mr Egg, en Tehuacéan,
Puebla, lo que ocasiono una gran cantidad de aves de desecho, retraso en el
crecimiento y una caida en la postura. Estas parvadas se encontraban en
produccion, iniciando el pico de postura, lo que impactd negativamente en la misma,
asi como en la ganancia de peso. El brote fue tan severo que un 60% de las aves
afectadas presentaron un fuerte cuadro de inflamacion en los senos infraorbitarios; e
incluso debido al dolor, las aves se echaban en las jaulas. En ese tiempo, se utilizaba
una bacterina trivalente. Se mandaron algunas aves enfermas al laboratorio para
hacer el aislamiento bacteriano, y se determino que la presencia del brote se debia al

serovar C1, contra el que se supone gue la bacterina utilizada debia haber protegido.
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3. HIPOTESIS

La utilizacion de una bacterina trivalente para la proteccién de la Coriza
Infecciosa en gallinas de postura confiere una proteccion mas efectiva contra los

serotipos A, B y C de Avibacterium paragallinarum que una bacterina bivalente.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la proteccion conferida contra Coriza Infecciosa, en un ensayo de
campo utilizando una bacterina bivalente y una trivalente para los serotipos A, By C

de Avibacterium paragallinarum.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Evaluar la proteccion conferida contra Coriza Infecciosa, utilizado bacterina

bivalente y una trivalente para el serotipo A de Avibacterium paragallinarum.

2.- Evaluar la proteccion conferida contra Coriza Infecciosa, utilizado bacterina

bivalente y una trivalente para el serotipo B de Avibacterium paragallinarum.

3.- Evaluar la protecciéon conferida contra Coriza Infecciosa, utilizado bacterina

bivalente y una trivalente para el serotipo C de Avibacterium paragallinarum.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 LUGAR DE ESTUDIO Y UBICACION DE LA GRANJA DE GALLINAS DE
POSTURA

La investigacion se realizo en los sitios “Arcos 17 y “San Antonio 3’
pertenecientes a la empresa productora de huevo para plato Mr. Egg ubicada en el
municipio de Tehuacan, Puebla. Dicho municipio se encuentra localizado en la parte
suroeste del estado de Puebla, su altitud promedio es de 1640 msnm y presenta una
temperatura media anual que oscila entre los 182 y 222 C. Sus coordenadas
geograficas son los paralelos 18° 22' 6 y 18° 36' 12 de longitud norte, y los
meridianos 97° 15' 24 y 97° 37' 24 de latitud occidental. Al norte, colinda con los
Municipios deTepanco de Lopez, Santiago Miahuatlan, Vicente Guerrero y Nicolas
Bravo; al este con Vicente Guerrero, San Antonio Cafiada y Ajalpan; al sur con San
Gabriel Chilac, Zapotitlan, San Antonio Texcala y Altepexi; y al oeste con Zapaotitlan,
San Martin Atexcal, Juan N. Méndez y Tepanco de Lopez. (Instituto Nacional para el

Federalismo y Desarrollo Municipal, 2005).
5.2 CARACTERISTICAS DE LOS SITIOS DE GALLINAS DE POSTURA

La empresa Mr. Egg, se dedica a la produccién de huevo para plato y utiliza
gallina de postura de la estirpe Hy line W 36. Las aves se encuentran en dos areas:
el area de crianzay el area de produccién. La etapa de crianza de pollitas tiene lugar
en casetas con un sistema todo dentro-todo fuera. Se manejan aves de multiples
edades. Las pollitas se mantienen desde un dia de edad hasta las 17 semanas

cuando se realiza el traspaso al area de postura.

El area de postura comprende diferentes sitios; Santa Rita, Arcos 1, 2, 3y 4;
San Antonio 1 y 3.Los sitios Arcos 1 y San Antonio 3 usados en este estudio llevan el

mismo manejo, ya que ambas areas cuentan con casetas rusticas.
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El sitio Arcos 1 cuenta con ocho casetas para alojar 50,000. Estas casetas son
rasticas y la alimentacién es manual; la parvada se pesa cada vez que cumple una
semana, y se calcula la uniformidad de la parvada, la cual se expresa como el
porcentaje de los pesos individuales con un 10% de tolerancia del promedio del lote
actual, y se determina el consumo promedio de alimento/dia. Se llevan registros de
mortalidad diaria. El sitio San Antonio 3 cuenta con cinco casetas rusticas y dos
automaticas. Aqui se alojaron 100,000 aves.

Ambos sitios cuentan con medidas de bioseguridad que incluyen cercas
perimetrales, arcos sanitarios, control de roedores y de fauna nociva. Los principales
desinfectantes utilizados son compuestos de amonio cuaternario y aldehidos. Las

aves muertas son recolectadas en cada caseta y posteriormente se incineran.

Las casetas se encuentran orientadas norte-sur, cada caseta tiene tres niveles
donde se alojan cuatro gallinas por jaula. Cada jaula tiene dos bebederos de copa,
en ambas areas de postura el traspaso se realiza a las 17 semanas, el cual se

maneja en uno o dos ciclos de produccion.

