VeterinariaMéxico

Volumen Namero Julio-Septiembre
volume 35 Number 3 siy-spenter 2004

Articulo:

Epizootiologia, prevencion y control de
la coriza infecciosa

Derechos reservados, Copyright © 2004:
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM

Otras secciones de Others sections in
este sitio: this web site:

O indicedeestenimero [ Contents of this number
0 Mésrevistas O Morejournals

0 Busqueda 0 Search

@edigraphic.com


http://www.medigraphic.com/espanol/e-htms/e-vetmex/e-vm2004/e-vm04-3/e1-vm043.htm
http://www.medigraphic.com/espanol/e-htms/e-imss/e-im2004/e-im04-3/e1-im043.htm
http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/espanol/e-buscar/e1-busca.htm
http://www.medigraphic.com/ingles/i-htms/i-vetmex/i-vm2004/i-vm04-3/i1-vm043.htm
http://www.medigraphic.com/ingles/i1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/ingles/i-buscar/i1-busca.htm
http://www.medigraphic.com

Epizootiologia, prevencion y control de la coriza infecciosa

Epizootiology, prevention and control of infectious coryza

Edgardo Soriano Vargas*
Horacio Rail Terzolo**

Abstract

In the present paper, the epizootiology of infectious coryza, an upper respiratory tract disease of poultry
is reviewed. The disease is characterized by sneezing, nasal discharge and faciaf/swelling. However, very
virulent strains have also been described as causing lesions of pneumonia, airsacculitis and arthritis.
Pathogenic mechanisms and virulence factors of etiologic agent, Haemophilus paragallinarum, identified
at the date, are described. Furthermore, particular emphasis is made concerning the diagnosis of the
disease and identification of the causal agent. Also, prevention and control strategies of the disease are
reviewed.
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Resumen

Aqui se revisa la epizootiologia de la coriza infecciosa, enfermedad del tracto respiratorio superior de
los pollos, que se caracteriza por estornudo, descarga nasal e inflamacion facial. Se han descrito cepas
muy virulentas que causan lesiones de neumonia, aerosaculitis y artritis. Se describen los mecanismos
de patogenicidad y virulencia de Haemophilus paragallinarum. Ademas, se enfatiza el diagnéstico de la
enfermedad e identificaciéon del agente causal, y se revisan estrategias de prevencién y control de la
enfermedad.
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Introduction

nfectious coryza is an upper respiratory tract

disease of chickens, characterized by producing

nasal discharge, sneezing, and facial swelling.
The bacterium Haemophilus paragallinarum is the etio-
logic agent of the disease. Economic impact of disease
result from losses in poultry, due to growth retarda-
tion, increased number of culls and predisposing to
chronic complicated disease. Egg production is con-
siderably drops in laying flocks.'

Epizootiology
Natural and experimental hosts

Chicken (Gallus gallus) is the natural host for H. para-
gallinarum and birds of all ages are susceptible.' It has
been reported that this bacterium was isolated from
quail®® and some psittacines.*” In addition signs of
coryza and sinusitis were observed in three experi-
mentally infected turkeys, these lesions were similar
to the ones observed in chickens inoculated with the
same bacterial culture.® However, other bacteriologi-
cal conclusive studies showing evidence the presence
and susceptibility to Haemophilus paragallinarum in other
avian species have not been carried out. Rabbits,
guinea pigs, mice, sparrows, ducks’ and pigeons6 are
refractory to experimental infection.

Transmission, carriers, and vectors

The main reservoir of infection is the chicken itself,
chronic or healthy carrier birds are both involved.®
Infectious coryza outbreaks are more frequent during
the fall and winter.” Sparrows (Paser paser) have impli-
cating as vectors. Some epidemiological studies sug-
gest air-borne transmission as a possible mechanism
for introducing this microorganism into isolated
farms."

Incubation period

The incubation period of infectious coryza varies bet-
ween 24 to 48 h after experimental inoculation of sus-
ceptible birds with an live culture of H. paragallinarum
or infectious exudates. The incubation period may be
variable according to each particular experimental
exposure condition: 24 h, intrasinusal inoculation;
48 h, nasal instillation; 72 h, birds in cages; 4 days,
infected-water contact, and 6 to 14 days by air-borne
transmission."
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Introduccion

a coriza infecciosa es una enfermedad del

tracto respiratorio superior de los pollos, se

caracteriza por producir descarga nasal, estor-
nudo e inflamacién facial. El agente etiolégico de esta
enfermedad es la bacteria Haemophilus paragallinarum.
El impacto econémico de esta enfermedad 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 predisposicién a
la enfermedad respiratoria crénica complicada. En
gallinas de postura, la produccién de huevo puede
reducirse considerablemente.'

Epizootiologia
Hospederos naturales y experimentales

Los pollos y gallinas (Gallus gallus) son hospederos
naturales de H. paragallinarum, susceptibles en todas
las edades.! No obstante, existen informes del aisla-
miento de esta bacteria en codornices®’ y psitacidos.*”
Tres pavos mostraron signos de coriza y sinusitis
similares a los observados en pollos desafiados expe-
rimentalmente con el mismo cultivo.® Sin embargo,
no se han efectuado estudios bacteriol6gicos defini-
tivos que evidencien presencia y susceptibilidad de
otras especies aviares a H. paragallinarum. Los cone-
jos, cobayos, ratones, gorriones, patos’ y palomas®son
refractarios a la infeccién experimental.

Transmision, portadores y vectores

Los principales reservorios de infeccién son aves con
infeccion crénica y portadores sin signos.® Los brotes
de coriza infecciosa ocurren frecuentemente en otoiio
e invierno.” No se ha demostrado que los gorriones
silvestres (Paser paser) estén implicados como vectores;
sin embargo, estudios epidemiol6gicos sugieren que
este microorganismo puede ser introducido en gran-
jas aisladas por via aérea."

Periodo de incubacion

El periodo de incubacién de la coriza infecciosa es de
24 a 48 h después de la inoculacién de aves con cultivo
vivo o exudado infeccioso. De manera experimental,
el periodo de incubacién puede ser variable de
acuerdo con ciertas condiciones de exposicién: 24
h, inoculacién intrasinusal; 48 h, instilacién nasal;
72 h, aves en jaula; cuatro dias, contacto con agua
infectada y seis a 14 dias por transmisién aérea."



Signs

Characteristic signs of infectious coryza include
serous or mucous nasal exudates, sneezing, swelling
of infraorbital sinuses, facial edema, and conjunctivi-
tis.' The swelling of wattles is mainly evident in males
(Figure 1). Also, tracheal rales may be listened when
the lower respiratory tract is affected.

In some cases, when H. paragallinarum causes res-
piratory disease together with other infectious agents,
a severe clinical outcome may be produced. The most
common agents are: Mycoplasma sinoviae,”> M. galli-
septicum,l3 Ornithobacterium rhinotracheale,'*'>  Escheri-
chia coli, Salmonella spp, Pasteurella spp and infectious
bronchitis virus,'*'"” among others. Malkinson et al.'®
reported cases of H. gallinarum associated with Chla-
mydia psittaci and smallpox virus in broiler breeders.
However, association with Pasteurella gallinarum may
be frequently found, a bacterium that may appear
after the acute phase of infectious coryza, causing
a severe purulent panoftalmy and caseous material
contents into the parasanal sinuses."”

Chickens may have diarrhea, and feed and water
consumption are usually decreased. A bad growing
performance in broiler flocks may be registered.
More commonly found is a marked egg production
drop in laying hen flocks; in very severe cases a
decreased of up to 58.7% have been reported."

Morbidity and mortality

Clinically, classic infectious coryza is usually cha-
racterized by high morbidity and low mortality
rates.! In addition, non-classic clinical outbreaks
with high mortality caused by H. paragallinarum
per se have also been reported. Losses due to per-
sistent mortality and culling were up to 2%-5%
in both growing and layer flocks."” In these cases,
H. paragallinarum was isolated from liver, kidney,
and particularly from tarsus and internal contents
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Signos

Los signos caracteristicos de la coriza infecciosa
incluyen exudado nasal seroso o mucoso, estornudo,
inflamacién de senos infraorbiarios, edema facial y
conjuntivitis.' La inflamacién de barbillas puede ser
particularmente evidente en machos (Figura 1). Tam-
bién se puede escuchar estertor traqueal cuando las
aves tienen afectado el tracto respiratorio inferior.

