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Articulos de revision

Haemophilus paragallinarum: Etiologia de la coriza infecciosa

Haemophilus paragallinarum: Etiology of infectious coryza

Edgardo Soriano Vargas*
Horacio Rail Terzolo**

Abstract

The bactertum Haemophilus paragallinarum is the etiological agent of infectious coryza, an upper respira-
tory disease of poultry. The economic impact of the disease caused by this bacterium is considerable,
particularly in multi-age farms. The bacteriologic characteristics of the etiological agent are described
in a manner that allocates it within the Pasteurellaceae family, and also shows its realationship to other
potentially pathogenic agents in poultry. Particular emphasis 1s made concerning the more recent knowl-
edge regarding the antigenic structure and the serological classification of H. paragallinarum.
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Resumen

La bacteria Haemophilus paragallinarum es el agente causal de la coriza infecciosa, enfermedad que afecta
el tracto respiratorio superior de los pollos. Esta tiene impacto considerable en la avicultura, principal-
mente en granjas con edades multiples. En este trabajo, se revisan las caracteristicas bacteriologicas que
establecen esta bacteria en la familia Pasteurellaceae y relacionarla con otros agentes potencialmente
patégenos para las aves. Se da énfasis al conocimiento mas reciente en cuanto a la estructura antigénica
y la clasificacion serolégica de H. paragallinarum.
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Introduction

he bacterium Haemophilus paragallinarum is

the causative agent of infectious coryza, an

upper respiratory tract disease of chickens
(Gallus gallus), which is characterized for producing
nasal discharge, sneezing and facial swelling. The
economic impact of the infection caused by this bac-
terium results in losses in poultry industry, due to
growth retardation, weight loss, increased number of
culls and tendency to acquire chronic, complicated
respiratory disease. In laying flocks, egg production
can be reduced up to 40%; more commonly happen-
ing at the onset of the disease when the birds have
reached the egg production peak." When coryza is
present without any other associated disease, it is
characterized as an acute disease with a short course
(of approximately two weeks) and spontaneous recov-
ery. However, the involvement of other bacterial or
viral agents is common. In these cases, the duration
of the disease is prolonged (up to seven weeks) and
this clinical outcome is named “complicated infec-
tious coryza”.? Birds with complicated coryza do not
easily cure and usually remain with different conse-
quences, which leads to important culling rates. Simi-
larly to other infectious agents, variant strains of H.
paragallinarum and various types of infection caused
by this bacteria exist.” In some cases the available
commercial vaccines did not completely prevent infec-
tions caused by these variant strains.*” In the present
review there is information about the etiologic agent
of this disease, with particular emphasis to current
information.

History

In 1932 De Blieck® proposed the name Bacillus haemo-
globinophilus coryza gallinarum for the causative agent
of the “contagious catarrh” of chickens. Based on bac-
teriologic studies and criteria of the binomial nomen-
clature system, independently in 1934, Eliot & Lewis’
and Delaplane et al.® proposed the name Haemophilus
gallinarum for the causative agent of infectious coryza.
Several studies have shown the requirement of the
growth factors, X (hemin) and V (NAD, nicotinamide
adenine dinucleotide), for the in vitro cultivation of
H. gallinarum.”"* However, McGaughey"” and Page'!
reported a number of X-factor-independent isolates.
Based on these studies, Biberstein and White' pro-
posed the species H. paraga-llinarum as the name of
the causative microorganisms of infectious coryza,
which was V-factor-dependent but X-factor-independ-
ent. Since then, the new isolates from infectious coryza
outbreaks are classified as H. paragallinarum, with the
exception of only one paper.'® Today it is accepted
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Introduccion

a bacteria Haemophilus paragallinarum es el

agente causal de la coriza infecciosa, enferme-

dad del tracto respiratorio superior de pollos
y gallinas (Gallus gallus); se caracteriza por producir
descarga nasal, estornudo e inflamacién facial. El
impacto econémico de la infeccién por esta bacteria
radica en las pérdidas que ocasiona a la avicultura,
debido a retraso del crecimiento, pérdida de peso,
incremento en el nimero de aves eliminadas y pre-
disposicion a la enfermedad respiratoria crénica
complicada. En gallinas de postura, la produccién de
huevo puede reducirse hasta 40%; lo mas comtn es el
desencadenamiento de la enfermedad cuando las aves
alcanzan el pico de postura.! Cuando la coriza cursa
sin otras enfermedades asociadas, se caracteriza por
ser enfermedad aguda de curso corto (dos semanas) y
curacién espontanea. Sin embargo, es comun la aso-
clacién 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.” Las aves con cuadro
complicado no se curan facilmente y suelen quedar
secuelas diversas, siendo comun el descarte de un
nimero importante de aves. Como ha sucedido con
otros agentes infecciosos, se tiene evidencia de cepas
variantes de H. paragallinarum y la infecciéon que esta
bacteria ocasiona.” En algunos casos las bacterinas
existentes no han prevenido la infeccién de estas
cepas variantes.*® En el presente trabajo de actual-
izacién se revisa la informacién disponible sobre el
agente etiol6gico de esta enfermedad, dando particu-
lar énfasis al conocimiento mas reciente.

Historia

En 1932 De Blieck® propuso el nombre Bacillus haemo-
globinophilus coryza gallinarum para el agente causal del
“catarro contagioso” de los pollos. Con base en estu-
dios bacteriol6gicos y en los criterios del sistema de
nomenclatura binomial, de manera independiente,
en 1934, Eliot y Lewis’ y Delaplane et al.® propusie-
ron el nombre Haemophilus gallinarum para el agente
causal de la coriza infecciosa. Varios estudios mostra-
ron el requerimiento de los factores de crecimiento
X (hemina) y V (NAD, dinucleétido de adenina nico-
tinamida) para el cultivo in vitro de H. gallinarum.”
"2 Sin embargo, McGaughey" y Page'* sefialaron la
independencia del factor X de crecimiento en un
ntmero de aislamientos estudiados. Basados en estos
estudios, Biberstein y White'” propusieron la especie
H. paragallinarum para los microorganismos causan-
tes de coriza infecciosa, dependientes del factor V
pero independientes del factor X de crecimiento. A



that H. gallinarum had never existed and that the con-
fusion was related to an incorrect description of the
studied isolates at that time due to limitations of the
old available laboratory techniques.'"