La muda o pelecha es un proceso natural de las aves para renovar sus
plumas. Las pollas domesticas se han criado para alta produccion de huevo y bajo
condiciones ordinarias no presentaran pelecha completa sino hasta el final de un
largo e intenso periodo de postura. Es posible acelerar el proceso mediante un
programa de luz para forzarlas a mudar rapidamente y desarrollar una nueva serie de
plumas; seguidas de un estimulo para reiniciar la producciéon de huevo. El programa

de luz artificial no debe durar mas de seis a ocho semanas. (North y Bell, 1993)

La muda forzada solo es practicada para proporcionar a la gallina un descansoé
al final de una larga etapa de produccion de huevo. La capacidad de la gallina para
producir huevos después de una pelecha, solo puede atribuirse a la fase de
descanso recibida, por lo tanto la muda es un procedimiento de descanso para que el

ave pueda continuar su etapa de produccion durante otro ciclo. (North y Bell. 1993).
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5.3 DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizaron 150000 aves de postura comercial estirpe Hy line W 36, las
cuales se dividieron en dos grupos. El grupo A (15 semanas de edad) con 100000
aves y el grupo B (, 14 semanas de edad) con 50000 aves; el grupo A se aloj6 en la
sitio San Antonio 3 y el grupo B se envi6 al sitio Arcos 1. A cada uno de ellos se le
aplicé un programa de bacterinizacion (bivalente y trivalente), diferente contra la
Coriza Infecciosa. El grupo A se le aplicd una bacterina trivalente (serotipos A, B 'y
C), que se utiliza actualmente en la granja y al grupo B se le inyectdé una bacterina
bivalente, de prueba (serotipos Ay C).

6 ava

El grupo A fue inmunizado en crianza a la 4%, 10°y 1 semana de edad

con la bacterina trivalente a la dosis recomendada por el laboratorio. El grupo B se

6ava

inmunizo en crianza a la 4%, 10°y 1 semana de edad con la bacterina bivalente

segun las recomendaciones del laboratorio.

5.4 MONITOREO PRODUCTIVO

Se realiz6 una comparacion entre los grupos, tomando datos de rutina como
ganancia de peso promedio por grupo cada semana, mortalidad y porcentaje de

postura hasta las 31 semanas,

5.5 MONITOREO SEROLOGICO

Se llevé a cabo obteniendo 20 sueros a las 21 semanas después de la
aplicacion de la dltima dosis de bacterina en ambos grupos Yy asi sucesivamente
cada cinco semanas hasta tener un seguimiento concluyente del grupo en

evaluacion.
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1* monitoreo: 21 semanas de edad
2° monitoreo: 26 semanas de edad

3 monitoreo: 31 semanas de edad

Los sueros se remitieron al Laboratorio de Investigacion Aplicada, S.A. de C.V.
(IASA) en Tehuacan, Pue, para su andlisis serologico a través de la prueba de
hemoaglutinacion indirecta (HI), con el sistema japonés del Instituto Kitasato, el cual
tiene la particularidad de ser especifico para Avibacterium paragallinarum y muestra
resultados de manera individual por serotipo. (A y C). EIl serotipo B se evallo con
base en la clasificacion de Blackall et al.1990.

5.6 PRUEBA DE DESAFIO

Con la finalidad de verificar el grado de proteccion alcanzado, se hizo una
prueba de desafio a la edad de 23 semanas con aves de ambos sitios, para ello se
enviaron tres grupos de cinco aves, procedentes de la caseta de prueba con
bacterina bivalente (grupos 4,5,6) y de las casetas control con bacterina trivalente
(grupos 1,2,3 ). Cada grupo incluy6 cinco aves SPF (specific pathogen free) como

control, con la siguiente distribucion:

Grupo [: 5 aves para desafiar contra el serotipo A + 5 aves SPF
Grupo 2: 5 aves para desafiar contra el serotipo B + 5 aves SPF
Grupo 3: 5 aves para desafiar contra el serotipo C + 5 aves SPF
Grupo 4: 5 aves control para desafiar contra el serotipo A + 5 aves SPF
Grupo 5: 5 aves control para desafiar contra el serotipo B + 5 aves SPF

Grupo 6: 5 aves control para desafiar contra el serotipo C + 5 aves SPF
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Para la obtencién de los tres grupos de cinco aves se utilizé un muestreo

aleatorio de las aves dentro de las casetas monitoreadas.

Todas las gallinas fueron remitidas a IASA en Tehuacan, Pué; donde se
mantuvieron durante 5 dias para su observacion y su adaptacion; posteriormente, se
obtuvo una muestra de sangre de las 30 gallinas para determinar titulos de
anticuerpos circulantes mediante pruebas de inhibicién de la hemoaglutinacién (HI).

Las aves se desafiaron con un cultivo fresco de_Avibacterium paragallinarum,
con los serotipos A (W), B (022) y C (Modesto), de manera individual, mediante la
inoculacion en los senos infra-orbitales de una dosis de 0.2 ml /ave a una
concentracion de 1 x 10° UFC/ml. Se espera que las cepas de desafio produzcan
preferentemente un titulo de 10®°  UFC/ml. (Terzolo, 2009). Las aves
permanecieron en observacion durante un periodo de 14 dias, examinandose
diariamente en busca de posibles signos de enfermedad. Antes de la prueba de
desafio, y alos 7 y 14 dias se tomd una muestra de sangre para determinar el nivel

de anticuerpos contra Avibacterium paragallinarum.

Toda las aves se sacrificaron después del ultimo muestreo seroldgico. En la
necropsia se tomaron hisopos de senos infra-orbitales de cada ave para realizar el
re-aislamiento de Avibacterium (Haemophilus) paragallinarum de desafio. Se
consideraron como aves protegidas aquellas que no presentaron signos clinicos, ni
presencia de Avibacterium (Haemophilus) paragallinarum, en el cultivo hecho a
partir de los senos Infra-orbitales. El indice de proteccién de cada bacterina, se
calcul6 considerando el nimero de aves protegidas, expresado como porcentaje del

total de aves probadas.