Se ha observado un cuadro respiratorio mas
severo en casos donde se asocia H. paragallinarum con
otros agentes: Mycoplasma sinoviae,'® M. gallisepticum,l3
Ornithobacterium rhinotracheale,"*"> Escherichia coli, Sal-
monella spp, Pasteurella spp y virus de la bronquitis
infecciosa,'®” entre otros. Malkinson et al.'® infor-
maron la asociacién de H. gallinarum con Chlamydia
psittaci y el virus de la viruela aviar en reproductores
pesados. Sin embargo, parece muy comun la asocia-
cién con Pasteurella gallinarum, bacteria que puede
aparecer luego de la fase aguda de la coriza infecciosa
y causa panoftalmia purulenta y contenido de 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 mala utilidad de la parvada;
en gallinas de postura la reduccién en la produccién
de huevo puede llegar a 58.7%."

Morbilidad y mortalidad

La coriza infecciosa clésica esta generalmente carac-
terizada por alta morbilidad y baja mortalidad.' Sin
embargo, se ha informado de cuadros clinicos atipicos
donde H. paragallinarum per se ha causado mortalidad.
En parvadas de pollos de engorda y gallinas de pos-
tura, las pérdidas debidas a mortalidad persistente y
eliminacién de aves fue de 2%-5%."7 En estos casos,
H. paragallinarum fue aislado a partir de higado, rifién
y especialmente de la articulacién del tarso y globos
oculares, ell indica septicemia. Droual et al.* descri-

Figura 1. Pollo infectado artificialmente con Haemophilus para-
gallinarum. Se observa coriza, inflamaciéon de seno infraorbitario
y edema de barbilla

Artificially infected chicken Haemophilus paragallinarum. Coryza,
swelling of infraorbital sinus, and wattle edema are observed.
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of eyeballs indicatinga septicemia. Droual et al.*
described condemnations of broilers in the slaug-
hterhouse, mainly due to fibrinopurulent cellulitis
lesions of the head and wattles together with air-
sacculitis. Bland et al”' informed the most severe
infectious coryza outbreak recorded until now in a
laying complex located the California area. During
a period of 13 weeks, mortality varied from 8% up
to 64% and egg production dropped from an ave-
rage of 77% to only 15%.

Macroscopic and microscopic findings

Chickens affected with H. paragallinarum have serous
or mucous exudates in their nasal cavity and infraor-
bital sinuses.” In the mucosal membranes of these
tissues, hydropic or edematous inflammation (acute
catarrhal inflammation) is observed. Also, subcuta-
neous edema in the periorbital area and wattles is
observed (Figure 2).*> Microscopic changes are limi-
ted to mucosal surfaces of nasal passages and infraor-
bital sinuses. The primary lesion consist of a citotoxic
effect in the epithelium and a marked stimulation of
intraepithelial globet cells activity.** Also, a marked
mast cell infiltration into the mucosal membranes of
the nasal cavity is observed. The secreted products
from mast cells, heterophils and macrophages are
responsible for the severe vascular changes and cellu-
lar damage that lead to coryza.”> However, it is still
not well understood the pathogenesis of H. paragalli-
narum in the infectious coryza.

Molecular epizootiology

In addition to serotyping and biotyping, Blackall ez
al® included restriction endonucleases to study 16
cases of infectious coryza from northern New South
Wales, Australia. These endonuclease patterns allo-
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bieron descartes en matadero de pollos de engorda
por lesiones de celulitis fibrinopurulenta de la cabeza
y barbillas y aerosaculitis. Bland et al*' informaron
que en un complejo de gallinas de postura en Cali-
fornia, durante un periodo de 13 semanas, la morta-
lidad vari6 del 8% al 64% y la produccién de huevo
cay6 de un promedio de 77% a tan sélo 15%, en el
brote de coriza infecciosa mas severo registrado a la
fecha en esta area.

Hallazgos macroscopicos y microscopicos

En pollos infectados con H. paragallinarum, la cavi-
dad nasal y senos infraorbitarios presentan exudado
seroso o mucoso.” Las membranas mucosas de estos
sitios se observan congestionados con inflamacién
hidrépica o edematosa (inflamacién catarral aguda).
También se observa edema en el tejido subcutdneo
de la region periorbital y de las barbillas. Los cam-
bios microscépicos se limitan principalmente a la
mucosa de los pasajes nasales y senos infraorbitarios.
La lesi6én bdsica observada es un infiltrado inflama-
torio de la mucosa respiratoria con indicacién de un
efecto citotéxico en el epitelio y marcada estimula-
ci6n de las glandulas mucosas intraepiteliales.” Tam-
bién se observa infiltracién marcada de mastocitos
en la lamina propia de las membranas mucosas de la
cavidad nasal. Los productos de los mastocitos, hete-
rofilos y macréfagos pueden ser responsables de los
cambios vasculares severos y el dafio celular que con-
duce a coriza.” Sin embargo, ain no se comprende
bien la patogenia de H. paragallinarum en la coriza
infecciosa.

Epizootiologia molecular

De forma adicional a pruebas de serotipificacion
y biotipificacion, Blackall et al.® incluyeron endo-

Figura 2. Descripciéon del procedimiento para la
obtencion de Haemophilus paragallinarum a partir de
senos infraorbitarios de aves con coriza infecciosa.
Detailed Haemophilus paragallinarum isolation proce-
dure from an infraorbital sinus of infectious coryza dis-
eased chicken.



wed the recognition of three groups of related out-
breaks. These results showed that the farms may have
a chronic infection caused by an unique H. paraga-
llinarum strain, which intermittently appears. This
study also showed that replacement pullets are the
main source of infectious coryza.

Similarly Miflin et al.,* characterized a total of
15 NAD-independent H. paragallinarum, isolated
since 1989 in South Africa by means of serotyping,
biotyping, restriction endonuclease analysis and
rybotyping. All isolates were serovar A and showed
an unique restriction endonuclease and rybotyping
pattern, which was different from the ones obtained
when NAD-dependent isolates were analyzed before
1989. Based on these results, the authors suggested
that the NAD-independent isolates belong to a classi-
cal strain clon. Similarly, the molecular epidemiolo-
gical rybotyping was performed for 12 serovar A H.
paragallinarum strains, isolated from five infectious
coryza outbreaks in the Chinese Province of Hebei.*
The results showed four rybotyping patterns, which
were matched to the epidemiological history of these
isolates, confirming the existence of H. paragallinarum
genetic diversity in China.

A total of 15 Blackall serovar isolates of H. para-
gallinarum were studied by means of the ERIC-PCR
technique in Mexico by Soriano and Blackall.”” Two
ERIC profiles were showed for the serovar A-1 isola-
tes; one for the serovar A-2 isolate; three for serovar
B-1 isolates, and two for the serovar C-2 isolates. A
relationship between the serovar and the ERIC pro-
file was established based on the origin of isolates.
The authors concluded that the ERIC-PCR technique
could be a rapid laboratory tool for epidemiological
characterization of H. paragallinarum.

Pathogenicity and virulence

As previously mentioned, the hemagglutinating
antigens, or hemagglutinins, are structures that are
mainly related to the antigenicity, pathogenicity, and
immunogenicity of H. paragallinarum. In this way, a
non-hemagglutinating variant strain, which is unable
to hemagglutinate (even after laboratory treat-
ments or aging) is also unable to produce infectious
coryza after instillation or inoculation of susceptible
birds.*®* Takagi et al.’® purified this hemagglutinin,
using affinity chromatography and monoclonal anti-
bodies, and demonstrated its crucial immunogenic
role when they achieved protection in susceptible
birds challenged with a pathogenic strain by previo-
usly immunizing the birds with the purified hema-
gglutinin by intramuscular route. Furthermore, this
active protection was completely dependent on the
hemagglutination-inhibition antibodies present in

nucleasas de restriccién en el estudio epidemiolégico
de 16 casos de coriza infecciosa en el norte de New
South Wales, Australia. El perfil obtenido permitié
reconocer tres grupos de brotes relacionados. Los
resultados indicaron que las granjas pueden tener
infeccién crénica causada por una sola cepa de H.
paragallinarum que reaparece a intervalos. Este estu-
dio también mostré la primera evidencia detallada
de que las aves de reemplazo son la mayor fuente de
coriza infecciosa.

