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ACTUALIZACION

Coriza infecciosa: revisiéon de métodos de
diagnéstico y vacunas

F. J. BLACKALL', H, R. TERZOL.0*

" Animal Research Institute (ARI), Queensland, Australia y ? Departamento de Produc-
cion Animal, INTA EEA Balcarce, Balcarce, Argentina

INTRODUCCION

La coriza infecciosa es una enfermedad
respiratoria aguda de las gallinas domésti-
cas causada por la bacteria Haemophilus
paragallinarum. Excepcionalmente pueden
enfermarse también los faisanes y gallinas
de Guinea. El H. paragallinarum infecta al
ave por via respiratoria y luego de un cor-
to periodo de incubacién, que varia entre 1
a 3 dias, produce una enfermedad que se
manifiesta por inflamacién catarral de los
senos paranasales. Este cuadro puede estar
asociado a inflamacién de los barbillones,
conjuntivitis o queratitis. Lios casos de neu-
monia y aerosaculitis son menos frecuentes
pero también suelen ocurrir en las infeccio-
nes puras por estos heméfilos.

En las gallinas en produccién causa alta
morbilidad, baja o nula mortalidad y una
importante pérdida en la produccién de
huevos, la que generalmente oscila entre
10% y 40%. En pollos parrilleros puede cau-
sar un cuadro descrito como «cabeza hin-

chada» y ocasionalmente también producir
septicemia y muerte (48). Esta bacteria ge-
neralmente se asocia con otros agentes
bacterianos, viricos o parasitarios y cuan-
do esto ocurre se agrava el curso de la en-
fermedad. Entre los agentes bacterianos
mas comunes deben mencionarse los
mycoplasmas y las pasteurelas. Cuando H.
paragallinarum se asocia con otros agentes
esta enfermedad se denomina «coriza infec-
ciosa complicada» (48).

En esta recopilacién se aportardn deta-
lles sobre la clasificacion, identificacién ¥
serotipificacién del agente causal. También
se resumird la informacién dispenible sobre
nuevos métodos de diagnéstico y programas
de vacunacion para prevenir esta enferme-
dad. A lo largo de esta revisién se hars re-
ferencia a los heméfilos aviarios que, para
el propdsito de este trabajo, serdft’ definidos
como organismos gram negativos aislados
de aves y que necesariamente requieren
factores de crecimiento in wvitre. Los dos
factores que pueden ser requeridos por los
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hemdfilos para su crecimiento in vitro son
hemina (factor X) y/o nicotin-adenin-
dinucledtido (NAD o factor V).

CLASIFICACION

En 1931 se logroé registrar el primer ais-
lamiento en las aves de un microorganismo
con requerimientos de factores de creci-
miento que se encuentran en la sangre.
Desde entonces y hasta comienzos de la
década del 60, el dinico microorganismo
hemofilico de origen aviarie formalmente
reconocido era una especie denominada
Haemophilus gallinarum. E1 H. gallinarum
fue considerado como el agente causal de la
coriza infecciosa y se demostré que reque-
ria los dos factores de crecimiento, X y V
(52). Sin embargo a partir de la década del
60, los tnicos hemdfilos que habian sido
recuperados de aves sélo requerian del fac-
tor V. Recientemente, se ha alegado que las
primitivas descripciones de los heméfilos
aviarios como dependientes de los factores
X y V fueron incorrectas. Ello fue debido a
que los medios de cultivo disponibles para
las pruebas desde la década de los afios 30
hasta la de los 60 tenian serias deficiencias
(15). Por ello actualmente se cuestiona la
existencia de H. gallinarum.

Actualmente estd ampliamente aceptado
que, por lo menos, existen dos especies de
hemdfilos aviarios. Con algunas excepeiones
detalladas mas adelante, ambas especies
s6lo requieren el factor V. Una especie se
conoce como H. paragallinarum y se consi-
dera el agente etiolégico de la coriza infec-
ciosa. La otra es conocida como H. avium v
se estima que es apatdgena (26).

El uso reciente de la tecnologia de
hibridizacién del acide desoxirribonucleico
{DNA) ha demostrado que el grupo H.

avium estd compuesto como minimo por.

tres grupos semejantes (41). Los tres gru-
pos han side denominados: Pasteurella
avium, F. volantium y un tercer grupo co-
nocido como «Pasteurella especie A». Sin
embargo, no todos los aislamientos de H.
avium pueden ser asignados a alguno de
estos tres nuevos grupos taxondémicos exclu-
sivamente por sus propiedades fenotipicas.
Por ejemplo solamente 25 de las 39 cepas
de H. avium que habian sido examinadas
en un estudio (2), pudieron ser identifica-
das como P quium, P, velantium o el ter-
cer grupo conocido como Pasteurella «espe-
cie A». Todavia se desconoce si las restan-
tes 14 cepas que no se pudieron clasificar
representan nuevas especies o, si en reali-
dad, son variantes previamente no identi-
ficadas de las tres nuevas especies de
Pasteureila.

Evidentemente, 1a clasificacién de los
hemdfilos aviarios todavia no puede ser con-
siderada como un tema concluido. Dado que
la propuesta para efectuar una reorganiza-
cién taxondmica de los hemdéfilos aviarios no
patégenos es muy reciente, en esta revisién
se usard el nombre H. avium para desig-
nar a todos estos organismos, excepto don-
de los nombres P avium, P. volantium y
«Pasteurella especie A» sean, con seguridad,
mds apropiados.

AISLAMIENTO

Para obtener cepas de los senos
paranasales de las aves enfermas es reco-
mendable el uso de medios de cultivo selec-
tivos, para evitar de este modo el
sobrecrecimiento de H. paragallinarum por
otras bacterias que normalmente habitan
los senos y la cavidad nasal. En el INTA de
Balcarce ha dado buen resultado el empleo
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del medio Columbia agar base con el agre-
gado de 5 a 7% de sangre equina lisada,
bacitracina (5 U/ml), cloxacilina (5 pg/ml)
y vancomicina (20 pg/ml) (54). La sangre
equina hemolizada se prepara mantenién-
dola en bafio maria a 56°C durante 40 min
con agitacién a intervalos de 4 min. La san-
gre hemolizada se conserva congelada a
-20°C (54). Ess conveniente sembrar por du-
plicado en el citado medio con y sin el agre-
gado de los antibiéticos, para asegurar el
aislamiento de cepas de H. paragallinarum
que pudieran ser sensibles a los antibidti-
cos. En trabajos realizados en INTA sélo
una de 80 cepas examinadas crecié leve-
mente inhibida por este medio selectivo.