Para el aislamiento bacteriolégico, se tomo la muestra con estricta esterilidad.
Se sacaron las aves de las unidades de aislamiento en bolsas, una vez sacrificada
cada ave, se cauterizo la piel de la region infraorbital y se practicé una incisién sobre
el seno infraorbitario, se separé la piel en la incisiébn y se introdujo una asa estéril.
Para la siembra se utilizaron placas con agar sangre. Posteriormente, las cajas se

incubaros a 37°C durante 24- 48 hrs. antes de examinar los frotis.
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5.7 ANALISIS ESTADISTICO

Se calculé la media geométrica y el coeficiente de variacion de los titulos de
anticuerpos en cada grupo vacunado. Para determinar el efecto del tipo de bacterina
se aplicd el analisis de varianza, usando como variable de respuesta el titulo de
anticuerpos inhibidores de la hemoaglutinacién, y como variables explicativas el tipo

de bacterina utilizada y las fechas de muestreo.

Los datos productivos se compararon mediante pruebas de t, para las
variables: consumo de alimento, ganancia de peso, mortalidad y porcentaje de
postura durante las diferentes semanas que duro el estudio.

Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el programa SPSS

version 15.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 TITULOS DE ANTICUERPOS CIRCULANTES MEDIANTE INHIBICION DE LA
HEMOAGLUTINACION (HI)

La proteccion conferida por la bacterina trivalente a las 15 semanas de edad,
resulté superior que la bacterina bivalente en los tres serotipos probados, aunque los
valores no superaron el 35 %. (Cuadro 1). Cabe destacar que este muestreo basal se
hizo antes de lo establecido en el protocolo de muestreo, que son 21 semanas.

Cuadro 1. Proteccion comparativa conferida por las bacterina bivalente y trivalente
contra A. paragallinarum a las 15 semanas de edad en aves de la Empresa Mr Egg,
Tehuacan, Puebla.

Bacterina Proteccion %

Serotipo A Serotipo B Serotipo C
trivalente 28 35 28
bivalente 26 26 26

Cuadro 2. Proteccion conferida por las bacterina bivalente contra el serotipo A de A.
paragallinarum a las 21 semanas de edad en aves de la Empresa Mr Egg, Tehuacan,
Puebla.

Numero de muestras Titulos Proteccién (%)
3 10 15
8 5 40
9 <5 0
Total Media Geométrica Total
20 4 55
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6.2 PRUEBAS DE INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION A LAS 21
SEMANAS DE EDAD

Los resultados obtenidos muestran que aves inmunizadas en forma bivalente
tuvieron una proteccién de 55% para el serotipo A y de 80 % para el serotipo C
(Cuadros 2y 3).

Cuadro 3. Titulos de anticuerpos inducidos por las bacterina bivalente contra el
serotipo C de A. paragallinarum a las 21 semanas de edad en aves de la Empresa
Mr Egg, Tehuacan, Puebla.

Numero de muestras Titulos Proteccion (%)
1 20 5
6 10 30
9 5 45
4 <5. 0
Total Media Geométrica Total
20 6 80

Cuadro 4. Titulos de anticuerpos inducidos por las bacterina trivalente contra el
serotipo A de A. paragallinarum a las 21 semanas de edad en aves de la Empresa
Mr Egg, Tehuacan, Puebla.

Numero de muestras Titulos Proteccién (%)
1 40 5
4 20 21
4 10 21
4 5 21
6 <5 0
Total Media Geométrica Total
20 7 68
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Con la bacterina trivalente, la proteccion alcanzada fue de 68% para el
serotipo Ay de 84% para el serotipo C (Cuadros 4y 5).

Cuadro 5. Titulos de anticuerpos inducidos por las bacterina trivalente contra el
serotipo C de A. paragallinarum a las 21 semanas de edad en aves de la Empresa
Mr Egg, Tehuacan, Puebla.

NUumero de muestras Titulos Proteccion (%)
2 40 10
2 20 10
4 10 21
8 5 42
3 <5 0
Total Media Geométrica Total
19 8 84

En aves bacterinizadas, el Dr. Kume del Instituto Kitasato, considera que una
muestra seroldgica con un titulo igual o mayor a 5 es resistente a un desafio con

Avibacterium paragallinarum. (Kume y Sawata, 1990).

Para la identificacion de Avibavterium paragallinarum mediante pruebas de
inhibicién de la hemoaglutinacion y ELISA, se han producido varios paneles de
anticuerpos monoclonales. Para la serovariedad A75, cuatro de diez aislamientos en
Argentina y seis de 14 aislamientos de esa misma serovariedad en Brasil, no
reaccionaron con anticuerpos monoclonales especificos, los cuales reconocieron 49
aislamientos japoneses de la serovariedad A77 y mas de 20 aislamientos de la
serovariedad A de varias partes del mundo. A partir de este hallazgo, Blackall et al.
(1994) sefialan que estas cepas latinoamericanas muestran observaron ciertas

diferencias antigénicas respecto a las de otras partes del mundo.
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El muestreo realizado a las 21 semanas muestra que las aves que recibieron
la bacterina trivalente presentaron un mayor titulo de anticuerpos circulantes que las

aves que recibieron la bacterina bivalente (Figura 1).