De forma similar, Miflin et al.?® caracterizaron
15 aislamientos de H. paragallinarum independien-
tes de NAD obtenidos a partir de 1989 en Sudafrica,
mediante serotipificacién, biotipificacién, analisis
con endonucleasas de restriccién y ribotipificacién.
Todos los aislamientos fueron serovariedad A y mos-
traron un inico patrén en el analisis con endonucle-
sas de restriccién y ribotipificacién, que fue diferente
a los patrones de aislamientos dependientes de NAD
obtenidos antes de 1989. Basados en lo anterior, los
autores sugirieron que los aislamientos indepen-
dientes de NAD corresponden a clones de las cepas
clasicas. En un estudio similar, mediante perfiles
de ribotipi-ficacién se establecié la epidemiologia
molecular de 12 aislamientos (serovariedad A) de H.
paragallinarum obtenidos en cinco brotes de coriza
infecciosa en Hebei, China.? Los resultados obteni-
dos mostraron cuatro perfiles de ribotipificacién, los
cuales se correspondieron con la historia epidemio-
légica de los aislamientos, confirmando que existe
diversidad genética en la poblacién de H. paragalli-
narum de ese pais.

En México, Soriano vy Blackall,”’ mediante la
prueba de ERIC-PCR estudiaron 15 aislamientos
de H. paragallinarum de las serovariedades de Blac-
kall. Los resultados mostraron dos perfiles ERIC en
los aislamientos serovariedad A-1, uno para el aisla-
miento A-2, tres para los aislamientos B-1 y dos para
los aislamientos C-2. Con base en el origen de los
aislamientos, los autores establecieron una relacién
entre la serovariedad y el perfil ERIC obtenido, con-
cluyeron que esta prueba puede ser una herramienta
de laboratorio rapida en la caracterizacién epidemio-
légica de H. paragallinarum.

Patogenicidad y virulencia

Los antigenos hemoaglutinantes, o hemoaglutininas,
son las estructuras principalmente relacionadas con
la antigenicidad, patogenicidad e inmunogenicidad
de H. paragallinarum. Asi, una cepa variante que no
hemoaglutina, aun después de tratamientos o enveje-
cimiento, tampoco produce coriza cuando se instila
o inocula en aves susceptibles.”*’ Takagi et al.”® puri-
ficaron esta hemoaglutina mediante el uso de croma-
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the blood serum. Takagi et al.”** demonstrated a
solid passive protection against challenges with the
homologous strain when specificaly against, mouse
monoclonal antibodies hemagglutinin were adminis-
tered into the peritoneal cavity of chickens. Despite all
these studies were carried out using 221 (A-1) strain
, it is very likely that these results could be extended
and applied to the hemagglutinins of most H. paraga-
{linarum strains.

Bacterial adherence to epithelial cells is regarded
as the first step of infection of the mucosal surfaces.
Adhesins are structures that mediates adhesion to
the complementary cellular structures, the recep-
tors.™ Both in vivo and in vitro positive adherence of
H. paragallinarum to chicken tracheal epithelial cells
have been shown.”** The treatment by an homolo-
gous or heterologous adsorption of H. paragallinarum
bacterial cells, either with rabbit or chicken antisera
or with tracheal washings from immunized chickens,
produce the complete loss of the hemagglutinating
activity and adherence ability of this bacterium to
chicken epithelial cells.”® These results showed that
the hemagglutinin antigens truly are the adhesins
of H. paragallinarum and the hemagglutination-inhi-
bition antibodies that exist in the tracheal washings
really act as neutralizing antibodies. This fact indica-
tes that the specific hemagglutinin receptors located
in both the erythrocytes and the respiratory epithe-
lial cells are the same, or very similar, confirming the
importance of these hemagglutination tests which
indirectly detect the pathogenic ability of a particu-
lar strain of H. paragallinarum to adhere to epithelial
target cells. Following the same methodology it was
showed that the main cellular receptor may be rela-
ted to the carbohydrate D-mannose.”” Among several
Pasteurellaceae members, this carbohydrate have also
been identified as the main cellular receptor.”

Recently, Terry et al.™ reported haemocin pro-
duction, a bacteriocin, from H. paragallinarum. Fur-
thermore, a chromosomal gene encoding for this
haemocin, as well as a plasmid carrying this gene in
an Australian isolate was identified. As pointed out by
these authors, haemocin production by H. paragallina-
rum could be an important colonization factor of the
chicken respiratory sinuses. They showed that isola-
tes of Pasteurella avium, P. volantium and “P. species A”,
are all of them regarded as non-pathogenic bacteria
found in the respiratory tract of chickens, were all
sensitive to this haemocin.

H. paragallinarum is regarded as a primary patho-
genic agent for susceptible chickens." However, spe-
cific discrepancies about the pathogenicity of the
0222 (serovar B-1) strain have subsisted. A lack of
agglutinin antigens and a non-pathogenic outcome
in challenged chickens were reported by Sawata et
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tografia de afinidad y anticuerpos monoclonales y
demostraron su importancia crucial en la inmunoge-
nicidad al inocular con la hemoaglutinina purificada
aves susceptibles por via intramuscular. De este modo
se logré proteccién frente a desafios con una cepa
patégena. Es mds, esta protecciéon activa depende
totalmente de la presencia de anticuerpos humora-
les inhibidores de la hemoaglutinacién en el suero
sanguineo. Ademas, Takagi et al.’** demostraron
que se puede conferir una soélida protecciéon frente
al desafio con la misma cepa, administrando por via
intraperitoneal anticuerpos monoclonales de ratén,
especificamente dirigidos contra las hemoaglutini-
nas; esta vez, mediante un mecanismo de inmunidad
pasiva. Si bien estos ultimos estudios se realizaron
con la cepa 221 (A-1), estos resultados son, con cer-
teza, generales y por extensiéon pueden ser aplicados
a las hemoaglutininas de la mayoria de las cepas de
H. paragallinarum.

Se considera que la adherencia bacteriana a las
células epiteliales es el primer paso en el proceso de
infeccién de las superficies mucosas. Las adhesinas
son las estructuras bacterianas que median la adhe-
rencia a estructuras celulares complementarias, los
receptores.”™ Con base en lo anterior, se ha mostrado
adherencia in vivo e in vitro de H. paragallinarum a
células epiteliales traqueales de pollo.”** De forma
similar, se ha mostrado que bacterias de H. paraga-
llinarum, adsorbidas de manera homoéloga o hete-
réloga con antisueros de conejo o pollo y lavados
traqueales de aves inmunizadas, perdieron la acti-
vidad hemoaglutinante y capacidad de adherencia a
las células epiteliales.” Los resultados obtenidos en
este estudio indican que los antigenos hemoagluti-
nantes son las adhesinas de H. paragallinarumy que
los anticuerpos inhibidores de la hemoaglutinacién
presentes en los lavados traqueales acttian también
como anticuerpos neutralizantes. Este hecho indica
que seguramente los receptores especificos para las
hemoaglutininas de los eritrocitos y las células epi-
teliales del tracto respiratorio son los mismos, o muy
similares, lo cual una vez mas confirma la importan-
cia de las pruebas de hemoaglutinacién, las cuales,
indirectamente, detectan la capacidad de una deter-
minada cepa para adherirse a las células blanco
sobre las que H. paragallinarum especificamente
dirige su accién patégena. Siguiendo esta meto-
dologia, también se mostré que el receptor celular
puede ser principalmente del tipo D-manosa.”” Se
ha comprobado que este carbohidrato es también el
receptor celular para algunos miembros de la fami-
lia Pasteurellaceae.”