Si bien estas bacterias desarrollan
aerdébicamente en calde, es conveniente la
incubacién con 5 a 10% de CO, cuando se
cultivan en medios sélidos. En el INTA de
Balcarce se ha usado con buenos resultados
para primo-aislamiento una atmédsfera
microaerofilica rica en hidrégeno, prepara-
da en jarras anaerdbicas con mandmetro
incorporado como sigue: las jarras se
.evacian con una bomba de vacio hasta 0,7
atmosferas (Atm.), se adiciona H, hasta 0,2
Atm. y se agrega CO, hasta 0,1 Atm. dejan-
do un vacio residual para asegurar el sella-
do completo (54). El empleo de la citada
atmésfera disminuye el erecimiento del gru-
po H. avium y ofras pasteurelas V depen-
dientes que son mas aerdbicas y que po-
drian confundirse con el agente de la cori-
za infecciosa.

IDENTIFICACION

Requerimientos nutricionales

Todos los heméfilos aviarios, con algunas
excepciones detalladas mas adelante, re-

quieren del factor V pero no del X. No es
facil establecer los exactos requerimientos
de factores de crecimiento que tienen estos
heméfilos, El uso de discos comerciales con
factores de crecimiento para medios de cul-
tivo tales como el agar de infusién cerebro-
corazdén o el agar para pruebas de suscep-
tibilidad pueden producir un porcentaje alto
de cultivos que falsamente parecen ser de-
pendientes de ambos factores, X y V (9).
Tanto la marca comercial del disco como la
del medio a emplear deberian ser cuidado-
samente controladas para seleccionar el ar-
ticulo més adecuado. Para laboratorios bien
equipados la prueba de porfirina (32) se re-
comienda para determinar la dependencia
del factor X. Tales laboratorios bien equi-
pados podrian también considerar el uso de
hemina purificada y de NAD para suple-
mentar medios de cultivo enriquecidos.
Recientemente se ha reconocido que al-
gunas cepas de H. paragallinarum aisladas
de aves en Sudéfrica aparentemente son
independientes del requerimiento del NAD
(19, 27, 40). Se ha demostrado que estas
cepas son idénticas a H. paragallinarum en
todas sus propiedades excepto por su capa-
cidad de crecer en un medio de cultivo com-
plejo sin la adicién de factor V (27, 40).

Propiedades biogquimicas

La habilidad para reducir nitrates a
nitritos y fermentar la glucosa sin la forma-
cién de gas es comin a todos los hemofilos
aviarios. La actividad oxidasa positiva, la
presencia de la enzima fosfatasa alealina y
la falta de produccion de indol ¢ hidrélisis’
de la urea o gelatina son también caracte-
risticas uniformes,

Existe considerable confusidn en la inter-
pretacion de los resultados de 1a fermenta-
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cién de carbohidrates por los heméfilos
aviarios. Bin general, la variabilidad regis-
trada en la bibliografia puede deberse al
uso de diferentes medios basales. Los resul-
tados falsos negativos se asocian principal-
mente con crecimiento pobre y pueden ser
un problema significativo (1). En 1a mayo-
ria de los estudios recientes se ha usado un
medio compuesto por caldo rojo fenol con la
adicion de 1% (p/v) de ClNa, 25 pg/ml de
NADH (NAD reducido), 1% (v/v) de suero
de pollo y 1% (p/v) del correspondiente car-
hohidrato. El uso de este caldo y la precau-
cién de efectuar un indeulo denso es la elec-
cién metodolégica mas conveniente para

‘poder interpretar correctamente los resul-

tados de la fermentacion de los carbohidra-
tos. Para estudios més extensos la seleccién
de la técnica de cultivos en placa duplica-
da (1) es lo més apropiado.

El Cuadro 1 presenta aquellas propieda-

“des que permiten una identificacién comple-

ta de los hemdfilos aviarios. Se muestran las
propiedades del complejo grupo de H. avium
v las nuevas especies de Pasteurella. La fal-
ta de produceién de catalasa y 1a ausencia
de fermentacion de la galactosa ¥ trehalosa
por el H. paragallinarum son propiedades
que claramente separan a esta especie del
resto de los otros hemofilos aviarios.

CUADRQOC 1
Diferenciacidon de los hemdéfilos aviarios

Pruebas Haemophilus Haemophilus Pasteurella Pasteurella Pasteurella
paragallinarum avium avium volantium especie A
Pigmento — V {amarillo) V (amarillo) V (amarillo) V (amarillo)
Catalasa -— + + + +
Crecimiento
aerohio No Si Si 1 Si
ONPG + v — + A%
Produccitn de
Acido de:
Arabinosa — v — — +
Galactosa — + + + +
Maltosa + v — + v
*anitol + v — + '
Sorbitol A% A% — v —
Sacarosa v + + + +
Trehalosa — + + + +

Con 1a excepcién de algunos aislamientos de H. paragallinarum, todas las especies son bacilos Gram
negativos que requieren factor V pero no X. Todas las especies producen deido de la glucosa y crecen
con 5% de anhidrido carbénico. + = Positive (> 90%). — = Negativo (> 90%). V = Reacecidn variahle