Incidence and distribution

The presence of H. paragallinarum, or infectious
coryza, have been reported in Argentina,' Austra-
lia,”” Bulgary,” Canada,”® Egypt,” Great Bretain,*
Guatemala,” Holland,® India,”® Indonesia,”” Iraq®
and Swiss,” among other countries. These reports
indicate a worldwide distribution of H. paragallina-
rum, mainly in countries with an intensive poultry
industry.

In the United States of America outbreaks of
infectious coryza have been reported in California,””"
% Alabama® and Oregon.” In Mexico, there were
reports in the States of Sonora,’ Jalisco, Mexico,
Michoacan, Morelos, Puebla and Yucatan.”

Infectious coryza is a cosmopolitan disease, which
is present everywhere chickens are raised. However,
it is considered as an exotic disease in New Zealand,
which is the only country that appears to be free from
H. paragallinarum. It is important to highlight that
this country is also free of avian typhoid (Salmonella
gallinarum), ornithobacteriosis (Ornithobacterium rhino-
tracheale) and turkey coryza (Bordetella avium).™

Etiology
Classification

The bacterium H. paragallinarum is a member of the
Pasteurellaceae family.39 Even that it is now recog-
nized as a X-factor-independent bacterium, it is still
considered as a member of the Haemophilus genus."
In addition, since 1992 there have been reports of H.
paragallinarum V-factor-independent isolates, from
chickens with infectious coryza in South Africa***
and more recently in Mexico as well.® Identification
of independent isolates of both X- and V-factors arise
doubts on the current nomenclature of this micro-
organism. However, the current taxonomic classi-
fication is: superkingdom, Procaryotae; kingdom,
Eubacteria; division, Gracilicutes; class, Protobacte-
ria; family, Pasteurellaceae; genus, Haemophilus and
species, H. paragallinarum.™

Hollander and Mannheim,** by characterization of
respiratory quinones, and Piechulla et al.,® by genetic
and phenotypic characterization, suggested that H.
paragallinarum should be regarded as a member of
the genus Actinobacillus. Despite that conclusive stu-
dies have not been performed and now it is possible
that this bacterium could be regarded as a member

partir de entonces, con excepcién de un informe,®
los nuevos aislamientos en brotes de coriza infecciosa
se clasifican como H. paragallinarum. Hoy se acepta
que H. gallinarum nunca existié y que la confusién
se debi6 a la descripcion errénea de los aislamientos
estudiados a causa de limitaciones en las técnicas de
laboratorio empleadas.'™"

Incidencia y distribucion

Se ha informado la presencia de H. paragallinarum,
o de la coriza infecciosa, en Argentina," Austra-
lia,” Bulgaria,”' Canad4,* Egipto,*” Gran Bretafna,*
Guatemala,” Holanda,® India,*® Indonesia,”” Iraq®
y Suiza,” entre otros paises. Estos informes indi-
can distribucién amplia de H. paragallinarum en el
mundo, principalmente en paises con industria avi-
cola intensiva.

En Estados Unidos de América se han informado
brotes de coriza infecciosa en California,®** Ala-
bama® y Oregon.” En México, en Sonora,™ Jalisco,
México, Michoacan, Morelos, Puebla y Yucatan.*

La coriza infecciosa es una enfermedad cosmopo-
lita, existe en todas partes donde se crian gallinas.
Sin embargo, se considera exética en Nueva Zelanda,
Unico pais que parece estar libre de H. paragallina-
rum. Cabe resaltar que esa nacién esta, ademas, libre
de tifoidea aviar (Salmonella gallinarum), ornitobacte-
riosis (Ornithobacterium rhinotracheale) y coriza de los
pavos (Bordetella avium).”®

Etiologia
Clasificacion

La bacteria H. paragallinarum pertenece a la familia
Pasteurellaceae.” Aun cuando se reconoce que es
independiente del factor X, se le considera especie
bacteriana integrante del género Haemophilus."® A
partir de 1992 se ha informado el aislamiento de H.
paragallinarum independientes del factor V a partir de
aves con coriza infecciosa en Sudafrica***y reciente-
mente en México.” La identificacién de estas cepas
independientes de ambos factores de crecimiento
ponen en duda la actual nomenclatura de este micro-
organismo. Sin embargo, la clasificacién taxonémica
actual permanece asi: superreino, Procaryotae; reino,
Eubacteria; divisién, Gracilicutes; clase, Protobacte-
ria; familia, Pasteurellaceae; género, Haemophilus y
especie, H. paragallinarum.”

Hollander y Mannheim,* mediante la caracte-
riza-cién de quinonas respiratorias, y Piechulla et
al,” mediante estudios de caracterizacién genética
y fenotipica, sugirieron que H. paragallinarum fuera
asignado al género Actinobacillus. Aunque no se han
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of another genus, which could be allocated within the
Pasteurellaceae family.*’

Morphology and dyeing

H. paragallinarumis a nonsporing, Gram negative bac-
terium. In agar plates, bacteria are pleomorphic and
show rod or coccobacilli morphology with a tendency
to form some filaments with short chains of bacteria.
In broth cultures, bacteria are frequently observed as
very pleomorphic rods and also faded bacteria that
look like residues of the colorant agents. (Terzolo,
non-published data). In direct smears from nasal
mucus it is common to observe longer bacilli forms
with metachromatic granules inside the bacterial cell
which are observed by methylene blue dye.*” The size
of the bacterium is from 1 to 3 um length and from
0.4 to 0.8 um width.*® Nowadays, H. paragallinarum is
regarded as a non-motile bacterium. However, in a
recent study based on biochemical and immunologi-
cal tests and under particular culture conditions, its
motility was demostrated.*

Growth requirements and culture medium

The reduced form of NAD (NADH) (1.56 to 25 ug/ml
medium),” or its oxidized form (20 to 100 ug/ml),”
are necessary for the in vitro growth of H. paragalli-
narum. The exceptions are the NAD-independent
isolates described in South Africa and Mexico.***
Furthermore, addition of 1%-1.5% sodium chloride
(NaCl) is essential for culture grwoth.” Some strains
show improved growth when 0.1%-0.5% of inactiva-
ted serum, from chicken or horse, are added to the
medium.” On agar plate cultures, NAD can be added
or supplied by a feeder bacteria (Staphylococcus spp)
cultured as a cross-streaked colony to H. paraga-llina-
rum.