9

8 /

7 /
f 6 Serotipo A
< 5
% 4 === Serotipo C
E 3

2

1

0

bact. Bivalente bact. trivalente
Semana 21

Figura 1. Titulos de anticuerpos contra serotipos Ay C de A. paragallinarum a las
21 semanas de edad en aves inoculadas con bacterina bivalente o trivalente.

6.3 TITULO DE ANTICUERPOS CIRCULANTES MEDIANTE INHIBICION LA
HEMOAGLUTINACION (HI) A LAS 26 SEMANAS DE EDAD

Para la bacterina trivalente se obtuvo una proteccion de 100 % para ambos
serotipos, Ay C, con una media geométrica de nueve para ambos (Cuadro 6). Para
la bacterina bivalente se alcanzé una proteccién de 85% con una media geomeétrica
de ocho para el serotipo Ay un 70% para el serotipo C con una media geométrica de
siete (Cuadro 7).
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Cuadro 6. Titulos de anticuerpos inducidos por las bacterina trivalente contra los
serotipos Ay C de A. paragallinarum a las 26 semanas de edad en aves de la
Empresa Mr Egg, Tehuacén, Puebla.

Serotipo Numero de Titulos Proteccion
muestras
3 20 15
A 7 10 35
10 5 50
Media 9
Geomeétrica
1 40 5
2 20 10
C 10 10 50
7 5 35
Media 9
Geomeétrica

Cuadro 7. Titulos de anticuerpos inducidos por las bacterina bivalente contra los
serotipos Ay C de A. paragallinarum a las 26 semanas de edad en aves de la
Empresa Mr Egg, Tehuacan, Puebla.

Serotipo Numero de Titulos Proteccién
muestras
3 20 15
A 9 10 45
5 5 25
3 <5 0
Media 8
Geométrica
1 40 5
4 20 20
C 5 10 25
4 5 20
6 <5 0
Media 7
Geométrica
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El muestreo realizado a las 26 semanas muestra que las aves que recibieron
la bacterina trivalente presentaron un mayor titulo de anticuerpos circulantes que las
aves que recibieron la bacterina bivalente. Si bien la media geométrica de los titulos
en general no fue muy alta, si rebasa en casi todos los casos el titulo de 1:5 que se

considera como valor de corte indicativo de proteccién contra Coriza Infecciosa.

10
- 8
[S) 6 .
g Serotipo A
E 4 === Serotipo C
=2
0
bact. bact. bact. bact.
Bivalente 21 Trivalente Bivalente 26 Trivalente
sem 21 sem sem 26 sem
Semanas

Figura 2. Titulos de anticuerpos contra serotipos Ay C de A. paragallinarum a las
21y 26 semanas de edad en aves inoculadas con bacterina bivalente o trivalente.

El muestreo realizado a las 21 semanas muestra que las aves que recibieron
la bacterina trivalente presentaron un mayor titulo de anticuerpos circulantes que las
aves que recibieron la bacterina bivalente. Al respecto, Soriano et al. (2001), en un
estudio hecho con aves de Tepatitlan, Jalisco, encontraron que las aves inmunizadas
con un producto trivalente mostraron titulos de anticuerpos circulantes y proteccién al
desafio contra los tres serovares A. paragallinarum .

El andlisis estadistico realizado para comparar el efecto del tipo de bacterina
utilizada, la fecha de muestreo y la ubicacion de la granja sobre los titulos de los
anticuerpos circulantes en las aves inmunizadas no encontro diferencia estadistica
significativa (P=0.05) para ninguna variable a las 21 y 26 semanas de edad (Cuadro
8).
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Cuadro 8. Andlisis de varianza de los titulos de anticuerpos obtenidos a las 21y 26
semanas de edad para las variables en estudio con bacterianas bivalente vy
trivalente contra A. paragallinarum.

Fuente de Sumade Grado de Cuadrado
Variable variacion cuadrados libertad medio F Sig.
bacterina Entre grupos .807 6 135 .504 .803
Dentro de grupos 14.693 55 .267
Total 15.500 61
sitio Entre grupos .945 6 157 .596 .732
Dentro de grupos 14.539 55 .264
Total 15.484 61
fecha de Entre grupos 218.718 6 36.453 1.852 .106
muestreo
Dentro de grupos 1082.766 55 19.687
Total 1301.484 61

La duracién de la inmunidad inducida por los inmunégenos contra Coriza Infecciosa
ha sido examinada en varios estudios que demostraron que una dosis Unica de
bacterina conteniendo gel de hidroxido de aluminio brinda proteccion significativa
hasta por nueve meses después de la inyeccion (Matsumoto y Yamamoto, 1975).
Kume et al. (1980) pudieron lograr proteccion significativa hasta 30 semanas
después de la inmunizacién usando dos dosis de una vacuna inactivada conteniendo
gel de hidroxido de aluminio. Las bacterinas elaboradas con gel de hidroxido de
aluminio también pueden brindar algun grado de proteccion hasta 56 semanas

después de la aplicacién (Blackall et al., 1987).
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6.4 PRUEBA DE DESAFIO EN GALLINAS DE POSTURA

6.4.1 TITULOS DE ANTICUERPOS CIRCULANTES MEDIANTE INHIBICION DE LA
HEMOAGLUTINACION (HI) EN EL PERIODO PRE-DESAFIO

Antes de realizar el desafio contra A. paragallinarum, las gallinas que
recibieron la bacterina trivalente exhibieron titulos de anticuerpos circulantes con
niveles de proteccion muy bajos: 13%, 6% y 6% para los serotipos A, By C
respectivamente, con una media geométrica de cinco para los tres serotipos. (Cuadro
9).