160 Revista Argentina de Microbiologia - 27 (3) - Julio / Setiembre de 1995

ESQUEMAS DE SEROTIPIFICACION
Esquema de Page

Fl primer estudio serolégico de H. para-
gallinarum fue realizado en los EE.UU. por
Page (42) quien usé una prueba de aglutina-
cién para identificar tres serovariedades (A,
B v C). El esquema de Page es el método mas
comuinmente empleado para serotipificar a
H. paragallinarwm. Clasicamente esta téeni-
ca se implementa utilizando antisueros de co-
nejo contra las tres cepas de referencia
(serovariedad A - cepa 0083, serovariedad B
- cepa 0222 y serovariedad C - cepa Modes-
to). Para efectuar la prueba se realizan di-
luciones de los correspondientes sueros y se
enfrentan con cultivos de las cepas a clasifi-
car en una prueba de aglutinacién en placa
o portaobjetos. Las cepas de las tres
serovariedades tienen antigenos comunes y
ello se evidencia con abundantes reacciones
seroldgicas cruzadas. Por lo tanto una cepa
se identifica como perteneciente a una deter-
minada serovariedad si comparativamente
aghitina a la dilucién m4ds alta del suere co-
rrespondiente a la serovariedad asignada.

Una gran desventaja del esquema de Page
es la alta incidencia de cepas no serotipifi-
cables, tante por ser autoaglutinantes como
no aglutinantes; asi se encontraron hasta un
38% de cepas inclasificables en uno de los
estudios (5). Se ha demostrado que todas las
cepas de H. paragallinarum, independiente-
mente de la serovariedad de Page a la cual
pertenecen, tienen actividad hemoaglutinan-
te (HA) siempre que se utilicen glébulos ro-
jos de pollo fijados con glutaraldehido. Esta
actividad HA ha sido empleada como punto
de partida para la realizacién de una prue-
ba de inhibicion de la hemoagintinacién (HI)
usando antisueros de conejo contra las

serovariedades de referencia A, By C. En el
Animal Research Institute (ARID) de Austra-

"lia se ha aplicado la metodologia de HI en el

esquema de Page logrando de ese modo
serotipificar a 70 de los 72 aislamientos de
H. paragallinarum que se estudiaron (6).
Deberia sefialarse que algunos de los aisla-
mientos requieren tratamiento previo con
hialuronidasa para que la actividad HA pue-
da ser evidenciada, por ejemplo este trata-
miento se tuvo que aplicar a 9 de los 72 ais-
lamientos del citado estudio (8).

Los anticuerpos monoclonales (Achs) son
utiles para clasificar a los aislamientos de H.
paragallingrum dentro de las serovariedades
de Page. Se ha demostrado que cuatro AcMs
pueden ser usados tanto en pruebas de HI
como de «dot-blot» para serotipificar los ais- -
lamientos de campo {(17). El uso de los cua-
tro AcMs dio mejores resultados que un es-
tudio anterior en el cual sélo se disponia de.
dos AcMs (14). Sin embargo existen diferen-
cias regionales entre las cepas, por gjemplo
los aislamientos de la serovariedad A de Ar-
gentina y Brasil son antigénicamente dife-
rentes a las cepas del resto del mundo (16).

Esquema de Kume’

Bste esquema es un método alternativo
al de Page (34). Se basa en la deteccién de
hemoaglutininas en células bacterianas que
primeramente se tratan con tiocianato de
potasio y son luego sonicadas. La actividad
de HA también se detecta usando glébulos
rojos de pollo fijados con glutaraldehidoe. De
acuerdo a lo demostrado recientemente (7),
el esquema de Kume reconoce tres serogru-
pos que corresponden a las serovariedades
A, By C de Page. Ademads existen diferen-
cias menores que pueden ser detectadas
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iediante el uso de antisueros adsorbidos,
or ello el esquema que originalmente se
ropuso reconocid ires serogrupos v siete
srovariedades. Ultimamente el esquema de
ame ha sido utilizado con bastante fre-
1encia en el ARI, permitiendo el reconaci-
dento de dos nuevas serovariedades (7).
ebido a la aparicién de nuevas serovarie-
ades se ha sugerido una nueva termino-
gia para el esquema de Kume. Actualmen-
: nos referimos a los serogrupos A, By C
:l esquema de Kume. Las serovariedades
mtro de los serogrupos se identifican nu-
éricamente. Hasta ahora las serovarie-
wles reconocidas en el esquema de Kume
n AL A2, A-3, A4, B-1,C-1,C-2,C-3 y
4 (7). En la nueva terminologia se
fatiza la equivalencia gue existe entre las
rovariedades de Page v los serogrupos de
e,

El esquema de Kume tiene la vanbuin de
i requerir  aglutinacién de céluias
cterianaz y por lo tanto, evita el proble-
v de la auteaglutinacion o inaglutinabi-
tad que ocurre cuando el esquema de
ge se efectiia medianie una prucha de
lutinacidn. A pesar de ello el esquema de
une continda siendo una téenica dificul-
ia ¥ poco utilizada, principalmentie debi-

a la necesidad de preparar antisueros
secificos mediante adsoreidn.

quema de Hinz

Un esquema de serotipificacion basado
1a deteccién de antigenos termoestables
sido propuesto para identificar ssis
avariedades por medio de una prueba de
1s:0n en gel (25). Este esquema no pa-
e haber sido utilizado en ningidn otro
ar distinto al de la publicacién original.

¢Cudl es el mejor esquema de
serotipificacion?

Evidentemente no existe un esquema de
serotipificacidn en particular gque se adap-
te a las necesidades de cada laboratorio. El
esquema de Page adaptado a una prucha de
HI {6), pareceria ser la opcién més simple
que estd disponible para la mayoria de los
laboratorios. Cuando se usa Ja prueba de HI
con el esquema de Page es importante que
los antigenos hemoaglutinantes se preparen
de un modo similar aj descrito en el estu-
dio original (6). Este particular método de
produceidn evita la necesidad de un trata-
miento adicional de los antigenos en la
mayoria de los aislamientos. Bl hecho de
que Jas serovariedades de Page también se
cerrespondan con el tipo do inmunidad es-
pecifica que confieren ius vacunas inactiva-
das es otro poderogo motive para adoptar el
empleo de este método,

Bl esquema de Kume og ol que confiere
el mayor grade de subtipificacion, pero dado
(ue es una prueba téenicamente muy exi-
gente no es posible adoptarla en muchos
laboratorios. Por otre lado audn permanece
confuse el significado de ias serovariedades
de Kume con relacién sl tipo aspecifico de
inmunidad adquirida.