Recientemente, Terry et al.”® informaron de la
produccién de hemocina, una bacteriocina, por parte
de H. paragallinarum. Adicionalmente identificaron el
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al” Conversely, Rimler et al.***' showed that 0222
and Spross (B-1) strains were both pathogenic in
challenged chickens, representing one of the three
serovar-related, immunovars identified by the slide
agglutination tests. Similarly, Thornton and Blac-
kall** found that 0222 strain produced serovar-spe-
cific, agglutination antibodies. The pathogenicity
of five serovar B strains that included strains 0222
and Spross, was investigated by Yamaguchi et al.”
Contrasting to the pathogenicity observed with the
other three strains, they found that 0222 strain did
not produce any clinical signs of infectious coryza.
Nevertheless, lesions in the infraorbital sinuses (thic-
kness of mucosal membranes with yellowish exudate)
and isolation of the challenged microorganism were
observed. These results show that 0222 strain is able
to produce infection and also point out that it is pro-
bably a low virulent strain. However, definitive stu-
dies have not been carried out.

Bragg et al.*' recorded several virulence degrees
in chickens challenged with South African isolates
of serovars A-1, B-1, C-2, and C-3. The most severe
disease signs in challenged chickens were produced
by the serovar C-3. In a similar way, Soriano et al.*’
independently challenged chickens with each of the
nine Blackall’s serovar reference strains and showed
that the most severe clinical signs of infectious coryza
were observed when the chickens were inoculated
with the serovars C-1 and C-3.

Sandoval and Terzolo® developed different
experimental disease models to study the
pathogenicity, horizontal spread and invasiveness of
several isolates from Argentina, belonging to serovars
A, B, and C. They showed that the serovar B strains
were consistently very pathogenic causing serious
acute coryza lesions with a high degree of spread
and invasiveness. On the other hand, serovar A and
C strains showed a different pattern: some of them
were very virulent, spreading and invasive; others
were pathogenic but diffuse slowly; some strains
showed low pathogenicity and even a few field strains
were found to be completely non-pathogenic.

Horner et al.*® suggested that NAD-independent
isolates may more frequently cause airsacculitis than
typical H. paragallinarum isolates. Furthermore, it is
thought that these field NAD-independent isolates
are so different from typical strains included in the
standard vaccines that they may produce failures. */

Virulence of NAD-independent isolates of H.
paragallinarum has been also investigated. Bragg®
challenged groups of chickens with NAD-indepen-
dent isolates and evidenced its pathogenicity. Howe-
ver, the clinical signs observed in these chickens
were less severe than the ones produced when chic-
kens were challenged with NAD-dependent strains.

gen cromosémico que codifica para esta hemocina,
asi como un plasmido que porta este gen un aisla-
miento de Australia. Los autores mencionan que la
hemocina producida por H. paragallinarum puede ser
importante en la colonizaciéon de los senos respirato-
rios de los pollos, ya que encontraron que aislamien-
tos de Pasteurella avium, P. volantium y P. especie A,
todos ellos considerados bacterias gramnegativas no
patégenas y que se encuentran en el tracto respirato-
rio superior de pollos que sufren enfermedad respi-
ratoria debida a otros agentes, fueron sensibles a esta
hemocina.

Se considera que H. paragallinarum es un agente
patégeno primario en aves susceptibles.' Sin embargo,
de manera especifica han existido discrepancias en
cuanto a la patogenicidad de la cepa 0222 (serova-
riedad B-1). Sawata et al.” informaron que esta cepa
carecia de antigenos aglutinantes y que no era paté-
gena en pollos desafiados. Sin embargo, Rimler et
al***" mostraron que las cepas 0222 y Spross (B-1)
fueron patégenas en pollos desafiados y que repre-
sentaba una de las tres inmunovariedades relaciona-
das con las serovariedades identificadas por pruebas
de aglutinacién en placa. De forma similar, Thorn-
ton y Blackall** encontraron que la cepa 0222 habia
producido anticuerpos aglutinantes especificos de
serovariedad. Yamaguchi et al.*’ investigaron la pato-
genicidad de cinco cepas serovariedad B, las cuales
incluyeron las cepas 0222 y Spross. A diferencia de
las otras tres cepas, la cepa 0222 no produjo signos
clinicos de coriza infecciosa. Sin embargo, se obser-
varon lesiones (engrosamiento de membranas muco-
sas y exudado amarillento) en senos infraorbitarios
y aislamiento del microorganismo de desafio. Estos
resultados evidencian que la cepa 0222 es capaz de
producir infeccién e indican, probablemente, que es
una cepa de baja virulencia. Sin embargo, no se han
conducido los estudios definitivos al respecto.

Bragg et al.** registraron diferentes grados de viru-
lencia en pollos desafiados con aislamientos suda-
fricanos de las serovariedades A-1, B-1, C-2 y C-3.
El aislamiento serovariedad C-3 produjo los signos
mas graves en las aves desafiadas. De forma similar,
Soriano et al.*” desafiaron grupos de pollos de manera
independiente con las nueve cepas de referencia del
esquema de Blackall, e informaron que los signos mas
graves de coriza infecciosa se observaron en aves desa-
fiadas con las cepas de las serovariedades C-1y C-3.

Sandoval y Terzolo® estudiaron diferentes cepas
regionales de las serovariedades A, By C de Argen-
tina, mediante el desarrollo de modelos de reproduc-
cién de la enfermedad para evaluar su patogenicidad,
difusién horizontal e invasividad. Se demostré que las
cepas B fueron consistentemente patégenas y causan
lesiones de coriza muy aguda, siempre con alto grado
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It is important to point out that NAD-independency
could be acquired by transformation by means of
a plasmid, as reported by Bragg et al.* Similarly,
a NAD-dependent C-3 strain was transformed into
a NAD-independent strain by means of electropo-
ration technique carried out by Taole et al.”” Less
severe infectious coryza signs were observed when
chickens were challenged with the transformed
strain. The mechanism by which virulence is affec-
ted in this process was not explained. An interes-
ting practical application of this transformation
could be a possible reduction in the vaccine produc-
tion costs by the use of NAD-independent strains
in industrial cultures. In fact, as was demonstrated
by Bragg et al.,”" these transformed strains maintain
unchangeable the production of hemagglutinins,
basic antigens to achieve a good vaccine protection.
However, the introduction of infective plasmids into
countries free from NAD-independent strains arise
serious biosecurity problems, particularly taking
into account that in South Africa also exist NAD-
independent strains of P. avium, P. volantium and
“Pasteurella species A” in chickens,*” and even in H.
parainfluenzae strains isolated from human beings,’
indicating that in this country it may have occurred
a widespread infection of this plasmid.”

It has been reported that the capsule of H. para-
gallinarum could be involved in pathogenicity and
virulence of this bacterium.’*®" Nevertheless, defi-
nitive studies showing the role of the capsule in the
pathogenesis of H. paragallinarum have not been
carried out.

Increased gallinacin-3 expression in experimen-
tally H. paragallinarum infected chickens was recently
reported.” Gallinacin-3 is an epithelial B-defensin
involved in the innate immunity by means of antimi-
crobial properties of the epithelial cells and tracheal
secretions. It could be a limiting factor for tissue dis-
persion of H. paragallinarum in the respiratory tract
and for the colonization processes in chickens.

Diagnosis
Isolation and identification of the agent

Three to five birds with acute coryza signs are recom-
mended for bacteriological isolation. In addition,
strict sterility is recommended for sampling. Once the
bird has been euthanatized, the skin of the infraor-
bital area is cauterized and an incision is made onto
the corresponding infraorbital sinus. The skin is
separated and a sterile swab is introduced, previously
moistened into nutritive broth or phosphate buffer
solution at neutral pH (Figure 2). Due to the reduced
viability of H. paragallinarum, it is recommended to
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de contagio e invasividad. En cambio las cepas Ay C
mostraron distinto comportamiento: algunas fueron
muy virulentas, difusoras e invasivas; otras fueron
patégenas, pero sélo difundian muy lentamente, y
otras fueron poco patdgenas e inclusive se encontra-
ron unas pocas cepas de campo que mostraron ser
totalmente apatégenas.