Cuadro 9. Titulos de anticuerpos antes del desafio contra los tres serotipos de A.
paragallinarum , en aves inmunizadas con bacterina trivalente.

Serotipo Numero de Titulos Proteccién (%)
muestras
2 10 13
A 13 <5 0
Media 5
Geomeétrica
B 1 5 6
14 <5 0
Media .
Geomeétrica 5
C 1 5 0
14 <5 6
Media 5
Geomeétrica

En el muestreo serologico previo al desafio contra A. paragallinarum, las
gallinas que recibieron la bacterina bivalente no tuvieron anticuerpos detectables

contras ninguno de los tres serotipos probados (Cuadro 10)
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Cuadro 10. Titulos de anticuerpos antes del desafio contra los tres serotipos de A.
paragallinarum, en aves inmunizadas con bacterina bivalente.

Serotipo Numero de Titulos Proteccion (%)
muestras
A 15 <5 0
B 15 <5 0
C 15 <5 0

Los titulos obtenidos se pueden relacionar con niveles de proteccion. Aves
Cuyos sueros presentan niveles de anticuerpos mayores a 5 se consideran

protegidas cuando se exponen al desafio ante cepas homologas (Terzolo 2009).

6.4.2 Titulos de anticuerpos circulantes mediante Inhibiciéon la

Hemoaglutinacion (HI) alos 7 dias post- desafio

Por lo datos obtenidos en el muestreo pre-desafio, se decidio realizar un segundo
muestreo a la mitad de la prueba para verificar si se tenia una mejor titulacion por

parte de los dos grupos de aves.

Para el grupo que recibio la bacterina trivalente, se obtuvo una proteccion de
100% para el serotipo A con una media geométrica de 33, un 75% de proteccidon
para el serotipo B con una media geométrica de 35, y un 100% de proteccion para el

serotipo C con una media geométrica de 61 (Cuadro 11.).

Para el grupo al que se le aplico la bacterina bivalente, se observd una media
geométrica de 15 para el serotipo A, para el serotipo B una media geométrica de 16 y
para el serotipo C una media geométrica de 25, con un nivel de proteccion de 100%

para los tres serotipos (Cuadro 12).
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Cuadro 11. Titulos de anticuerpos 7 dias post- desafio contra los tres serotipos de A.

paragallinarum , en aves inmunizadas con bacterina trivalente.

Serotipo Numero de Titulos Proteccion (%)
muestras
1 80 7
A 10 40 66
3 20 20
1 10 7
Media 33
Geomeétrica
B 12 40 60
3 20 15
Media 35
Geomeétrica
10 80 66
C 4 40 27
1 20 6
Media 61
Geomeétrica

Cuadro 12. Titulos de anticuerpos 7 dias post- desafio contra los tres serotipos de A.

paragallinarum, en aves inmunizadas con bacterina bivalente.

Serotipo Numero de Titulos Proteccién (%)
muestras
3 40 23
A 3 20 23
6 10 46
1 5 8
Media 15
Geomeétrica
B 9 20 69
4 10 31
Media 16
Geomeétrica
1 80 8
C 2 40 15
10 20 77
Media 25
Geomeétrica
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Al comparar los titulos de anticuerpos encontrados antes de la prueba de
desafio, con los del muestreo realizado siete dias post- desafio, se aprecia que se
incrementan con el tiempo. También se puede observar que el grupo que recibio la
bacterina trivalente presentdé mayores titulos de anticuerpos circulantes en sangre
contra A. paragallinarum en los dos muestreos que los animales que se inocularon

con la bacterina bivalente (Figura 3).

70
60 /
50

40 / Serotipo A

A == Serotipo B
=== Serotipo C

30

Titulo Ac %

20
10

bact. bact.
Bivalente Trivalente

7 dias post-desafio

Figura 3. Titulos de anticuerpos contra A. paragallinarum a los 7 dias post- desafio
en aves tratadas con bacterina bivalente o trivalente,

6.4.3 Titulo de anticuerpos circulantes mediante Inhibicion la Hemoaglutinacion

(HI), alos 14 dias post- desafio

Antes del sacrificio de las aves, se realiz6 un ultimo muestreo seroldgico 14
dias después de hacer el desafio. En el grupo tratado con la bacterina trivalente, se
observo una media geométrica en los titulos de anticuerpos de 40 para el serotipo A,
y de 48 para los serotipos B y C. Los titulos obtenidos en las aves que se inyectaron
con la bacterina bivalente tuvieron una media geométrica de 28 para el serotipo A, 28

para el serotipo B y 38 para el serotipo C. Las aves que recibieron la bacterina
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bivalente presentaron titulos de anticuerpos mas bajos en comparacién con el grupo

gue se inocul6 con la bacterina trivalente (Cuadro 13)(Figura 4).

Cuadro 13. Titulos de anticuerpos contra los tres serotipos A. paragallinarum
obtenidos 14 dias post-desafio de aves inmunizadas con bacterina bivalente o
trivalente.

Bacterina Tivalente Bacterina Bivalente
N° muestras Titulos N° muestras Titulos
4 80 2 80
Serotipo A 7 40 3 40
4 20 8 20
5 80 6 40
Serotipo B 9 40 7 20
1 20
1 160 4 80
; 5 80 4 40
Serotipo C 5 40 c o0
3 20
70

. /\
50
/ \ / Serotipo A
40 N .