Most strains of H. paragallinarum are grown
under microaerobic or anaerobic conditions with
increased levels of CO, (5%-10%).® Another ade-
quate atmospheres are the ones produced by the
traditional candle-jar method, or by adding 5%-10%
CO,, or the common Campylobacter genus atmosphe-
res, generated by commercial kits or gaseous mix-
tures.” The incubation period onto 7%-10% bovine
or sheep, defibrinated blood agar plates is 16-24
h at 37°C. For the cultivation of H. paragallinarum
the following basic medium are used together with
several supplements: brain-heart infusion, chicken-
meat infusion, Haemophilus maintenance medium
(HMM),"™ Casman agar,” gonoccocal agar,’ test
medium (TMA)* or Columbia agar." Serum-free,
modified Casman broth has been used for vaccine
production.” Also, supplemented TMA with chic-
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desarrollado estudios definitivos, es probable que
pronto esta bacteria sea considerada miembro de otro
género en la familia Pasteurellaceae.*’

Morfologia y tincion

H. paragallinarum es una bacteria gramnegativa no
esporulada. En cultivos en agar, es pleomérfica y pre-
senta morfologia cocobacilar con tendencia a la for-
macién de cadenas cortas y algunos filamentos. En
cultivos en caldo, es frecuente observar formas muy
pleomoérficas e inclusive bacterias degradadas que
aparecen como si fueran manchas de los colorantes
empleados (Terzolo, datos no publicados). En frotis
directos de mucus nasal es comin observar formas
bacilares mas largas con presencia de granulos meta-
cromaticos en su interior, que se visualizan con azul
de metileno.”” El microorganismo mide de 1 a 3 um
de longitud por 0.4 a 0.8 um.* A la fecha esta bacte-
ria se considera inmévil. Sin embargo, en un estudio
reciente basado en pruebas bioquimicas e inmunol6-
gicas, se observé motilidad en H. paraga-llinarum bajo
ciertas condiciones de cultivo.”

Requerimientos de crecimiento
y medios de cultivo

La forma reducida de NAD (NADH) (1.56 a 25 ug/
ml de medio),” o la forma oxidada (20 a 100 ug/
ml),” son necesarias para el cultivo in vitro de H.
paragallinarum. Las excepciones son los aislamien-
tos independientes de NAD descritos en Sudéfrica
y México.** También el agregado de 1.0%-1.5%
de cloruro de sodio (NaCl) es esencial.”® Algunas
cepas tienen mejor crecimiento cuando se agrega
0.1%-0.5% de suero inactivado de pollo o de caba-
llo al medio de cultivo.”® E1 NAD puede ser adicio-
nado a los medios de cultivo o aportado por una
bacteria nodriza (Staphylococcus spp) cultivada como
una estria alimentadora transversal al cultivo de H.
paragallinarum.

La mayoria de las cepas de H. paragallinarum se
desarrollan en condiciones de microaerobiosis o anae-
robiosis, con incremento en la tensién de CO,(5%-
10%) en la atmosfera.”® También son adecuadas las
atmosferas producidas con el tradicional método del
frasco con vela o el agregado de 5%-10% de CO, y
también las destinadas al crecimiento de las bacte-
rias del género Campylobacter, que pueden generarse
mediante el empleo de sobres comerciales o mezclas
gaseosas.” El periodo de incubacién en base de agar
con 10% de sangre desfibrinada de bovino u ovino es
de 16 a 24 h, luego de incubar a 37°C. Para el cultivo
de H. paragallinarum se han empleado los siguientes
medios con diversos suplementos: Infusién cerebro-



ken serum and NADH is called TM/SN.”

A very efficient alternative is the use of defibrina-
ted haemolyzed horse blood, prepared by maintaining
it during 40 minutes at 56°C into a water bath with
periodic agitation.” Non-haemolyzed blood agar plates
require the addition of NAD or a feeder strain culture.
When the haemolyzed blood is added, NAD is relea-
sed trough erythrocyte lysis and therefore, addition of
chemical NAD is not required. Furthermore, in
this agar, colonies are more than twice bigger than the
ones growing onto non-haemolyzed agar plates with
cross-streaked feeder strain (Figure 1). It is recom-
mended to use horse blood, because in this species
the nutrients are very adequate and useful for fasti-
dious microorganism cultures. A further advantage
of the use of this haemolyzed blood is the possibility
to freeze and store it for a long time. Combination
of Columbia agar with 5% - 7% defibrinated horse
blood plates, cultivated under microaerobic atmos-
phere, is an adequate medium and can be used as a
selective medium when these antibiotics are added:
bacitracin, 5 Ul/ml; cloxacilin, 5 ug/ml and van-
comycin, 20 pg/ml.>*

Combination of V- and X-factor discs onto TM/S
agar (without NAD) could be used to test the requi-
rements of both growth factors. However, the use of
commercial discs could produce a high percentage
of false-positive cultures, which misleadingly appear
to be as dependent of both growth factors, X and V.
As we have mentioned before, the species H. gallina-
rum, was incorrectly described as being dependent
of the X-factor due to these false results. Hence,
the commercial brand of the both, the discs and the
media used have to be carefully controlled for selec-
ting the most adequate product.”” It is much more
accurate to perform the porfirin test to determine
X-factor dependency.*” Furthermore, a S. aureus
feeder strain onto haemolyzed blood agar plates may
be used to demonstrate the satellite growth of NAD-

Agar plates with hemolyzed horse blood

/ Small
colonies

Big
colonies

—_

Agar plates with non/hemolized bovine blood

corazén, infusién de carne de pollo, medio de man-
tenimiento (HMM),* agar de Casman,” base de agar
para gonococos,’* agar medio de prueba (TMA)” o
agar Columbia.” El caldo de Casman modificado se
utiliz6 libre de suero para la produccién de bacteri-
nas.”® Asimismo, el TMA complementado con suero
de pollo y NADH se conoce como TM/SN.”