Puesto que los anficuerpos wonoclonales
no estan disponibles comercinlmente su uti-
lizacion esta restringida a aguellos labora-
torios que tienen acceso directy a estos
reactivos.

RECIENTES RESULTADOS TR
SEROTIPIFICACION

Prarante los dltimos diez afies se han
efectuado una serie de estudios sobre 1a
prevalencia de varias serovariedades de
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Page en diferentes paises. Los resultados de
diversas investigaciones se resumen en el
Cuadro 2. Estos estudios de serotipificacién
tienen importancia para los programas de
vacunacién a implementar y seran discuti-
dos mas adelante en la seccién scbre vacu-
nacién. Sin embargo se debe comprender
que la mayoria de los estudios realizados no
son relevamientos sistematicos y por lo tan-
to estos resuitados no constituyen necesa-
riamente un reflejo exacto de la situacién
general de cada pais.

Dos temas deben ser consideradoes como
los méas importantes en los estudios reali-
zades en Sudamérica. En primer lugar se
destaca la alta incidencia de la serovariedad
B de Page en la Republica Argentina pues-
to gue 17 de 41 aislamientos han sido cla-

sificados dentro de esta variedad (48). Es
importante destacar que durante muchos
afios la serovariedad B de Page no fue ais-
lada y algunos reportes cientificos habian
hecho dudar de su existencia, sugiriendo
que las cepas que originalmente fueron des-
critas por Page serian variantes de las
sercvariedades A o C {61). En un reciente
estudio, se ha demostrado que la serovarie- -
dad B de Page realmente existe (58). Los
nuevos estudios realizados en Argentina
{48, 54) v en el exterior (30) han demostra-
do la importancia de esta serovariedad afir-
mando la necesidad de incluirla en las va-
cunas comerciales.

En segundo lugar se debe destacar que
en Sudamérica algunas cepas de la serova-
riedad A de Page son antigénicamente dis-

CUADRD 2 .
Resultados de los estudios de serotipificacitén de Huemophilus paragallinarum
: en varins paises

Pais Nimero de Serovariadad de Page: Referencia
aislamientos N°
A B C NT

Argentina 41 21 i7 1 2 43
Australia 35 5 O 28 & 55

« 43 2 0 24 17 5

« 65 15 0 49 1 24
Brasil 27 i4 1 11 1 13
China i1 11 0 0 - G 20
Japdn 88 62 o 24 2 50

« 106 49 0 22 2 59
Malasia 10 10 0 G 0 62
Sud Africa 13 4 G 4 5 5

« 12 5 2 5 0 24

La mayoria de los estudios de este cuadro fueron realizados usando el esquema de Page. Fl estudio
de Eaves y col. (24) fue llevado a cabo empleando el esquema de Kume ¥y los resuitados han sido

«convertidos» al esquema de Page.
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ntas de los aislamientos tipices de esta
swrovariedad que estd distribuida en otras
:giones del mundo. Asi en Argentina, 4 de
> aislamientos de la serovariedad A, v en
rasil, 6 de 14 aislamientos de la misma
:rovariedad, no reaccionaron cen los
aticuerpos monoclonales especificos (13,
£}. No se conoce con exactitud el signifi-
wdo de estos aislamientos sudamericanos
: la serovariedad A que no reaccionan con
s anticuerpos monoclonales; este tema
rd discutido con detalle en la préxima
recién sobre vacunacion.

IVESTIGACION DE NUEV(S
ETOLOS DE DIAGNOSTICO

Se han producido AcMs en Japén (53, 60,
.) v Sudéfrica (56). Los AcMs japoneses
i sido caracterizados en términos de su
tbilidad para reconoccer a las diferentes
rovariedades de H. parogallingrum (14,
i, 17) y son, por lo tante, herramientas
tencialmente dtiles. Desafortunadamen-
, los AcMs de Sudafrica nunca han sido
racterizados totalmente y por ese motivo
‘nen un use limitado. Una gran desven-
ja de todos los AcMs es que ninguno esta
mercialmente disponible y por ello sélo
eden ser empleados por los grupos de
vestigacion gue los producen.

El trabajo que actualmente se realiza en
ARI se orienta hacia una nueva genera-
m de herramientas para el diagnéstico.
L este proyecto se seleccionaron dos orien-
xiones o lineas de trabajo. La primera
rolucra el desarrollo de pruebas basadas
la deteccidn del DNA bacteriano para la
mtificacion rdpida y especifica de H.
ragallinarum, Hasta el momento se han
sarrollado pruebas de bisqueda de DNA
INA-probe») obteniéndose dos pruebas de

reaccion en cadena de polimerasa («poly-
merase chain reaction» o PCR) para H.
paragallinarum. Una de ellas se basa en la
deteccién de fragmentos de DNA al azar ¥
la otra estd dirigida hacia el DNA que co-
difica para los rRNA 238 del microorganis-
mo. Ninguna de las dos pruebas es hasta
ahora infalible: con la primera se obtienen
algunos resultados falsos positivos mientras
que con el segundo PCR se detectan algu-
nos resultados falsos negativos (datos no
publicados). Con el perfeccionamiento de es-
tas pruebas se espera obtener un diagnés-
tico rdpido a partir de hisepados sinusales
de las aves enfermas. Estas pruebas
moleculares de nueva generacién han de-
mostrado ser Gtiles para identificar a cepas
sudafricanas de H. paragallinarum inde-
pendientes del factor V (NATYH),

La otra lnea de trabajo ge orienta hacia
la produccidn de AcMs. Se intenta elaborar
gran cantidad de AcMs que, de este modo,
estarian eventualmente disponibles en las
fuentes comerciales. Esto eliminaria la se-
ria limitacién que tienen los equipos de
AcMs que se producen mediante el enfoque
tradicional. Posteriormente se investigara
el empleo de estos anticuerpos en pruebas
de ELISA para la deteccion directa de los,
antigenos correspondientes a las sercvarie-
dades especificas y asi efectuar diagnésti-
cos rdpidos y precisos.