/ /\/ == Serotipo B
30 / —&o— Serotipo C
20

et

10

—

0 I I I I I

Arcos Sn Arcos Sn Arcos Sn
antonio antonio antonio

Titulo Ac %

Muestreo 0, 7, 14 dias post.desafio

Figura 4. Titulos de anticuerpos contra A. paragallinarum obtenidos a los 0, 7y 14
dias post- desafio en aves tratadas con bacterina bivalente o trivalente,
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Los titulos circulantes de anticuerpos mediante inhibicibn de la
hemaglutinacién durante el desafio de las aves bacterinizadas de forma bivalente
(Sitio Arcos 1) muestra que antes del desafio, se presentaron titulos de anticuerpos
menores a cinco, y que conforme pasaron los dias, el titulo de anticuerpos empezé a
elevarse. Para el grupo de aves tratado con la bacterina trivalente (Sitio San Antonio
3), al inicio se mostraron titulos menores de cinco, que se elevaron en los muestreos

posteriores. (Figura 4).

6.4.4 Signos clinicos

En el grupo que recibio la bacterina trivalente se observo que todas las aves
gue se desafiaron con los serotipos A y C permanecieron sanas sin presentar signos
clinicos de Coriza Infecciosa. Sin embargo, para las gallinas que se desafiaron con el
serotipo B, el ave 2 present6 una ligera inflacion de los senos infraorbitarios a los 7 y
8 dias, de igual modo, el ave 4 presentd una inflamacion severa y exudado nasal a
partir del segundo dia hasta el final de la prueba. El resto de las aves no presentaron

signos clinicos (Cuadro 14).

Para el grupo que se tratd con la bacterina bivalente, todas las aves
expuestas al serotipo C permanecieron sanas sin presentar signos clinicos
sugestivos de Coriza Infecciosa. En cambio, entre las gallinas desafiadas con el
serotipo A, el ave 2 presentd inflamacion ligera y presencia de moco durante los dias
5 a 9, pero el resto de las aves no presentaron signos clinicos. En el subgrupo
desafiado con el serotipo B, las aves 2, 3y 5 presentaron exudado nasal, inflamacién
facial ligera y ojos llorosos a partir del quinto dia; al final de la prueba solo un ave
permanecio con inflamacién facial ligera y dos aves con presencia de moco (Cuadro
15).
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Cuadro 14. Resultados de signos clinicos y aislamiento bacteriol6gico de aves del
grupo tratado con bacterina trivalente, observadas durante 14 dias post-desafio

Dias
Ave 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14| Aislamiento
Serotipo A
1 o o o o o o o o o o o o o o negativo
2 o o o o o o o o o o o o o o negativo
3 o o o o o o o o o o o o o o negativo
4 o o o o o o o o o o o o o o negativo
5 o o o o o o o o o o o o o o negativo
6c*x] 0 0 O O0O12 3 3 O O O O O o0 O positivo
7c*} 0O O O O 12 12 12 12 12 1,2 1 1 1 1 positivo
8&*] 0 O 0 0 12 12 12 12 12 12 1 1 1 1 positivo
*f0 O O 012 12 4 4 4 4 3 3 3 3 positivo
10c4 0 O O O0 12 1,2 12 12 12 12 1 1 1 1 positivo
Serotipo B
1 o o o o o o o o o o o o o o negativo
2 0O 0 O O o0 o 2 20 0O O O o0 O negativo
3 o o o o o o o o o o o o o o negativo
4 0 4 4 4 4 3 3 3 12 12 1,2 1,2 12 122 positivo
5 o o o o o o o o o o o o o o negativo
6c*] 0O O 1 1 1 1 12 12 12 12 1 1 1 1 positivo
7c*{ 0 O 1 1 4 4 4 4 4 4 4 12 12 1.2 positivo
8c*] O 1 1 12 12 12 3 3 12 12 12 1 1 1 positivo
O*{0 1 1 4 4 4 4 4 4 4 4 3 3 3 positivo
10cq O 1 1 12 1,2 12 12 1,2 3 3 3 1,2 12 1.2 positivo
| Serotipo C
1 o o o o o o o o o o o o o o negativo
2 o o o o o o o o o o o o o o negativo
3 o o o o o o o o o o o o o o negativo
4 o o o o o o o o o o o o o o negativo
5 o o o o o o o o o o o o o o negativo
6c*] 0 1,2 12 12 1,2 1,2 12 12 12 1,2 1,2 12 12 1,2 positivo
7c*{0 12 12 12 3 3 3 3 3 3 3 1 1 1 positivo
8c*]1 O 212 1,2 1,2 12 1,2 1,2 12 1,2 1,2 12 1,2 1,2 positivo
9c*] O 1 1 1 1 112 12 1,2 1,2 1,2 12 12 1,2 positivo
10c] 0 1,2 4 4 4 4 3 3 3 3 3 3 positivo

Escala de valores de signos clinicos de Coriza Infecciosa; 0 sin signos clinicos, 1 exudado
nasal, 2 inflamacion ligera, 3 exudado nasal e inflamacion moderada, exudado nasal+
inflamacion severa.