Horner et al*® sugirieron que los aislamientos
independientes de NAD pueden causar aerosaculitis
de manera mas frecuente que los H. paragallinarum
tipicos. Ademads, se especula que los aislamientos
independientes de NAD pueden ser diferentes como
para producir fallas de las bacterinas actualmente
empleadas.”’

La virulencia de aislamientos de H. paragallinarum
independientes de NAD también ha sido investigada.
Bragg* desafi6 grupos de aves con aislamientos inde-
pendientes de NAD en los cuales su patogenicidad fue
evidente. Sin embargo, los signos de coriza infecciosa
fueron menores que los observados en aves desafia-
das con cepas dependientes de NAD. Es importante
destacar que Bragg et al** han demostrado que la
independencia de NAD puede ser adquirida por
transformacién mediante la adquisicién de un plas-
mido. De forma similar, Taole et 4l transformaron
una cepa serovariedad C-3 dependiente de NAD en
independiente de este factor, mediante la técnica
de electroporacién. Los signos de coriza infecciosa
fueron menos graves en las aves que fueron desafia-
das con la cepa transformada. No se pudo explicar el
mecanismo por el cual la virulencia es afectada por
este proceso. Lo interesante de esta transformacién
es su posible aplicacién practica, ya que seria factible
reducir el costo de produccién de las bacterinas al
usar cepas que no requieren de la adicién de NAD
en los cultivos industriales. De hecho, Bragg et al.”!
demostraron que estas cepas trasformadas mantie-
nen inalterables su capacidad de producir hemoa-
glutininas, antigenos fundamentales para lograr una
buena proteccién en la bacterinizacién. Sin embargo,
la posible introduccién de plasmidos infectivos en
paises carentes de cepas independientes de NAD,
plantea muy serios problemas de bioseguridad, sobre
todo si se toma en cuenta que en Sudafrica, por ejem-
plo, ademas de H. paragallinarum, también existen
cepas NAD independientes de P. avium, P. volantium
y “Pasteurella especie A” en las aves,"” e inclusive de H.
parainfluenzae en seres humanos,” lo que indica que
podria existir una posible infeccién por este plas-
mido.”

Se ha informado que la capsula de H. paragallina-
rum esta implicada en la patogenicidad y virulencia
de esta bacteria.”**” Sin embargo, no se han efectuado
estudios definitivos que muestren la importancia de
la capsula en la patogenia de H. paragallinarum.



perform the culture within five hours of the eutha-
nasia. Both agar base or Columbia agar base plates
plus 7% bovine or sheep blood with the addition of
Staphylococcus spp as nurse colony could be used for
culturing the swabs. Chocolate agar or any of the afo-
rementioned base agar plus haemolyzed blood may
be used instead of the nurse colony. As we have pre-
viously mentioned, bigger colonies are obtained using
this method. A procedure that allows differentiation
and isolation of pure H. paragallinarum cultures, even
when the accompanying bacterial flora is complex,
is the use of a selective media with added antibiotics
and incubated at 37°C for 48 h into a microaerophi-
lic atmosphere. The microaerophilic atmosphere
may be obtained by means of the classical candle jar,
consuming part of oxygen contained into a hermetic
closed container, or by the usage of different availa-
ble commercial products, to generate either CO, or
the commercial atmospheres for isolating bacteria of
the Campylobacter genus.” Biochemical and enzyma-
tic tests have to be performed to identify H. paragalli-
narum. NAD-dependency or independency does not
allow the differentiation of H. paragallinarum from
other microorganisms of the Pasteurella genus, par-
ticularly in places where NAD-independent bacteria
also exist.”” Up to now, NAD-independent strains of
H. paragallinarum from South Africa (serovars A-1
and C-3)%"%" and from Mexico (serovars B-1 and C-2)
have only been reported.®

Serological identification

A number of serological tests have been reported for
the detection of antibodies in chickens against H.
paragallinarum: gel precipitation,” slide agglutina-
tion,** latex agglutination® and ELISA.®**® Howe-
ver the hemagglutination-inhibition test is the most
widely used.”

Several monoclonal antibody panels have been
used for the identification of H. paragallinarum,
mainly by hemagglutination-inhibition and ELISA
tests.”””™ Monoclonal antibodies that recognized 49
serovar A isolates from Japan” and more than 20
serovar A’ isolates from several parts of the world,
failed to recognize 4 out of 10 serovar A75 isolates
from Argentina and 6 out of 14 serovar A76 isolates
from Brazil, showing that these Latin American stra-
ins have certain antigenic differences.

Molecular identification

A specific polymerase chain reaction (PCR) for H.
paragallinarum was developed by Chen et al.”® This is a
rapid test and results could be obtained in approxima-
tely 6 h. Also, both NAD dependent or independent

Un estudio reciente mostré que pollos infectados
de manera experimental con H. paragallinarum, incre-
mentaron la expresién de gallinacina-3, una 3-defen-
sina epitelial que contribuye a la inmunidad innata
mediante propiedades antimicrobianas propias de
las células epiteliales y secreciones traqueales.”® Los
autores mencionan que es probable que éste sea un
factor limitante de la distribucién tisular de H. paraga-
{linarum en el proceso de infeccién y colonizacién del
tracto respiratorio de los pollos.

Diagnédstico
Aislamiento e identificacion del agente

Para el aislamiento bacteriolégico se recomienda el
estudio de tres o cinco aves con signos agudos de
coriza. El procedimiento de toma de muestras se
debe efectuar con estricta esterilidad. Para ello, una
vez sacrificada el ave, se cauteriza la piel de la regién
infraorbital y se practica una incisién sobre el seno
infraorbitario correspondiente, se separa la piel en la
incisiéon y se introduce un hisopo estéril humedecido
en un caldo nutritivo o solucién tamponada de fosfa-
tos a pH neutro (Figura 2). Lo mas recomendable es
el cultivo antes de las 5 h debido a la reducida viabili-
dad de H. paragallinarum. Para la siembra de los hiso-
pos pueden utilizarse placas en base de agar, o agar
Columbia con 7% de sangre de bovino u ovino con el
agregado de cepas nodriza de Staphylococcus spp, las
cuales eliminan el factor V, o bien usar agar chocolate
o agar con sangre hemolizada, en vez de las cepas
nodriza. Como se refirié anteriormente, con este
ultimo procedimiento se obtienen colonias mucho
mas grandes. El uso de medios de cultivo selectivos
con antibiéticos e incubados a 37°C durante 48 h en
una atmoésfera microaerofilica, es un procedimiento
que permite diferenciar y aislar a H. paragallinarum
en cultivo puro, aun cuando la flora bacteriana sea
compleja. La atmésfera microaerofilica puede obte-
nerse mediante el clasico método de incubacién de
las placas en un recipiente con vela, la cual se apaga
al consumirse parte del oxigeno contenido en un
recipiente herméticamente cerrado, o bien usando
los distintos productos comerciales disponibles, tanto
para generar CO, como para las atmésferas destina-
das al género Campylobacter.™ La identificacién de H.
paragallinarum debe efectuarse mediante pruebas bio-
quimicas y enzimaticas diferenciales. La dependen-
cia o independencia de NAD no permite inferir si se
trata de H. paragallinarum o de otros microorganis-
mos del género Pasteurella, sobre todo en los lugares
donde existen cepas independientes de NAD.” A la
fecha, inicamente se ha informado el aislamiento de
H. paragallinarum independientes de NAD en Suda-
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isolates can be identified.” This test is called HP-2
PCR and use the following primers that amplify a
0.5 kb fragment78: N1, 5 TGA GGG TAG TCT TGC
ACG CGA AT 3’ and R1, 5 CAA GGT ATC GAT CGT
CTC TCT ACT 3. This technique was developed in
Australia and have been successfully transferred to
South Africa,”” China*’ and Mexico.” Samples direc-
tly obtained from the infraorbital sinuses of expe-
rimentally infected chickens have shown excellent
results in further studies.” Similarly, positive results
are obtained when samples are stored at 4° or —20°C
for 180 days.™

Molecular characterization

The restriction endonucleases BamHI, EcoRI HindIII
and Smal were evaluated for DNA characterization of
H. paragallinarum by Blackall et al.** More fragments
and discrimination ability among the studied isolates
were obtained when the enzyme HindIII was used.