PROTECCION CRUZADA DESPUES DE
LA INFECCION O VACUNACION

Existe evidencia de que luego de una
infeceién natural se produce inmunidad
subsecuente que ofrece proteccién contra
serovariedades de Page tanto homélogas
como heterdlogas (45, 49).
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Al analizar la literatura cientifica refe-
rida al grado de profeccién cruzada entre
serovariedades que confieren las vacuunas a
células enteras muertas, son dos los £6pi-
cos que pueden confundir la interpretacidn
de los resultados de estas investigaciones.
Primero debe tenerse en cuenta que dife-
rentes estudios han definido a la «protec-
cidn» de distintas maneras. Algunocs inves-
tigadores han evaluado a la misma sélo en
términos referidos a la presencia o ausen-
cia de sintomas clinicos, Otres, incluyendo
los estudios lievedos a cabo en el ARl ¥ en
el INTA, han definido gue un ave vacuna-
da estd protegida si luego del desafio con
una cepa virulenta presenta tres caracteris-
ticas: 1) ausencia de sintomas clinicos, 2)
faita de mucus en los senos paranasales en
la necropsia y 3) imposibilidad de aislar al
microorganisme inocilado de estos mismos
genos. Sin duda, la dltima definicién es
mucho mas exigente que la simple ausen-
cia de sintomas clinicos.

La otra cuestion que debe ser considera-
da cuando se examina fa proteccién cruza-
da entre serovariedades es el esquema de
serotipificacion utilizado. La mayoria de los
estudios realizados sobre proteccidn cruza-
da incluyeron aislamientos que se
gerotipificaron por el esquema de Page. El
nuevo esquema de Kume ha permitido
serotipificar con mayor precisién a H.
paragallinarum. Ahora se sabe que los
serogrupos de Kume se corresponden con
ias serovariedades de Page. Sin embargo
debe recordarse que es posible que aisla-
mientos de la misma serovariedad de Page
{equivalente a expresar el mismo serogrupo
de Kume) pertenezcan a diferentes
serovariedades de Kume. Por ejemplo - las
cepas HP31 y HPGO (cepas australianas del

ARI) pertenecen ambas a la serovariedad C
de Page {equivalente al serogrupo C de
Kumel aunque son respectivamente serova-
riedades C-2 v C-4 de Kume (7).

Teniendo en cuenta las limitaciones cita-
das mas arriba puede concluirse que, en
general, existe coincidencia en la literatu-
ra cientifica sobre las vacunas muertas con-
tra la coriza infecciosa y 1a proteccidn cru-
zada que las mismas confieren, Los inves-
tigadores gue han utilizado vacunas basa-
das en cultivos de tejides o vitelo de hue-
vos embrionados han reportado algtin gra-
do de proteccidn cruzada entre las serova-
riedades de Page (43, 57). En contraste, se
ha demostrado que las vacunasg muertas’
preparadas con anfigenos desarrollados en
caldos de cultivo brindan muy poca protec-
ciém cruzada enire las serovarviedades de
Page (12, 36, 46). En lo gue respecta a pro-
teceién cruzada, la diferencia entre las va-
cunas elaboradas con huevoe o caldo, padria
estar relacionada con la estructura antigé-
nica. Puesto que la infeccién natural pro-
duce proteccién cruzada entre estas sero-
variedades, es posible gue el antigeno
bacteriano producido en el vitelo de los
huevos tenga una estructura antigénica si-
milar a la que presenta originalmente el
microorganismo en el ave, siendo probable-
mente distinta a la obtenida cuando este
germen crece en los caldos de cultive. El
hecho de gue las vacunas producidas en
huevos provean cierto grado de proteccién
cruzada entre las serovariedades de Page,
no deberia ser tomado como una recomen-
dacion general para decidir la utilizacién de
este tipo de vacunas., Cuando se considera
exclusivamente a la proteccién homéloga
entre las serovariedades de Page, son va-
rios los estudios que han demostrado que
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las vacunas basadas en caldos de cultivos
son més efectivas que las elaboradas en
huevos (23, 39).

Puesto que el esquema de Kume todavia
no ha sido ampliamente utilizado, resulta
dificil realizar una evaluacién de la litera-
tura cientifica referida a la proteccién cru-
zada entre estas serovariedadades. A pesar
e ello, los datos disponibles indican que,
en general, los serogrupos de Kume no pre-
sentan proteccién cruzada entre si. En cam-
bio, parece ser que dentro de un mismo
serogrupo de Kume existe un grado signi-
ficativo de proeteccidn cruzada entre las
serovariedades que lo integran. Hasta el
momento, los resultados obtenidos en estu-
dios de proteccién con combinaciones de
serovariedades de Kume (4, 12, 36) son los
siguientes: a) ensayos donde se demostré
proteceidn cruzada entre C-1 con C-2 y C-2
con C-4; y b) ensayos donde no existié pro-
teccién cruzada entre A-1 con C-1, A-1 con
C-2, A4 con C-2 y A-4 con C-4.