*c aves control (SPF).
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Cuadro 15. Resultados de signos clinicos y aislamiento bacteriolégico de aves
tratadas con bacterina bivalente, observadas durante 14 dias post-desafio

Dias

Ave 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14| Aislamiento

Serotipo A
1 o o o o o o o o o o o o o o negativo
2 o o o o0 12 12 12 12 12 O O O O O positivo
3 o o o o o o o o o o o o o o negativo
4 o 0o o o o0 O o o o o o o o o negativo
5 o o 0o o o o o o o o o o o o negativo
6c*x}] 0 0 O 012 3 3 O O O O O o0 O positivo
fc*} 0 0 O O0 12 12 12 12 12 12 1 1 1 1 positivo
8c*] O 0 0 0 1,2 12 12 1,2 1,2 1.2 1 1 1 1 positivo
Oc*] 0 O O O 12 12 4 4 4 4 3 3 3 3 positivo
10c4 0 O O O0 12 12 12 12 12 12 1 1 1 1 positivo

Serotipo B
1 o o o o o o o o o o o o o o negativo
2 o o o o 1 1 12 12 12 12 12 12 2 2 positivo
3 o o o o0 12 12 12 12 12 12 12 12 2 2 positivo
4 0o o o O O o o0 o 0O O O O 0 O] negativo
5 o o o o 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 positivo
6c*xy 0 0 1 1 1 1 1212 12 12 1 1 1 1 positivo
7c*x] 0 O 1 1 4 4 4 4 4 4 4 12 12 1.2 positivo
8*] 0 1 1 12 12 12 3 3 12 12 12 1 1 1 positivo
O9c*] 0 1 1 4 4 4 4 4 4 4 4 3 3 3 positivo
10cqy O 1 1 12 12 12 12 1,2 3 3 3 12 12 1,2 positivo

Serotipo C
1 o o o o o0 o o o o o o o o o negativo
2 o o o o o o o o o o o o o o negativo
3 o o o o o o o o o o o o o o negativo
4 o o o o o o o o o o o o o o negativo
5 o 0o o o o o o o o o o o o o negativo
6c*] 0 1,2 12 12 1,2 1,2 12 12 1,2 1,2 1,2 12 1,2 1,2 positivo
fc*1 0 12 12 12 3 3 3 3 3 3 3 1 1 1 positivo
8c*]1 O 212 12 1,2 12 12 1,2 12 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 positivo
9c*]1 O 1 1 1 1 112 12 1,2 1,2 1,2 12 12 1,2 positivo
10c] 0 1,2 4 4 4 4 4 3 3 3 3 3 3 3 positivo

Escala de valores de signos clinicos de Coriza Infecciosa; 0 sin signos clinicos, 1 exudado
nasal, 2 inflamacién ligera, 3 exudado nasal e inflamacion moderada, exudado nasal+
inflamacion severa.
*c aves control (SPF).
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6.5 AISLAMIENTO BACTERIOLOGICO

En todas las aves SPF, se encontrd la presencia de moco y grados variables
de inflamacion. En los subgrupos tratados con bacterina trivalente, el aislamiento de
Avibacterium paragallinarum fue positivo solo para un ave del serotipo B. En los
subgrupos tratados con bacterina bivalente, el aislamiento de Avibacterium
paragallinarum fue positivo, encontrdndose un ave para el serotipo A, tres aves para
el serotipo B y siendo negativo el asilamiento en el serotipo C. En las aves SPF se
recuperd Avibacterium paragallinarum en animales de ambos tratamientos (Cuadro
14y 15)

Los resultados de la prueba de desafio fueron expresados en porcentaje de
aves que no mostraron signos de Coriza Infecciosa durante la prueba. Asi, para el
tratamiento del grupo que recibié la bacterina trivalente, la prueba se consider6
satisfactoria para los tres serotipos (A, B y C) de Avibacterium paragallinarum, los
cuales ofrecieron una proteccion de 100% para el serotipo A, de 80% para el serotipo

B y de 100% para el serotipo C (Figura 5).

100% /A A\
90%

80%

70%
< 60% A —A— Serotipo C
_g s0% ,-/ \ —8— Serotipo B
.E 20% \ Serotipo A

30% \
20% \

10%
o W | | A

B. bivalente B. trivalente

prueba de desafio
Figura 5. Proteccién comparativa de una bacterina bivalente y otra trivalente contra

Avibacterium paragallinarum después de la prueba de desafio y del aislamiento
bacterioldgico.
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Para el tratamiento del grupo que recibi6 la bacterina bivalente, la prueba se
considera satisfactoria solo para los serotipos A y C, los cuales ofrecieron una
proteccién igual o superior a 80%, pero no para el serotipo B, que solo logré un 40 %
de proteccién (Figura 6). Estos resultados contrastan con los descritos por Soriano et
al. (2001) quienes después de inmunizar gallinas con un producto bivalente y de
hacer pruebas de desafio, observaron que se logré un 40 % de proteccion contra el
serotipo A y una media de anticuerpos circulantes bajos. No obstante, para el
serotipo B, se lograron buenos titulos circulantes y proteccion contra el desafio.

La literatura muestra informacion contradictoria. Por un lado, Jacobs et al
(1992). no encontraron proteccion cruzada en aves bacterinizadas con un producto
bivalente y desafiadas con el serotipo B. Por el contrario, Kume et al. (1983) hallaron
gue aves inmunizadas con los serotipos A y C estuvieron protegidas al desafio con

cepas del serotipo B.