Otra opcién muy conveniente es el uso de sangre
equina hemolizada, que se prepara manteniéndola en
bafio Maria a 56°C durante 40 minutos con agitacién
periodica.” A diferencia de la sangre no hemolizada,
que siempre requiere la adicién de NAD, o bien el
cultivo de una cepa nodriza, la hemélisis libera NAD
de los eritrocitos y entonces se prescinde de su adicién
al medio. Ademas, en este agar las colonias adquieren
mas del doble de tamafio que en la sangre no hemoli-
zada con la estria de la bacteria nodriza (Figura 1). Se
recomienda el uso de la sangre equina, ya que en esta
especie animal los nutrimentos son muy adecuados
y recomendables para el desarrollo de microorganis-
mos muy exigentes. Otra de las ventajas es que esta
sangre, una vez hemolizada, puede conservarse por
tiempo prolongado en congelacién. La combinacién
de la base de agar Columbia con 5%-7% de sangre
equina hemolizada en atmoésfera microaerofilica es
un medio muy adecuado y puede usarse como medio
selectivo cuando se le adicionan antibiéticos como:
Bacitracina, 5 Ul/ml; cloxacilina, 5 ug/ml y vancomi-
cina, 20 pg/ml.>*

La combinacién de discos con el factor X de creci-
miento en agar TM/S (sin NAD) puede ser empleada
para probar el requerimiento de ambos factores. Sin
embargo, el uso de discos comerciales puede producir
un alto porcentaje de cultivos que falsamente pueden
parecer dependientes de ambos factores, X y V. Como
ya se menciond, éste fue uno de los motivos por los
cuales se describié erréneamente a la especie H. galli-
narum como dependiente del factor X. Por ello, tanto
la marca comercial del disco como la del medio de

Figura 1. Comparacion de dos cultivos en agar Columbia sin
NAD al tercer dia de incubaciéon en atmoésfera microaerofilica.
Aislamiento regional (Argentina) de Haemophilus paragallina-
rum. A la izquierda: Con 7% de sangre equina hemolizada.
Colonias grandes que no requieren la estria alimentadora de
la cepa nodriza. A la derecha: Con 7% de sangre bovina sin
hemolizar. Colonias muy pequenas que so6lo crecen en satelit-
ismo de la estria alimentadora de la cepa nodriza (Staphylococ-
cus aureus).

NAD-free Columbia agar plates, at the 3rd day of incubation
under microaerobic atmosphere. Local isolate (Argentina) of
Haemophilus paragallinarum. Left: 7% haemolyzed-horse blood
plate. Bigger colonies do not require cross-streaking of feeder
colony. Right: 7% non-haemolyzed bovine blood plate. Small
colonies showed satellite growth near feeder colony (Staphylo-
coccus aureus).
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dependent colonies; this is a very useful and non-
expensive procedure that could be easily adopted
by any laboratory.

Colony morphology and related features

After 24 - 48 h culture onto non-haemolyzed blood
agar plates, V-factor-dependent isolates of H. paraga-
linarum produce tiny dewdrop colonies up to 0.3 mm
diameter that only grow near to the feeder strain.
Circular, convex, smooth, non-pigmented or non-
haemolytic colonies are observed. H. paragallinarum
colonies become smaller when they grow further away
from the feeder colonies. For detection of obvious
satellite growth, cultures have to be examined after
24 or 48 h of inoculation. NAD-independent H. para-
gallinarum isolates produce 1-2 mm colonies with no
satellite growth.*®

When either Columbia or haemolyzed horse blood
agar plates are used, colonies grow up to 3 to 5 mm
of diameter after the same aforementioned incu-
bation period. In this medium, isolated colonies are
the biggest, becoming smaller when they growth near
each other due to competition for the nutrients of the
medium (Figure 1). Addition of the mentioned anti-
biotics to Columbia agar plates does not interfere or
reduce the size of the colonies. Usage of either expi-
red or dehydrate medium led to a reduction of the
colony size.” It is interesting to highlight that in this
agar, the culture of recently isolates from acute infec-
tious coryza cases result in big mucoid colonies, while
the culture of nonpathogenic strains, which usually
have gone through many in vitro sub-cultures, pro-
duce much smaller colonies (Terzolo, non-published
data).

Physiologic properties

H. paragallinarum shows a mesophilic, chemio-orga-
notrophic metabolism and contents ubiquinone and
dismetylmenaquinone as respiratory components.
Furthermore, an increase of dismetylmenaquinone
with an ubiquinone reduction tendency has been
observed when it is cultivated with fumarate.**

In H. paragallinarum bacterial transferrin recep-
tors have been identified, an outer membrane pro-
teins homologous with Tbpl y Tbp2, recognized in
other pathogen agents, that bind to specific ovotrans-
ferrin ends allowing free-iron utilization for bacterial
growth.”%

Biochemical properties

H. paragallinarum could be biochemical differentia-
ted from other Gram negative, potentially patho-
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cultivo a emplear, deben ser cuidadosamente contro-
lados, para seleccionar el producto mas adecuado.”
Resulta mucho mas seguro realizar la prueba de la
porfirina para determinar la dependencia del factor
X.>*" En lugar de los discos, también puede usarse
la estria nodriza de S. aureus en agar con sangre no
hemolizada, para demostrar el crecimiento satelital
de las colonias que presentan dependencia de NAD;
éste es un procedimiento muy practico y econdémico
que estd al alcance de cualquier laboratorio de bac-
teriologia.

Morfologia de las colonias y propiedades
relacionadas

Después del cultivo en base de agar sangre sin hemo-
lizar durante 24-48 h, los aislamientos de H. paraga-
llinarum dependientes del factor V producen colonias
pequeias, en forma de gotas de rocio de 0.3 mm de
diametro, adyacentes a la colonia nodriza. Las colo-
nias son circulares, convexas, de superficie lisa, no
pigmentadas o hemoliticas. Las colonias se tornan
mas pequeiias a medida que se encuentran mas ale-
jadas de la colonia nodriza. Para que el crecimiento
satelital sea obvio, los cultivos deben ser examinados
de 24 a 48 h después de la inoculacién. Los aislamien-
tos de H. paragallinarum independientes de NAD,
producen colonias de 1-2 mm que no muestran creci-
miento satelital.*®

Cuando se emplea agar Columbia con sangre
equina hemolizada, las colonias son mucho mas
grandes, alcanzan de 3 a 5 mm de didmetro en
el mismo periodo de incubacién. En este agar las
colonias aisladas son las mas grandes, mientras que
se vuelven mds pequefias cuando crecen cercanas
entre si, ya que compiten por los nutrimentos del
medio (Figura 1). La adicién de los antibiéticos
antes mencionados al agar Columbia no interfiere
con el crecimiento ni reduce el tamano de las colo-
nias. El empleo de medios de cultivo envejecidos
o deshidratados conduce a una disminucién del
tamaifio de las colonias.” Es interesante destacar que
en este agar, el aislamiento primario de casos de
coriza infecciosa aguda produce el aislamiento de
colonias grandes y mucoides, mientras que el cul-
tivo de cepas no patégenas, que generalmente han
sufrido muchos subcultivos in vitro, produce el desa-
rrollo de colonias mucho mas pequenas (Terzolo,
datos no publicados).