En general, la evidencia disponible sefia-
la que las vacunas inactivadas o bacterinas
contra la coriza infecciosa, preparadas con
células enteras muertas que han sido desa-
rrolladas en caldos de cultivo, tinicamente
proveen proteccién contra aquellas serova-
riedades de Page que se incluyen en la for-
mulacién de las mismas. La confirmacién de
la existencia de la serovariedad B de Page
como una auténtica serovariedad con pato-
venicidad completa (58) v su existencia en
Argentina (48, 54), Brasil (13) y quizas tam-
bién en otros paises de Sudamsérica, indica
que la misma debe ser incluida en la for-
mulacion de las bacterinas, si se considera
que la poblacién avicola a inmunizar se
encuentra en un 4rea geogrifica donde pre-
domina la mencionada serovariedad. Ac-
tualmente se reconoce la importancia de

proteger contra la serovariedad B y ya exis-
ten algunas vacunas comerciales inactiva-
das (30) que contienen cepas virulentas de
la serovariedad B. ‘

Otro factor que debe ser considerado es
la posibilidad de variaciones antigénicas en
determinadas dreas geograficas. Ahora se
sabe que algunos aislamientos de la serova-
riedad A de Page de la Argentina (54) y del
Brasil (13) son antigénicamente diferentes
a las cepas tradicionales, puesto que no
reaccionan con los AcMs especificos para
esta serovariedad. jSignifica que los men-
cionados aislamientos son también diferen-
tes en sus propiedades inmunolégicas?
cProtegeran las vacunas preparadas con
cepas A tradicionales contra una descarga
efectuada con aislamientos de la serovarie-
dad A que no reaccionan con los anticuerpos
monoclonales? Por el momento no conoce-
mos la respuesta a ambas preguntas. Exis-
te, por lo tanto, Ia necesidad de realizar
estudios sobre proteccién que incluyan a
estos aislamientos sudamericanos de H.
paragallinarum.

VACTINAS INACTIVADAS O
BACTERINAS

Medios de cultivo

Se ha informado sobre una variedad de
diferentes métodos de preparacién de
antigenos para vacunas contra la coriza
infecciosa usando sacos vitelinos de embrio-
nes de pollo, caldos de cultive y cultives
celulares de tejidos aviarios. La propaga-
cién en huevo fue el método usado a co-
mienzos de la década del 60 para la produc-
cién de las primeras vacunas contra la co-
riza infecciosa (43). Si bien estas vacunas
no brindaren buena proteccidn contra los
signos clinicos de la enfermedad, lograron
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en cambie prevenir el desarrollo de las le-
siones secundarias de los sacos aéreos y
redujeron las pérdidas de la produccién de
huevos por caidas de postura asociadas a
los brotes de coriza infeeciosa. Investigacio-
nes posteriores han demeostrado que las va-
cunas elaboradas con caldos de cultive con-
fieren mejor proteccién que los productos
fabricados en huevos embrionados (23, 33).

Salo existe un trabajo que describe la pro-
duceién de vacunas contra la coriza infec-
ctosa en cultivos de tejidos aviarios (57).
Este tinico estudio informa que una vacu-
na elaborada en cultivos de tejidos fue su-
perior a bacterinas producidas en caldos con-
vencionales (57). Dado que la reciente bi-
bliografia sobre la produccién de vacunas
contra la coriza infecciosa sdlo involucra el
empleo de caldos de cultivo, el resto de la pre-
sente revision se referird exclusivamente a la
eficacia de las bacterinas producidas en caldos.

En la produccién de vacunas contra la
coriza infecciosa se han utilizado diferentes
medios de cultivos. Entre los caldos que han
demostrado dar buen resultado para la fa-
bricacién de bacterinas efectivas, se inclu-
yen varios tipos de infusiones de carne de
pollo (37, 38) y un caldo de Casman modi-
ficado (12, 47). Aparentemente no se han
publicado comparaciones directas entre los
resultados obtenidos mediante el empleo de
bacterinas producidas en distintos medios

de cultivo; debido a ello la eficacia relativa

de estos medios no puede ser evaluada.
Niveles de antigeno

Se ha demostrado que 10% unidades
formadoras de colonias por dosis de vacu-
na es la dosis minima de antigeno que brin-
da adecuada proteccién (39).

Agentes inactivantes

Existe cierta discrepancia sobre el efzc-
to de diferentes agentes inactivantes. Varios
estudios han confirmado que el timerosal es
un efectivo agente inactivante (12, 23, 39).
Oftros investigadores han informado que las
vacunas en las cuales se usd formalina
como agente inactivante fueron también
efectivas (22, 47).

Se han realizado fres estudios compara-
tivos directos utilizande vacunas que difi-
rieron sdlo en la formulacién del agente
inactivante; asi por ejemplo, en estos tra-
bajos las fases de antigeno y adyuvante
fueron exactamente las mismas y solamente
se varid la composicién del agente
inactivante utilizado. En una de estas com-
paraciones directas, se determiné que el uso

de la formalina, en vez del timerosal, pro-

dujo una reduccién de la eficacia de vacu-
nas que contienen gel de hidréxido de alu-
minio como adyuvante (12). Matsumoto y
Yamamoto (38) encontraron que la
formalina, comparada con el timerosal, dis-
minuye la eficacia de una vacuna que con-
tenia come adyuvante alumbre de cromo.
Sin embargo, estos mismos autores no en-
contraron diferencias entre el timerosal y
la formalina en otras vacunas que conte-
nian gel de hidréxido de aluminio, En el
estudio restante, la adicién de formalina,
comparada con el tradicional uso del
timerosal, redujo la eficacia de vacunas con-
teniendo tanto geles de aceite mineral como
de hidréxido de aluminio (23). En general
se concluye que, si bien las bacterinas
inactivadas con formalina pueden ser pro-
tectoras, es posible que vacunas similares
conteniendo timerosal podrian ser atin mas
eficaces.
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Adyuvantes

Se ha evaluado una variedad de
adyuvantes para vacunas inactivadas con-
tra la coriza infecciosa de las aves. Nueva-
mente es importante recordar que diferen-
tes investigadores han usado distintos cri-
terios para evaluar la «proteccién». De este
modo, algunos de los resultados divergen-
tes que se han registrado en la bibliografia
pueden provenir del uso de diferentes defi-
niciones del término «proteccién». Las va-
cunas ensayadas, elegibles o candidatas
para ser seleccionadas, deberdn ser revisa-
das en dos aspectos: eficacia y seguridad.
Bste ddltimo ftem se refiere a la ausencia o
presencia de minimas reacciones post-
vacunales,

El tema de las reacciones colaterales ad-
versas debe ser seriamente considerado en
las vacunas contra la coriza infecciosa. En
varies estudios se han registrado reacciones
colaterales relacionadas con la aplicacién de
astas vacunas. Se ha sugerido que estas
reacciones pueden estar asociadas tanto con
el adyuvante como con el lipopolisacdrido
(LPS) que se encuentra en las células de H.
paragallinarum (28). Se ha demostrado
que el LPS del H. paragallinarum ha sidao
letal para huevos embrionados de pollo ¥
resultdé positivo en una prueba para la de-
teccién de pirdgenos (33). Iritani y col. (28)
también han demostrado gue un extracto de
polisacéride poco purificado contiene un
componente que es téxico y causa
hidropericardio cuando se ineocula intrave-
nosamente a pollos. Cualquier anteceden-
te de reacciones colaterales adversas serd
descrito en las siguientes secciones, anotan-
1o su relacién con los variados sistemas de
adyuvantes que pueden emplearse.