The PCR development for H. paragallinarum was
based on the creation of a genomic library for Modesto
(serovar C-2) strain.”® Based on the study of this
genomic library, four probes that specifically reacted
with H. paragallinarum were identified. None of these
probes reacted neither with bacteria of the Pasteure-
lla and Actinobacillus genus, nor with M. gallisepticum
and M. synoviae. PCR primers were designed by using
the partial sequence of the smallest probe (P601, 1.8
kb). An enterobacterial repetitive intergenic consen-
sus-based PCR (ERIC-PCR) that identified 18 ERIC
patterns among 39 isolates and reference strains of
H. paragallinarum was reported by Khan et al.** With
exception of the Australian HP14 (A-4) and HP60
(C-4) reference strains that shared the same pattern,
each isolate or reference strain gave an unique ERIC
pattern. However, in a similar study that included
both aforementioned Australian reference strains,
Soriano and Blackall*” found differences in the ERIC
patterns of these two strains.

Recently, the gene encoding for a hemagglutinin of
H. paragallinarum, HagA, was identified and sequen-
ced by Hobb et al.* A little variation of the sequence
of 11 reference strains was shown. A higher variation
in the amino acids sequence was expected because the
hemagglutinin is the main antigen involved in seroty-
ping. However, no correlation was observed between
these variations and the serological groups of the
strains. As will be mentioned afterwards, probably
the HagA gene encodes for a common hemagglutinin
identified in H. paragallinarum strains.

Differential diagnosis

A confident diagnosis of infectious coryza is being
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frica (serovariedades A-1y C-3)°"®" y México (serova-
riedades B-1y C-2).%

Identificacion seroldgica

Se han descrito varias pruebas serolégicas para la
deteccién de anticuerpos contra H. paragallinarum
en los pollos: precipitacién en gel,” aglutinacién
en placa,” aglutinacion en latex® y ELISA.*% Sin
embargo, la prueba de inhibicién de la hemoagluti-
nacion es la mas usada.”

Se han producido un nimero de paneles de
anti-cuerpos monoclonales que han sido empleados
para identificar H. paragallinarum, principalmente
mediante pruebas de inhibicién de la hemoaglu-
tinacién y ELISA.”"" En Argentina, cuatro de diez
aislamientos de la serovariedad A75 y en Brasil seis
de 14 aisla-mientos de esta misma serovariedad™ no
reaccionaron con los anticuerpos monoclonales espe-
cificos que reconocieron a 49 aislamientos japoneses
de la serova-riedad A77 y mds de 20 aislamientos de
la serovariedad A de varias partes del mundo;”"" en
estas cepas de Latinoamérica se observaron ciertas
diferencias antigénicas.

Identificacion molecular

Chen et al”™ desarrollaron una prueba de reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés, polymerase chain reaction), especifica para H.
paragallinarum. Esta prueba es rapida y los resultados
se obtienen aproximadamente en 6 h. Asimismo, iden-
tifica aislamientos tanto dependientes como indepen-
dientes de NAD.” Esta prueba es llamada HP-2 PCR
y utiliza los siguientes iniciadores: N1, 5 TGA GGG
TAG TCT TGC ACG CGA AT 3’y R1, 5" CAA GGT
ATC GAT CGT CTC TCT ACT 3’, que amplifican un
fragmento de 0.5 kb.” Esta prueba fue desarrollada
en Australia y ha sido transferida con éxito a Suda-
frica,” China®y México.” Estudios posteriores han
mostrado excelentes resultados cuando las muestras
incluidas en la prueba son tomadas directamente de
senos infraorbitarios de aves infectadas de manera
experimental.78 De forma similar, se obtienen resul-
tados positivos en muestras mantenidas a 4°C o0 -20°C
durante 180 dias.*

Caracterizacion molecular

Blackall et al.*® evaluaron las endonucleasas de res-
triccion BamHI, EcoRI HindIII y Smal en la caracte-
rizacién de ADN cromosémico de H. paragallinarum.
La enzima HindIII produjo el mayor ntiimero de frag-
mentos y mostré un mayor grado de discriminacién
entre los aislamientos estudiados.



more difficult because new bacteria or variants have
been identified in the recent years. One of these
microorganisms is O. rhinotracheale, bacterium identi-
fied in Mexico and other countries."*'” A coryza-like
disease, characterized by growth retardation, increa-
sed mortality and a significant drop in egg produc-
tion are produced by this Gram negative bacterium.
Airsacculitis and pneumonia are the main observed
lesions. In most of the countries, differentiation of
O. rhinotracheale and H. paragallinarum it is not dith-
cult. However, in places like South Africa®™®*®" and
Mexico,” where NAD-independent H. paragallina-
rum coexist together with O. rhinotracheale, bioche-
mical tests and carbohydrate fermentation patterns
are required to distinguish both causal agents in
coryza-like outbreaks. In addition, NAD-dependent
and independent strains of P. wvolantium, P. avium
and Pasteurella sp taxon A are also involved in respi-
ratory disease suggestive of infectious coryza.*” The
swollen head syndrome caused by turkey rhinotra-
cheitis (TRT) virus in broiler chickens have also to
be differentiated. It has been occasionally described
that hypovitaminosis A and chicken smallpox may
produce coryza-like clinical signs.”

Arthritis of tarsus caused by H. paragallinarum is
rarely found, but nevertheless in such cases differential
diagnosis from other bacteria or viruses is required.*

Prevention and control
Immunity and vaccines

Vaccination of susceptible chicken flocks is the most
efficacious preventive practice against infectious
coryza. Experimental models using susceptible chic-
kens have been developed to evaluate cross-protec-
tion among different serovars and the protection
afforded by either experimental or commercial vac-
cination programs. In these models the chickens are
first vaccinated with the commercial vaccines to be
tested and/or with monovalent vaccines prepared
with the same challenge strains to be studied and
then, after allowing a period for developing active
immunity, different flocks of vaccinated and unva-
ccinated chickens are challenged by intrasinusal or
nasal instillation. Protection is regarded as the per-
centage of chickens without disease, according to an
established criterion, and is evaluated at the second
or third day post-challenge. Evaluation is based on
a strict criterion, a chicken is regarded as diseased
if the following features are found: clinical signs of
infectious coryza, mucus in one or both infraorbital
sinuses, and isolation of H. paragallinarum in one or
two sinuses.””® Regarding the clinical signs of coryza
they are classified into four degrees of which degrees

La creacién de una genoteca de la cepa Modesto
(serovariedad C-2) sent6 las bases del desarrollo de la
prueba de PCR.”™ El estudio de esta genoteca identi-
ficé cuatro sondas que reaccionaron de manera espe-
cifica con H. paragallinarum. Ninguna de las sondas
reacciono con bacterias de los géneros Pasteurellay Acti-
nobacillus, o M. gallisepticumy M. synoviae. Se obtuvo la
secuencia de la sonda mas pequefia (P601, 1.8 kb) que
permitié el disefio de los iniciadores para la prueba
de PCR. Basada en el empleo de esta técnica para
el consenso intergénico repetitivo de enrobacterias
(ERIC-PCR, por sus siglas en inglés, enterobacterial
repetitive intergenic consensus), Khan et al.** identifica-
ron 18 patrones ERIC en 39 aislamientos y cepas de
referencia de H. paragallinarum. Mencionan que todas
las cepas de referencia mostraron un patrén ERIC
anico, excepto las cepas HP14 (A-4) y HP60 (C-4),
procedentes de Australia. Sin embargo, en un estudio
similar, Soriano y Blackall?” encontraron diferencias
en los patrones ERIC obtenidos para estas cepas.