Propiedades fisiologicas

H. paragallinarum tiene un metabolismo quimior-
gano-tréfico mesofilico y contiene ubiquinona y
dismetilme-naquinona como componentes en la



genic bacilli for poultry (Table 1). Several methods
for carbohydrate fermentation have been evaluated.
However, the most repeatable results are obtained
by means of using the plate method.” Using these
plates with phenol red, 92 H. paragallinarum isolates
from several countries, and 40 isolates from Mexico
were studied.®?% In both studies, all the isolates
produced acid from glucose and mannose, but do
not from arabinose, cellobiose, dulcitol, galactose,
imositol, lactose, melezitose, melibiose, raffinose,
ramnose, ribose, trehalose and xilose. A variation
in the acid production from manitol, maltose and
sucrose was observed and five biochemical biovars
were recognized. In Mexico, biovars I to IV have
only been recognized.”

The reduction of nitrates to nitrites, the fermen-
tation of glucose without production of gas, oxidase
negative activity, alkaline phosphatase presence,
negative indol production, and negative urea or
gelatin hydrolysis seem to be uniform features of H.
paragallinarum.*® This bacterium could be differen-
tiated from other Gram negative bacteria from diffe-
rent genera by its incapability to produce formazan
from 3,3,5-triphenyl-tetrazoil chlorhydrate (TTC).*
While this test is not widely used, its inclusion would
be very advantageous for the identification of this
bacterial species.

Antimicrobial susceptibility

Early studies of the antimicrobial susceptibility in
H. paragallinarum have been mainly performed by

cadena respiratoria. Ademas, se mostré una tenden-
cia en la reduccién de ubiquinona en favor de la dis-
metilmenaquinona cuando se cultivé en presencia
de fumarato.**

En H. paragallinarum se han identificado receptores
de transferrina bacterianos, proteinas de membrana
externa homélogas a la Thpl y Tbp2 de otros agentes
patégenos, que se unen a terminaciones especificas de
la ovotransferrina, y permiten la utilizacién del hierro
para su crecimiento.””®

Propiedades bioquimicas

Bioquimicamente, H. paragallinarum puede ser dife-
renciado de otros bacilos gram-negativos potencial-
mente patégenos para las aves (Cuadro 1). Se han
evaluado varios métodos para detectar la fermentacién
de carbohidratos en H. paragallinarum. Sin embargo,
mediante el método en placa se obtienen los resultados
mas repetibles.” Usando el método en placa con rojo
de fenol, se estudiaron 92 aislamientos de H. paraga-
llinarum procedentes de varias partes del mundo y 40
aislamientos de México.%%% En ambos estudios, todos
los aislamientos produjeron 4cido a partir de glucosa
y manosa, pero no de arabinosa, celobiosa, dulcitol,
galactosa, inositol, lactosa, melezitosa, melibiosa, rafi-
nosa, ramnosa, ribosa, trehalosa y xilosa. Se observé
variacién en la produccién de acido a partir de mani-
tol, maltosa y sucrosa, y se reconocieron cinco biova-
riantes bioquimicos. En México, Gnicamente se han
reconocido las biovariantes I a IV.%

La capacidad de reducir nitratos a nitritos, la

Cuadro 1
PROPIEDADES BIOQUIMICAS DE Haemophilus’ paragallinarum Y OTRAS BACTERIAS GRAM-
NEGATIVAS PATOGENAS PARA LAS AVES
BIOCHEMICAL PROPERTIES OF Haemophilus paragallinarum AND GRAM-NEGATIVE
BACTERIAL PATHOGENS FOR POULTRY.

Agent
Haemophilus Pasterella Riemerella Paterella Ornithobacterium
Reaction
paragallinarum multocida anatipestifer gallinarum rhinotracheale
Nitrate reduction + + - + -
Catalase - + + + -
Oxidase - + + + +
Urease - - + - -
Indol - H ., - -
B-galactosidase + +/- - +/- +

Lysine decarboxiyase - -

Ornitine decarbolylase - -

From Soriano et.al.108
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the Kirby-Bauer method.”®* Antimicrobial suscep-
tibility of isolates from India were studied using this
method.”* The microdilution broth technique has
been also used for testing the antimicrobial sus-
ceptibility of this bacterium, which appears to be
more precise and repeatable technique.®” A total of
92 isolates from several countries were sensitive to
ampicillin, erythromycin and penicillin and showed
variable susceptibility to neomycin, streptomycin
and tetracycline, allowing the recognition of five sus-
ceptible biovars.® Similarly, in a study that included
40 isolates from Mexico,” five biovars described by
Blackall et al.”® were all recognized. Recently, in a
similar study that included 22 isolates from Mexico
and nine reference strains of H. paragallinarum, it
was found that 96.8% of the studied microorganisms
were sensitive to enrofloxacin, and showed variable
susceptibility to oxitetracycline, gentamycin, phos-
phomicin, amoxicillin and trimethoprim, among
other antimicrobials.®®

Serotyping

Initially, by agglutination tests, Page' identified
three serovars in H. paragallinarum isolates, named
as A, B and C. Kume e al.,*” by means of inhibi-
tion-hemagglutination tests, identified seven hema-
gglutinins (HA-1 to HA-7) distributed into three
serogroups (I, II and III). Previous studies have
showed a relationship among the serovars identi-
fied by both methods.”””" Based on these findings
and the further identification of two hemaggluti-
nins,”? Blackall et al.”? combined both methods and
modified the original nomenclature, recognizing
nine serovars distributed into three serogroups as
follows: A-1, A-2, A-3, A-4, B-1, C-1, C-2, C-3, and C-
4. This is a more detailed characterization method
that allows the future inclusion and identification of
new serovars. However, some confusion regarding
the usage of these serotyping methods and scheme
nomenclature still subsists nowadays. Soriano et al.™
proposed the use of the Blackall’s scheme for the
hemagglutinin classification of H. paragallinarum, in
order to have a unified criteria for epizootiological
studies and practices.