1) Geles de hidréxide de aluminio y
alumbre de cromo: Se efectuaron una can-
tidad de estudios que confirman la sfica-
cia del gel de hidréxido de aluminio (23, 37,
38, 44). También se ha encontrado que el
alumbre de cromo es un adyuvante efecti-
vo {38). Se evaluaron dos marcas comercia-
les distintas de geles de hidréxido de alu-
minio y se encontraron diferencias aprecia-
bles entre las mismas (12). Varios estudios
han informado sobre la aparicion de reac-
ciones muy leves en el lugar de vacunacion
(18, 38). En todos estos trabajos se consi-
derd que las reacciones adversas encontra-
das en aves vacunadas con bacterinas que
contenian gel de hidréxido de aluminio fue-
ron minimas. En {os estudios realizados en
el ART o bien no se pudo detectar ninguna
reaccién adversa ¢ solo se encontraron re-
acciones menores en el sitio de inoculacién
(8, 12, 44),

2) Aceite mineral (tipo emulsion dnica):
Con respecto a la eficacia de las vacunas
con emulsiones del tipo aceite mineral han
existido algunos desacuerdos. La revisién
de esta seccidn se centrard en aquellas va-
cunas que contienen aceite mineral en un
sistema de emulsién unica, como por ejem-
plo del tipo de emulsidén «agua en aceite».
Clark y Godfrey (21) realizaron uno de los
primeros estudios en el cual se examing la
eficacia de las vacunas propagadas en hue-
vo ¥ elaboradas con aceite mineral. En este
estudio se informé que estas vacunas real-
mente conferian algin grado de proteccidn
cuando fueren comparadas con aves contro-
les sin vacunar. Las pollas vacunadas de-
sarrollaron signos clinicos de coriza aunque
la severidad de los mismos fue reducida en
cemparacién con los sintomas de las aves
controles que no fueron vacunadas. Asimis-
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mo, la recuperacién de las pollas vacunadas
fue mAs rdapida y la incidencia de compli-
cacienes fue mas baja que en los controles
sin vacunar (21). Probablemente la baja
eficacia obtenida con esta vacuna en parti-
cular puede haberse debido a otros factores,
ademads del sistema adyuvante, como por
ejemplo el uso de antigeno propagado en
huevs o la adicidn de formalina como agen-
te inactivante. En un estudio posterior,
efectuado por Matsumoto y Yamamoto (38),
también se encontraron resultados poco
satisfactorios mediante el empleo de una
vacuna comercial similar, propagada en
huevo y con el agregado de aceite mineral.

Con referencia a las bacterinas propaga-
das en caldo, todavia existe desacuerdo so-
bre la eficacia que tienen esas vacunas
cuando se utiliza al aceite mineral como
adyuvante. En el ARI se han comparado
directamente vacunas elaboradas con el
mismo antigeno pero empleando diferentes
sistemas de adyuvantes. De ese modo se
comprobd que, si bien las vacunas elabora-
das con aceite mineral conferian cierta pro-
teccidn, ésta era mucho menor que la brin-
dada por wuna vacuna conteniendo
adyuvante de gel de hidroxido de aluminio
(44). En estos trabajos se probaron dos con-
centraciones diferentes de aceite en el com-
ponente del adyuvante pero no se logré
mejorar la eficacia de los productos. En con-
traste, Davis y col. (23) no encontraron di-
ferencias notables en un trabajo en el que
se efectud una comparacién directa entre
vacunas elaboradas con adyuvantes de acei-
te mineral e hidréxido de aluminio. En un
estudio realizado en Suddfrica (22) se ha
informadoe que vacunas con aceite mineral
superaron la eficacia de una vacuna que
contenia hidréxido de aluminic. Sin embar-

go, los resultados de este trabajo deben ser
considerados con precaucion. En este caso

" las vacunas con aceite mineral contenian

cepas de la serovariedades A y B de Page
mientras que la vacuna con gel de hidréxi-
do de aluminio contenia cepas de las
serovariedades A y C. En estos ensayos fue
utilizada una mezcla de cepas de las
serovariedades A y B de Page para desafiar
a las aves vacunadas y testigos en la des-
carga para la reproduccién experimental;
claramente la vacuna con gel de hidréxido
de aluminio no contenia la serovariedad B
de Page que seria la apropiada para prote-
ger a los animales. Recientemente se ha
informado la eficacia de una vacuna
trivalente elaborada con aceite mineral que
brinda adecuada proteccién contra las
serovariedades de Page (30).

Otro aspecto importante que debe tener-
se en cuenta cuando se utilizan vacunas
gue contienen aceite mineral es la seguri-
dad del producto. En un estudio realizado
en el ARI se encontré que vacunas experi-
mentales preparadas con aceite mineral
causaron hinchazones localizadas en el drea
de vacunacién en 15 de las 20 aves vacu-
nadas y granulomas en 18 de las mismas
(44), Debe admitirse que la severidad de
estas reacciones es inaceptable para las
operaciones avicolas en escala comercial.
Por otro lado, se sefiala que todos los otros
estudios que han examinado el uso de va-
cunas contra la coriza infeceiosa con aceite
mineral, no han indicado la realizacién de
analisis especificos para detectar cualquier
posible reaccidén adversa asociada a la va-
cunacién, Dado que los LPS de H. para-
gallinarum han demostrado ser pirogéni-
cos (33) la ausencia de registros sobre la
ocurrencia de fiebre en las aves experimen-
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talmente vacunadas constituye una impor-
tante deficiencia de todovs estes ensayos,
Todas las vacunas examinadas que conten-
gan aceite mineral y que podrian ser
candidatas a ser seleccionadas para su em-
pleo contra la coriza infecciosa, deberian ser
siempre cuidadosamente evaluadas para
detectar cualquier evidencia de reacciones
colaterales adversas a la vacuna.