Recientemente, Hobb et «l® aislaron, identifi-
caron y obtuvieron la secuencia del gen HagA que
codifica para una hemoaglutinina de H. paragallina-
rum. La secuencia de 11 cepas de referencia revel6 un
pequeno grado de variacién entre las cepas. Como
la hemoaglutinina es el principal antigeno de sero-
tipificacién, se esperaba encontrar variaciones en la
secuencia de aminoacidos. Sin embargo, ninguna de
las variaciones se correlacion6 con los grupos serolé-
gicos de las cepas. Como se hard mencién posterior-
mente, es probable que el gen HagA codifique para
una hemoaglutinina comiin identificada en cepas de
H. paragallinarum.

Diagndstico diferencial

En afos recientes se han identificado nuevas bacte-
rias o variantes en las aves, lo que hace mas dificil
el diagnéstico confiable de coriza infecciosa. Uno de
estos microorganismos es la bacteria O. rhinotracheale,
que ha sido identificada en México y otros paises.'*"
Esta bacteria gramnegativa produce un cuadro cori-
zoide caracterizado por retraso del crecimiento,
incremento en la mortalidad y disminucién conside-
rable de la produccién de huevo. Las lesiones prin-
cipalmente observadas son aerosaculitis y neumonia.
La diferencia-cién entre O. rhinotrachealey H. paraga-
llinarum no es dificil en la mayoria de los paises. Sin
embargo, en Sudafrica*>*® y México,” donde estdn
presentes H. paragallinarum independientes de NAD,
se requieren pruebas bioquimicas y patrones de fer-
mentacion de carbohidratos para establecer el agente
causal en cuadros corizoides. Otros microorganismos
implicados en pollos con enfermedad sugestiva de
coriza infecciosa son: P. volantium, tanto dependiente

Vet. Méx., 35 (3) 2004 271



2, 3, and 4 are considered to be coryza (positive) in
sensu estricto, whereas degrees 0 and 1 are both con-
sidered to be negative (Figures 3 and 4).

It is widely accepted that the three Blackall sero-
groups represent three different immunovars.” The
accepted dogma is that there is no cross-protection
between serovars of these serogroups. Recently, the
cross-protection among all the nine reference strains
of H. paragallinarum of Blackall’s scheme was evalua-
ted in vaccination/challenge trials by Soriano et al.*
These results confirmed that the three recognized
immunovars are different. However, partial cross-
protection among serovars of the three serogroups
was observed. These results allow the obtainment
of preventive strategies against infectious coryza.
Nowadays bivalent (A-1 and C-1) and trivalent (A-1,
B-1, and C-2) infectious coryza vaccines are univer-
sally used. Nevertheless up to now, some discrepan-
cies about serovar B protection conferred by bivalent
vaccines still subsist.®®*%° However, the need to use tri-
valent vaccines in areas where serovar B isolates are

Sickness degrees

1
Slight
conjunctivitis

Sickness degrees

5

Positive
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como independiente de NAD, P. avium, tanto depen-
diente como independiente de NAD y Pasteurella sp
taxon A, tanto dependiente como independiente de
NAD.* En pollos de engorda la coriza deberia ser
diferenciada del sindrome de cabeza hinchada por
virus de la rinotraqueitis infecciosa del pavo (TRT).
También se cita que la hipovitaminosis A y la viruela,
en ocasiones, pueden producir signos clinicos simila-
res a coriza infecciosa.”

La artritis del tarso por H. paragallinarum es poco
frecuente, pero su descripcién sefiala la necesidad de
un diagnéstico diferencial con otros agentes bacteria-
nos o viricos.*

Prevencion y control
Inmunidad e inmundgenos

La bacterinizacién de parvadas susceptibles es la
estrategia mas eficaz en la prevencién de la coriza
infecciosa. Se han desarrollado modelos experimen-

Figura 3. Grados de coriza infecciosa. Interpretacion de
pruebas de proteccion al segundo dia después del desafio
de aves inmunizadas. Grado O: Ave inoculada sin sintomas.
Considerada negativa. Grado 1: Leve conjuntivitis. Consid-
erada negativa

Sickness degrees of infectious coryza. Regarded as negative.
Protection trial interpretation at second day post challenge
of vaccinated chickens. O, challenged chicken with no clini-
cal signs. 1, Slight conjunctivitis.

Figura 4. Grados de coriza infecciosa. Interpretacion de
pruebas de proteccion al segundo dia después del desafio de
aves inmunizadas. Grado 2: Conjuntivitis con el ojo parcial-
mente cerrado e hinchazon de zona periorbital y senos para-
nasales. Considerada positiva. Grado 3: Conjuntivitis con el
ojo totalmente cerrado, parpados no adheridos e hinchazén
notable de zona la periorbital y senos paranasales. Consid-
erada positiva. Grado 4: Conjuntivitis con ojo totalmente
cerrado, parpados adheridos e hinchazén muy severa de
zona la periorbital y senos paranasales. Considerada posi-
tiva.

Degrees of infectious coryza. Regarded as positive.Protection
trial interpretation at second day post challenge of vacci-
nated chickens. 2, Partial-closed eye with conjunctivitis and
swelling of periorbital area and infraorbital sinus. 3, Con-
junctivitis with totally closed eye, non adhered eyelids and
notorious swelling of periorbital area and paranasal sinus.
4, Conjunctivitis with totally closed aye, adhered eyelids and
severe swelling of periorbital area and paranasal sinus.



present have been established by a number of studies.
For example, it has recently been reported that a biva-
lent, reference strain-based vaccine does not protec-
ted chickens challenged with a regional serovar B-1
isolate in Mexico.”" In other trials, Yamaguchi et al.”
reported that bivalent vaccines conferred good pro-
tection against Spross (B) strain, but failed to protect
the chickens when they were challenged with regio-
nal South African B isolates. Furthermore, Terzolo
et al.®® demonstrated that even a trivalent vaccine,
which have included a reference serovar B strain in
the formulation, have failed to protect the immuni-
zed chickens when they were challenged with a local
serovar B strain. In a comparative study, Bowles et al.”
determined the genetic diversity and relationships of
118 strains from six continents by electrophorectical
mobilization of eight metabolic, chromosomal gene-
encoded enzymes. It is interesting to highlight that
all the H. paragallinarum studied strains were classi-
fied into two heterogeneous clusters, while nine local,
Argentinean serovar B strains, occupied a different
cluster. These results demonstrated that the serovar B
Argentinean strains are genetically distant from any
of the other studied strains, regardless the serovar
to which they belong. It means that the Argentinean
regional serovar B strains are indeed quite different
from any other serovar B strains isolated from several
parts of the world. Recently, Jacobs et al.”* reported
that trivalent-commercial vaccinated chickens were
protected against an Ecuadorian serovar C strain
but not against serovar B strains isolated from seve-
ral countries (Ecuador, Argentina, United States of
America, and Zimbabwe). Nevertheless all these
serovar B isolates were wholly recognized by anti-
sera raised against Spross (B) and H-18 (C-1) strains.
Furthermore in these trials, serovar B protection was
increased when an Ecuadorian serovar B strain was
included in the trivalent vaccine. Based on all these
independent studies, serovar B isolates (“variants”)
may be consider to be different from the standard B
strains. Therefore characterized “variant” B strains
should be included in all formulation of vaccines to
be used in the geographical areas in which “B variant
outbreaks” occur. As up to now all these “variant” B
strains are serologically indistinguishable from stan-
dard B reference strains, they are not yet regarded
as a new immunovar. Anyway, the vaccine that inclu-
ded these “variant” B strains has been provisionally
designated as a “tetravalent vaccines”. It is very likely
that many of these reported B isolates may constitute
a new serovar (or serovars) into the serogroup B, in
a similar way as the serogroups A or C include four
serovars each. These results point out the necessity of
performing new serovar hemagglutinin characteriza-
tion of B isolates, as notorious antigenic differences

tales con aves susceptibles para evaluar la proteccién
cruzada entre distintas serovariedades, o bien el
grado de proteccién conferido por diferentes bacte-
rinas experimentales o comerciales combinadas en
planes de bacterinizacién. Estas pruebas consisten en
inmunizar a las aves con las bacterinas comerciales
a probar o bien con las bacterinas monovalentes ela-
boradas con las cepas a estudiar y transcurrido un
periodo necesario para que las aves desarrollen inmu-
nidad activa, éstas se desafian por via intrasinusal o
por instilacién nasal. Al segundo o tercer dias posde-
safio se evalia el grado de proteccién como el por-
centaje de aves que no se enferman segin un criterio
establecido. Un criterio estricto es considerar que un
ave esta enferma cuando presenta signos clinicos de
coriza infecciosa, mucus en uno o ambos senos para-
nasales y aislamiento de H. paragallinarum de uno o
ambos senos paranasales.””™ Ademas, los signos de
coriza se pueden clasificar en cuatro grados; en un
criterio estricto s6lo se consideran con coriza (positi-
vas) los grados 2, 3 y 4 (Figuras 3y 4).