Based on the Page’s scheme, serovars A, B and C
have been reconized in Argentina,* Brazil,” Egypt,”
Spain,” United States of America," Philippines,”
Indonesia,” Mexico® and South Africa;” serovars A
and B in Germany™® and China;*"* serovars A and C
in Japan,* Malaysia,** Australia® and India;*® and
only the serovar C in Taiwan.*’

Based on Blackall’s scheme, the following serovars
have been identified: A-1, B-1 and C-2 in United States
of America,’*7 A-4, C-2 and C-4 in Australia,”>” A-1,
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fermentacién de glucosa sin la produccién de gas, y
la actividad negativa de la oxidasa, asi como la pre-
sencia de la enzima fosfatasa alcalina y la falla de
producir indol o hidrolizar urea o gelatina, parecen
ser caracteristicas uniformes en H. paragallinarum.*®
Esta bacteria se puede diferenciar de la mayoria de
las bacterias gramnegativas de otros géneros, por
su incapacidad para producir formazidn a partir
del clorhidrato de 3,3,5-trifenil-tetrazolio (TTC).*
Si bien esta caracteristica todavia no tiene un uso
difundido, es un método muy practico, por lo que
es recomendable incluirla en el diagnéstico de esta
especie bacteriana.

Susceptibilidad a antimicrobianos

Los estudios iniciales de la susceptibilidad antimicro-
biana de H. paragallinarum se han realizado mediante
el método de Kirby-Bauer.”** Empleado este método
se estudié la susceptibilidad antimicrobiana de ais-
lamientos de India.®® También se ha empleado la
técnica de microdilucién en caldo en el estudio de la
susceptibilidad antimicrobiana de esta bacteria, que
parece ser mas precisa y repetible.”” Un total de 92
aislamientos procedentes de varias partes del mundo,
fueron sensibles a la ampicilina, eritromicinay penici-
lina, y mostraron susceptibilidad variable a la neomi-
cina, estreptomicinay tetraciclina, lo cual permitié el
reconocimiento de cinco biovares de susceptibilidad
en los aislamientos estudiados.®? De forma similar, en
un estudio que incluy6 40 aislamientos de México®™
se identificaron las cinco biovariantes de susceptibi-
lidad descritas por Blackall et al.®* Recientemente,
en un estudio similar que incluyé 22 aislamientos
de México y nueve cepas de referencia de H. paraga-
llinarum, 96.8% de los microorganismos estudiados
fueron sensibles a la enrofloxacina, y mostraron sus-
ceptibilidad variable a la oxitetraciclina, gentamicina,
fosfomicina, amoxicilina y trimetoprima, entre otros
antimicrobianos.®®

Serotipificacion

Inicialmente, mediante pruebas de aglutinacién en
placa, Page' identifico tres serovariedades en aisla-
mientos de H. paragallinarum, designadas como A, B
y C. Posteriormente, Kume et al.,’ mediante pruebas
de inhibicién de la hemoaglutinacién, identificaron
siete hemoaglutininas (HA-1 a HA-7) distribuidas en
tres serogrupos (I, II y III). Estudios previos mos-
traron una relacién entre las serovariedades iden-
tificadas mediante ambos métodos.””! Con base en
lo anterior y en la identificacién de dos hemoaglu-
tininas adicionales,” Blackall et al”™ combinaron
estos métodos y modificaron la nomenclatura para



B-1, C-2 and C-3 in South Africa,69,72 A-1 and C-1
in Japan,®*’ A-3 in Brazil,* C-3 in Zimbabwe,* and
A-1, A-2, B-1 and C-2 in Germany® " and Mexico.”
Here, distribution of Kume serovars is as follows: A-1,
A-2, B-1 and C-2 in Jalisco, A-1 and A-2 in the state
of Mexico, B-1 and C-2 in Puebla, A-2 in Michoacan,
C-2 in Morelos and B-1 in Sonora and Yucatan.*’

Antigenic structure

Hinz* described a heat-labile type-specific antigen
and a heat-stable common antigen for strains of the
serovars A and B. Sawata et al.®® identified two, sero-
var-specific, heat-labile, trypsin-sensitive antigens
designated L1 and L2. They also, identified three
common antigens between the two serovars: L3,
heat-labile and trypsin-sensitive; HL, heat-labile and
trypsin-resistant; and HS, heat-stable and trypsin-
resistant. Several studies on H. paragallinarum showed
correlation between agglutinating serovar and immu-
notype specificity.”*

Kato et al.” were the first to describe hemagglu-
tinating activity in H. paragallinarum isolates. The
pathogenicity and immunogenicity of these strains,
are both directly correlated with the hemagglutina-
ting ability of this bacterium.” Hence, the strains
used for vaccine production have to hemagglutinate
in order to confer good protection and it is also very
important to use the hemagglutination test to clas-
sify vaccine strains. These antigens are essential for
protection, and both serovar type and variant anti-
gens have to be included in bacterin formulations.
Although it is possible to isolate non-pathogenic field
strains of H. paragallinarum from carrier non-diseased
chickens or to find spontaneously laboratory mutated
strains, all of them lack protective activity because
they do not induce hemagglutinating antibodies and,
therefore, these strains could not be used as attenua-
ted live vaccines.

The pathogenic strains of serovars A, B and C
have antigenic determinants with hemagglutinating
activity for erythrocytes from several animal species,
even if they are phylogenetically distant.”* While all
bacterial suspensions of serovar A strains agglutinate
at once fresh erythrocytes from several animal species,
some bacterial suspensions of serovars B and C have
to be previously treated, either chemically, physically,
or in both ways, to elicit hemagglutinating activity.”
97 Moreover, non-hemagglutinating bacterial suspen-
sions inactivated with thimerosal, kept during seven
to ten days under refrigeration, may elicit hemagglu-
tinating activity as bacteria become old (Terzolo, non-
published data). These strains that after treatment
or cold aging acquire hemagglutinating ability have
actually masked these hemagglutinating antigens by

reconocer nueve serovariedades distribuidas en tres
serogrupos asi: A-1, A-2, A-3, A-4, B-1, C-1, C-2, C-
3 y C-4. Este es un método de caracterizacion mas
detallado que permite la inclusién de serovariedades
conforme se vayan identificando. Sin embargo, a la
fecha existe confusién en el empleo y nomenclatura
de estos esquemas de serotipificacién. Soriano et al.”*
han propuesto la utilizacién del esquema de Blackall
para la clasificacién serolégica de hemoaglutininas de
H. paragallinarum, que permite un criterio unificado
para estudios y pricticas epizootiolégicas.