Ante este panorama, Sandoval y Terzolo (1997).estudiaron diferentes cepas
regionales de la serovariedad A, B y C de Argentina, mediante el desarrollo de
modelos de reproduccion de la enfermedad para evaluar su patogenicidad e
invasividad, y fueron capaces de demostrar que las cepas B fueron consistentemente
patégenas y causaron lesiones de coriza muy aguda, con un alto grado de contagio e
invasividad. Por su parte, Soriano et al. (2004) evaluaron la proteccion cruzada en
aves inmunizadas y desafiadas con las cepas de referencia de Avibacterium
paragallinarum en el esquema de Blackall. Los resultados obtenidos en este trabajo
confirmaron que las tres serotipos son diferentes. Sin embargo, se observé cierta
proteccion cruzada entre los tres serotipos. En conclusién, hasta la fecha existian
discrepancias en cuanto a la proteccion conferida por bacterinas bivalentes contra
aislamientos del serotipo B. (Soriano et al. 2004). No obstante, Fernandez et al.
(2003) enfatizan la necesidad de usar bacterinas trivalentes en todas las areas donde
se han diagnosticado cepas regionales del serotipos B. Asi, Soriano et al. 2004 en un

estudio en México en el que emplearon cepas de referencia, informaron que una
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bacterina bivalente fue incapaz de conferir proteccién en aves desafiadas con un

aislamiento serovariedad B-1.

6.6 MONITOREO PRODUCTIVO

Los indicadores productivos pueden ser una referencia del impacto que tenga una
enfermedad presente en la granja, aunque siempre deben considerarse otros

posibles factores de manejo o problemas de salud concurrentes.

Como parte complementaria de este estudio, se registraron semanalmente algunos
indicadores productivos en ambos grupos tratados. Ambos grupos experimentales
tuvieron un desempefio productivo comparable, si bien mostraron una baja en su
postura de la semana 26 en adelante como resultado de la presencia de un brote de
Enfermedad de Newcastle (Cuadro 16).

Cuadro 16. Parametros de produccion de la semana 20 a la 29, obtenidos de aves
vacunadas utilizando una bacterina trivalente contra A. paragallinarum.

Semana % muertas % postura peso/sem, kg consumo (gr/d)
20 .15 13.92 1.353 75
21 44 41.54 1.444 80
22 47 69.52 1.483 80
23 .33 82.77 1.470 80
24 .26 92.23 1.481 85
25 21 92.91 1.488 95
26 22 88.35 1.495 95
27 21 85.12 1.483 95
28 .19 83.41 1.495 95
29 13 84.03 1.496 95

En el grupo tratado con la bacterina bivalente se aprecié un incremento en el
porcentaje de mortalidad en la semana 29 lo que se atribuy6 a estrés calorico y la
presencia de un incremento en el nimero de aves prolapsados(Cuadro 17). No
obstante lo anterior, se encontro diferencia estadistica ( p< 0.05) entre los dos grupos

para las variables muertas por dia y consumo (Cuadro 18).

39



Cuadro 17. Pardmetros de produccion de la semana 20 a la 29, obtenidos de aves
vacunadas utilizando una bacterina bivalente contra A. paragallinarum.

Semana % muertas % postura peso/sem (kg) consumo (gr/d)
20 45 14.16 1.294 71
21 A3 38.13 1.391 60
22 .18 65.34 1.469 88
23 A4 85.5 1.475 88
24 .10 91.22 1.479 94
25 .10 91.55 1.485 91
26 A1 88.39 1.489 90
27 A3 87.3 1.492 85
28 A1 88.45 1.509 85
29 .70 88.7 1.500 85

Cuadro 18. Prueba de t para grupos tratados con bacterina bivalente y trivalente
contra A. paragallinarum.

Variable Supuestos de varianza F Sig. t df Sig. (2-tailed)

muertas por dia Vananzas iguales 26.046 000 8.096 141 000
asumidas
Varianzas iguales no 8.987 103.042 000
asumidas ’ ’ ’

% postura diario  Varianzas iguales 672 214 134 141 893
asumidas ) ) ’ ’
Varianzas iguales no 134  138.799 894
asumidas ’ ’ ’

peso Varianzas iguales ;g 736 000  1.950 141 053
asumidas ) ) ' ’
Varianzas iguales no 1922 114631 057
asumidas ' ' ’

consumo Varianzas lguales g 335 003 4241 141 .000
asumidas
Varianzas iguales no 4200 126.250 000

asumidas




7. CONCLUSIONES

7.1 Los titulos de anticuerpos contra Coriza Infecciosa mediante inhibicion de la
hemaglutinacién antes del desafio fueron inferiores a 1:5 en su mayoria, y por tanto
considerados negativos.

7.2 En ambos grupos de aves, tratadas con bacterina bivalente o trivalente, se noto

un incremento de anticuerpos a partir de siete dias post-desafio .

7.3 Al desafio, el grupo tratado con bacterina bivalente mostr6 mayor cantidad de
signos clinicos sugestivos de Coriza Infecciosa con respecto al grupo tratado con

bacterina trivalente.

7.4 Al sacrificio de las aves desafiadas, hubo una mayor cantidad de aislamientos de
Avibacterium paragallinarum en aves del grupo tratado con bacterina bivalente,
presentando tres aves positiva para el serotipo B y un ave positiva para el serotipo A
con respecto al grupo tratado con bacterina trivalente que solo presento un ave

positiva para el serotipo B de Avibacterium paragallinarum.

7.5 El grupo tratado con bacterina bivalente mostré6 una pobre proteccion contra el
serotipo B (40%), mientras que para el serotipo A (80%) Yy para el serotipo C (100%)

proteccion contra los signos de Coriza Infecciosa.

7.6 La bacterina trivalente exhibié mejor proteccion para el serotipo B (80%) mientras
gue los serotipos A y C mostraron un (100%) de proteccion contra los signos de

Coriza Infecciosa, que la bacterina bivalente.
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