Es ampliamente reconocido que los tres serogru-
pos de Blackall representan tres inmunovariedades
diferentes.®” En general, el dogma aceptado es que
no existe protecciéon cruzada entre las serovarieda-
des de estos serogrupos. Recientemente, Soriano et
al.* evaluaron la proteccién cruzada en aves inmu-
nizadas y desafiadas con las cepas de referencia de
H. paragallinarum en el esquema de Blackall. Los
resultados obtenidos en este trabajo confirmaron
que las tres inmunovariedades son diferentes. Sin
embargo, se observo cierta protecciéon cruzada entre
las serovariedades de los tres serogrupos. Estos
resultados permitirdn guiar estrategias en la pre-
vencioén de la coriza infecciosa, ya que en la actua-
lidad se emplean bacterinas comerciales bivalentes
(serovariedades A-1 y C-1) y trivalentes (A-1, B-1y
C-2) contra esta enfermedad en todo el mundo. En
este sentido, hasta la fecha existian discrepancias en
cuanto a la proteccién conferida por bacterinas biva-
lentes contra aislamientos serovariedad B.*"" Sin
embargo, varios trabajos confirman la necesidad de
usar bacterinas trivalentes en todas las areas donde
se han diagnosticado cepas regionales de la serova-
riedad B. Por ejemplo, en un estudio reciente en el
cual se emplearon cepas de referencia, se informé
que una bacterina bivalente no confirié proteccién
en aves desafiadas con un aislamiento serovariedad
B-1 de México.” En Argentina, de manera similar
pero empleando cepas regionales, Terzolo et al.*®
mostraron que bacterinas comerciales bivalentes no
protegieron a pollos desafiados con un aislamiento
de la serovariedad B. En otros ensayos, Yamaguchi
et al.” informaron que las bacterinas bivalentes pro-
porcionaron proteccién contra la cepa Spross (B),
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among B serovar strains exists.

Treatment and disinfection

Several chemotherapeutics and antibiotics have
been used for the treatment of infectious coryza:
streptomycin,” spectinomycin, streptomycin-
spectino-mycin” or sulphachloropiridazine-
trimetroprim?®’ and sulphadimetoxin-trimetroprim,”
among other combi-nations. Norfloxacin nicotinate”
and enrofloxacin' quinolones have showed
excellent results in the treatment of this disease.
Broilers experimentally infected with infectious
coryza were treated with enrofloxacin and bromhe-
xine chlorhydrate or with enrofloxacin alone.* A
reduction in clinical signs was observed in chickens
that received the combined treatment but not with
enrofloxacin alone. Furthermore, in comparison to
an untreated control group, a higher weight mean
difference of 194 g was obtained in chickens that have
received the combined treatment.

A reduction of the infectious coryza impact was
reported by Bragg,'”! who used didecildimetylamo-
nium chloride as part of disinfection programs in
both layer and broiler farms. Application of this
disinfectant procedure provoked less severe clinical
signs and shorter disease course in both vaccinated
and non-vaccinated chickens challenged with A-1, B-
1, C-2, and C-3 isolates of H. paragallinarum. Other
disinfectants for controlling infectious coryza have
not been studied yet.

Antimicrobial resistance of H. paragallinarum to
currently used antibiotics and chemotherapeutics
may be rapidly acquired and this phenomenon has
to be cautiously followed up. For this reason, sensi-
bility tests for the selection of the most suitable anti-
microbial agents, must included the regional isolates
involved in each outbreak.'”” In addition it has to be
remembered that any treatment may partially control
an infection but is unable to completely eliminate it
from a diseased flock, therefore associated disinfec-
tion programs are very important to be accomplis-
hed. As any bird which recovers from the disease may
act as a healthy carrier, it is highly recommended,
in every exposed farms, first to treat the affected
animals and afterwards vaccinate all new incoming
birds immediately after arrival into the infected hen
house.

Conclusion

Infectious coryza outbreaks could be produced by
both NAD- dependent or independent isolates of H.
paragallinarum. High morbidity with increased morta-
lity of affected birds could be recorded. Vaccination
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pero fallaron contra otras dos cepas B sudafricanas.
De forma aniloga, Terzolo et al.*® demostraron que
una bacterina trivalente elaborada con una cepa B
de referencia fallé6 en pollos inmunizados y poste-
riormente desafiados con una cepa regional de la
serovariedad B. Bowles et al.,” en un estudio com-
parativo muy amplio, determinaron la diversidad
genética y las relaciones entre 118 cepas provenien-
tes de seis continentes, mediante movilidad electro-
forética de ocho enzimas metabélicas codificadas
por genes cromosomales. Es interesante destacar
que en este trabajo, las cepas de H. paragallinarum
estudiadas se clasificaron en dos grupos heterogé-
neos, mientras que nueve cepas regionales de la
serovariedad B de Argentina, ocuparon un grupo
diferente, lo que demuestra que éstas estin gené-
ticamente distantes de las otras cepas estudiadas,
independientemente de la serovariedad a la cual
pertenecen. Es decir que las cepas B de Argentina
fueron incluso diferentes a otras cepas B de diversas
regiones del mundo. Recientemente Jacobs et al.”
informaron que pollos inmunizados con una bac-
terina comercial trivalente mostraron proteccién al
desafio con un aislamiento de Ecuador serovariedad
C, pero no cuando fueron desafiados con aislamien-
tos B procedentes de varios paises (Ecuador, Argen-
tina, Estados Unidos de América y Zimbabwe). Los
aislamientos fueron reconocidos por antisueros ela-
borados para las cepas Spross (B) y H-18 (C). La pro-
teccién contra estos aislamientos B se increment6
cuando un aislamiento B de Ecuador fue incluido
en la bacterina trivalente. Con base en estos hallaz-
gos, los autores consideran que estos aislamientos
B (“variantes”) representan una nueva inmunova-
riedad, designando al inmunégeno que incluye este
aislamiento como bacterina tetravalente. El criterio
utilizado por estos autores en su investigacién no es
suficiente para proponer la existencia de una nueva
inmunovariedad. Es muy probable que estos aisla-
mientos constituyan una nueva, o nuevas, serovarie-
dades dentro del serogrupo B, de forma similar a
los serogrupos A o C que incluyen cuatro serovarie-
dades cada uno. Los resultados obtenidos sefalan
la necesidad de realizar estudios de caracterizacién
de hemoaglutininas, ya que evidencian que existen
notables diferencias inmunolégicas entre diferen-
tes cepas de la serovariedad B. Es necesario incluir
cepas regionales de la serovariedad B en la formu-
lacién de bacterinas locales.

Tratamiento y desinfeccion

En el tratamiento de la coriza infecciosa se han
empleado varios quimioterapéuticos y antibidticos
como: estreptomicina,” espectinomicina, la com-



of susceptible chicken flocks has to be performed
with “trivalent” vaccines including serovars A-1, B-1
and C-2, being the main preventive strategy against
infectious coryza. New independent studies advises
the usage of “tetravalent” vaccines, particularly in
such geographical areas in which “variant” serovar
B outbreaks are prevalent. In some cases, local iso-
lates included into any these vaccines could greatly
increase protection. Serological classification of H.
paragallinarum isolates based on the Blackall’s scheme
is of paramount importance. The results summarized
in this review could be used as a guide to standardize,
both epizootiological studies and prophylactic practi-
ces against infectious coryza, carried either in Mexico
or elsewhere.
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