En el esquema de Page se han reconocido las
serovariedades A, B y C en Argentina,* Brasil,”
Egipto,” Espafia,”® Estados Unidos de América,"
Filipinas,” Indonesia,”® México®™ y Sudéfrica.” Las
serovariedades A y B en Alemania® y China.*"®
Las serovariedades A y C en Jap6n,*” Malasia,™
Australia® e India,*® y tinicamente la serovariedad C
en Taiwan.*’

Con base en el esquema de Blackall, se han
identificado las serovariedades A-1, B-1 y C-2 en
Estados Unidos de América,””” A-4, C-2 y C-4 en
Australia,”*” A-1, B-1, C-2 y C-3 en Sudafrica,*" A-1
y C-1 en Japén,® 7 A-3 en Brasil,*” C-3 en Zimbabwe®*®
y A-1, A-2, B-1 y C-2 en Alemania®™” y México.”’
Aqui la distribucién de las serovariedades de Kume
es la siguiente: A-1, A-2, B-1 y C-2 en Jalisco, A-1 y
A-2 en el Estado de México, B-1 y C-2 en Puebla, A-
2 en Michoacan, C-2 en Morelos y B-1 en Sonora y
Yucatén.”

Estructura antigénica

Hinz* describi6 un antigeno termolabil de tipo espe-
cifico y un antigeno termoestable de tipo comtin en
cepas de las serovariedades Ay B. Sawata et al.** iden-
tificaron dos antigenos de tipo especifico, termoldbi-
les y sensibles a la tripsina, designados como L1y L2.
Asimismo, identificaron tres antigenos comunes para
las dos serovariedades: L3, termolabil y sensible a la
tripsina; HL, termolabil y resistente a la tripsina; y
HS, termoestable y resistente a la tripsina. Otros estu-
dios han mostrado correlacién entre la especificidad
de las serovariedades aglutinantes y la inmunovarie-
dad de H. paragallinarum.”®**

Kato et al.” describieron por primera vez la capa-
cidad hemoaglutinante en aislamientos de H. para-
gallinarum. La patogenicidad e inmunogenicidad de
las cepas estan directamente correlacionadas con
la capacidad hemoaglutinante.” Es por ello que las
cepas usadas en las bacterinas deben hemoagluti-
nar para ser protectoras y es muy importante usar
la prueba de hemoaglutinacién para clasificar a las
cepas vacunales, puesto que estos antigenos son cru-
ciales en la proteccién, y sus tipos y variantes deben
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other superficial antigens or capsules, such as hya-
luronic acid, which after maceration discloses the
hidden hemagglutinins. Nevertheless, in other cases,
strains of serovars B or C are able to produce direct
hemagglutination without any previous treatment, as
reported by Soriano® and Eaves et al.,”” who observed
hemagglutinating activity in bacterial strains from
the three serovars.

Two types of hemagglutinins (HA) were identified
in the 221 strain of H. paragallinarum. Type 1 HA had
biological and immunological properties similar to
serovar-specific agglutination antigen L1. Type 2 HA
had similar characteristics to the serovar-common
agglutination antigen HL.” Subsequently, it was
determined that type 1 HA was a serovar A-specific
antigen and type 2 HA was a serovar-common anti-
gen, which comprises the three serovars.'” Similarly,
Sawata et al.'” described three HA antigens located
onto the outer membrane of serovar A strains. These
antigens were named as HA-L1, HA-HL, and HA-HS
because their biologic and immunological properties
were similar to the agglutination antigens L, HL, and
HS respectively. Antigens HA-L1 and HA-HL were
found to correspond to type 1 and 2 HA discovered
by Yamaguchi and Iritani.”® In the same way as the
agglutination antigen L1, the HA-L1 antigen induced
serovar-specific protective immunity in vaccinated
chickens.”!"?

Iritani et al.™ extracted a heat-labile polysaccha-
ride antigen from a serovar 2 strain that had simi-
lar properties to the serovar C-specific antigen L2.
In contrast to type 1 HA of serovar A, this C anti-
gen failed to display hemagglutination activity. Also,
these investigators extracted a lypopolysaccharide
antigen able to inhibit the hemagglutination of H.
paragallinarum type 1 HA.'"* Similarly, Bragg et al.,'”
by means of a monoclonal antibody panel, showed
that both lypopolisaccharide and protein antigens,
are important antigenic structures.

1103

Cellular characterization

Mouahid et al.'® characterized the whole cell carbo-
hydrates, fatty acids, and phospolipids composition of
H. paragallinarum. The main carbohydrates identified
were ribose, glucose, galactose and glucosa-mine, glu-
coheptose, while a small number of strains also showed
2-keto-3-deoxyoctonate and n-glycolyc neuraminic
acid. Tetradecanoic acid (14:0), a mono-unsaturated
hexanoic acid (16:1 cis) and n-hexadecanoate (16:0),
represented 90% of the total fatty acids identified.
The main phospholipids were identified as phosphati-
dyl-ethanolamine (80%), lysophosphatidyl-ethanola-
mine (10%) and phospha-tidyl-glycerine (10%).
Blackall et al'” characterized the outer mem-
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estar muy bien representados en la formulacién anti-
génica que se emplee para las bacterinas. Si bien es
posible aislar cepas de campo de H. paragallinarum
totalmente apatégenas de aves portadoras que no
tienen enfermedad, o encontrar mutantes esponta-
neas en el laboratorio, todas ellas carecen de poder
protector por no inducir la produccién de anticuer-
pos hemoaglutinantes y, por tanto, tampoco podrian
ser usadas como vacunas atenuadas.

Las cepas patégenas de las serovariedades A, B
y C poseen determinantes antigénicos con capaci-
dad hemoaglutinante de eritrocitos de varias espe-
cies animales, aun distantes filogenéticamente.” Sin
embargo, suspensiones bacterianas de la serovarie-
dad A hemoaglutinan eritrocitos frescos de varios
animales, mientras que tanto eritrocitos como la sus-
pensién bacteriana de cepas de las serovariedades B
y C deben ser tratadas por medios fisicos o quimicos,
o ambos, para expresar actividad hemoaglutinante.”
9 También es posible realizar suspensiones con las
cepas que no hemoaglutinan, inactivarlas con time-
rosal y conservarlas de siete a diez dias en refrigera-
cién, para comprobar luego que por envejecimiento
algunas de ellas se pueden tornar hemoaglutinantes
(Terzolo, datos no publicados). Estas cepas que luego
del tratamiento o del envejecimiento adquieren capa-
cidad hemoaglutinante, en realidad han tenido estos
antigenos ocultos por otros méis superficiales o cap-
sulares, como el acido hialurénico, que al macerarse
exterioriza a las hemoaglutininas. En otros casos,
cepas de la serovariedad B o C aglutinan sin trata-
miento alguno, como lo informaron Soriano™y Eaves
et al.,” quienes detectaron actividad hemoa-gluti-
nante en cepas de las tres serovariedades.

Dos tipos de hemoaglutininas (HA) se han iden-
tificado en la cepa 221 (A-1) de H. paragallinarum.
La HA tipo 1 presenté propiedades biolégicas e
inmunolégicas similares al antigeno aglutinante L1
especifico de serovariedad. La HA tipo 2 present6
caracteristicas similares al antigeno aglutinante
HL, comtGn entre serovariedades.”®% Posterior-
mente se determiné que la HA tipo 1 era especi-
fica de la serovariedad A, y que la HA tipo 2 era
un antigeno formado por las tres serovariedades.'”
De forma similar, Sawata et al.'® describieron tres
tipos de HA localizados en la membrana externa
de cepas pertenecientes a la serovariedad A. Los
antigenos fueron nombrados como HA-L1, HA-HL
y HA-HS debido a que sus propiedades biol6gicas
e inmuno-légicas fueron similares a las observadas
en los antigenos aglutinantes L, HL y HS, respec-
tivamente. Se encontré que los antigenos HA-L1 y
HA-HL correspondian a las HA tipos 1 y 2 descu-
biertas por Yamaguchi e Iritani.”” De forma simi-
lar al antigeno aglutinante L1, el antigeno HA-LI



brane proteins (OMP) of reference 0083 (serovar A-
1), 0222 (B-1) and Modesto (C-2) strains, and also
included the Australian HP31 (C-2) isolate. The main
OMP were identified and named from A to H. Weight
range was estimated from 26500 kDa (G) up to 87000
kDa (A). OMP H (31 500 kDa) was only identified in
HP31 isolate.

Conclusion

H. paragallinarum bacterium has phenotypic characte-
ristics that allow it to be identified and differentiated
from other bacterial pathogens of chickens. Based on
NAD requirements and related properties, is likely
that the taxonomic classification of this microorga-
nism will change. However, both NAD dependent
and independent isolates of this Gram negative bacte-
rium, only reported in South Africa and Mexico, are
regarded as the etiologic agents of infectious coryza.
Furthermore, hemagglutinins of H. paragallinarum
are recognized as the main antigenic structures.
Nine serovars distributed into three serogroups in
the Blackall’s scheme are currently recognized. The
role of these bacterial structures in pathogenesis and
immunogenicity, as well as prevention and control of
infectious coryza will be discussed in a future review
paper for this journal.
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indujo inmunidad especifica de serovariedad en
pollos inmunizados.”'"

Iritani et al.'™ extrajeron un antigeno polisacéarido,
termolabil, a partir de una cepa de la serovariedad 2,
que presenté propiedades similares al antigeno L2
especifico de la serovariedad C. De forma inversa a
la HA tipo 1 de la serovariedad A, este antigeno no
mostré actividad hemoaglutinante. Asimismo, extra-
jeron un antigeno lipopolisacirido capaz de inhibir
la hemoaglutinacién de la HA tipo 1 de H. paragalli-
narum.'"* De forma similar, Bragg et al.'” mediante un
panel de tres anticuerpos monoclonales, mostraron
que los antigenos de tipo lipopolisacirido y protei-
nico son estructuras antigénicas importantes.

Caracterizacion celular

Mouahid et al.'’® caracterizaron la composicién de
carbohidratos, acidos grasos y fosfolipidos de H. para-
gallinarum. Los principales carbohidratos identifica-
dos fueron ribosa, glucosa, galactosa y glucosamina,
glucoheptosa, mientras que un nimero menor de
cepas exhibieron también 2-keto-3-desoxioctano y
n-acido glicolilneuraminico. El 4cido tetradecanoico
(14:0), un 4cido hexanoico monoinsaturado (16:1 cis)
y n-hexadecanoato (16:0), representaron 90% de los
acidos grasos totales identificados. Los principales
fosfolipidos identificados fueron fosfatidil-etanola-
mina (80%), lisofosfatidil-etanolamina (10%) y fosfa-
tidil-glicerina (10%).

Blackall et al'"” caracterizaron las proteinas de
membrana externa (OMP, por sus siglas en inglés,
outer membrane protein) de las cepas de referencia
0083 (serovariedad A-1), 0222 (B-1) y Modesto (C-2),
incluyendo el aislamiento australiano HP31 (C-2).
Las principales OMP fueron designadas de A a H. El
rango de pesos estimado fue de 26 500 (G) hasta 87
000 kDa (A). La OMP H (31 500 kDa) estuvo presente
unicamente en el aislamiento HP31.

Conclusion

La bacteria H. paragallinarum posee caracteristicas
fenotipicas que permiten identificarla y diferenciarla
de otras bacterias patégenas para los pollos. Con
base en los requerimientos de NAD y otras propie-
dades relacionadas, es probable que la clasificacién
taxonémica de este microorganismo cambie en un
futuro. Sin embargo, aislamientos de esta bacteria
gramnegativa, tanto dependientes como indepen-
dien-tes de este factor de crecimiento, identificados
unica-mente en Sudafrica y México, son considerados
agentes etioldgicos de la coriza infecciosa. Asimismo,
las hemoaglutininas de H. paragallinarum son recono-
cidas como las estructuras antigénicas principales. A
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