3) Hidrdxido de aluminio y aceite mine-
ral (tipo emulsién dnica): BEn un intento
para aumentar la eficacia de las vacunas
con. aceite mineral, se han evaluado
bacterinas que contienen ambos adyuvantes
a la vez, hidréxido de aluminio v aceite
mineral. Se demostré que tales vacunas son
realmente muy efectivas. Sin embargo, es-
tas bacterinas combinadag producen reac-
ciones adversas atin mas severas que las de
los productos preparados tinicamente con
aceite mineral (44),

4) Aceite mineral (Hpo emulsion doble):
Un adyuvante de emulsién doble es un sis-
tema alternativo para combinar las fases de
antigeno y adyuvante. Unz emulsion doble
se logra re-emulsionandn una emulsién
simple «agua en aceite» en una fase exter-
na de agua. En una evaluacién inicial de
emulsiones dobles (3), se demostré que es-
tas vacunas brindan niveles muy pobres de
proteccidn. Sin embarge, no se evidencid
ninguna reaccién adversa vacunal. El acei-
te empleado en las vacunas del tipo de
emulsién doble pertenecia al mismo lote
que habia side utilizado en un estudio pre-
vio de vacunas del tipo de emulsién simple
«agua en aceite». La presencia de aceite
mineral en las vacunas con este tipo de
emulsiones simples fue asociada con reac-
ciones adversas bastante severas (44). Sin
embargo, estas reacciones estuvieron au-

sentes cuando se 1sd el mismo aceite en un
sistema de emulsiones dobles. Esto sugiere
que el método de preparacién de una vacu-
na de emulsién doble ejerce algin tipo de
moderacién sobre la toxicidad de las
bacterinas elaboradas con aceite mineral y
células inactivadas de H. paregalling-
.

En un reciente estudio se han obtenido
resultados mucho mas alentadores em-
pleando sistemas de emulsién doble. Al rea-
lizar trabajos en colaboracién con un fabri-
cante australiano, muy experimentado en
la produccién comercial de este tipo de va-
cunas basadas en emulsiones dobles, se
obtuvieron elevados niveles de proteccion y
se demostré que este tipo de bacterinas son
altamente efectivas (8). También se ha ob-
servado que estas vacunas de emulsién do-
ble, causan muy pocas reacciones adversas
en el sitio de la vacunacidon (muasculo de la
pechuga). Estos resultados indican que,
siempre que sea correctamente formulado,
el sistema de emulsién doble aplicado a las
vacunas contra la coriza infecciosa es al
mismo tiempo seguro y efectivo,

5) Sistemas alternativos de adyuvantes:
Se han efectuado pocos estudios sobre la
adaptacién de adyuvantes diferentes del
hidréxido de aluminio y del aceite mineral
para las bacterinas contra la coriza infec-
ciosa. En trabajos realizados en el ARI, se
examinaren algunos sistemas alternativos
de adyuvantes modernos (3, 44). Asi se en-
contrd que las vacunas elaboradas con la
saponina «Quil A» tienen muy poca eficacia.
Es posible que un adyuvante mixto que se
prepare combinando el gel de hidréxido de
aluminio con «Quil A» pueda ser mas efee-
tivo que cualquiera de los dos componentes
por separado,
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Del mismo maodo, la amina lipoidal
avridina no parece tener ningin rol como
adyvuvante efectivo en vacunas inactivadas
contra la coriza infecciosa. La avridina es
un potente estimulador del interferén y
esta considerada como un adyuvante eficaz
para la estimulacién de la inmunidad en las
mucosas (31). Por ello, en el ARI se evalub
a la avridina como adyuvante tnico y en
dos combinaciones diferentes: asociada con
gel de hidréxido de aluminio y con un
adyuvante del tipo emulisién doble en acei-
te mineral. En estos ensayos se usaron dos
vias de inyeccién: intramuscular e intrana-
sal. Cuando la avridina fue empleada como
adyuvante 1inico la vacuna no faoe efectiva
por ninguna de las dos vias utilizadas. Por
otro lado no se pudo demostrar que la in-
clusion de la avridina mejorara la eficacia
de las vacunas elaboradas tanto con gel de
hidréxido de aluminio como con el sistema
de la emulsién doble de aceite mineral.
Puesto que log mismos tres métodos usados
para incorporar la avridina a lag vacunas
va han sido probados por otros investigado-
res en distintas enfermedades y éstos han
comprobado su eficacia, parece poco proba-
ble gue 1la explicacién del pobre rendimien-
to de la avridina pueda ser debida a proble-
mas en la formulacién. Mds bien pareceria
que la actividad adyuvante de la avridina
no es relevante para las vacunas contra la
coriza infecciosa en particular.

Vias de administracion

La mayoria de la bibliografia sobre las
vacunas inactivadas contra la coriza infec-
ciosa indica que en casi todos los estudios
se ha usado tanto la via intramuscular
como la subcutanea (23, 39). Hay pocas
comparaciones directas sobre el efecto de

administrar la misma vacuna por diferen-
tes vias. En un estudio realizado en el ARI,
se demostré que una vacuna gue contiene
gel de hidroxide de aluminio fue eficaz al
ser aplicada tanio por via subcutdnea (en
la parte posterior del cuello) como
intramuscular (en el musculo de la pechu-
ga) (12). Sin embargo, la misma vacuna fue
totalmente ineficaz cuando fue suministra-
da por via intranasal. Se ha informado (28)
que si se inyecta intramuscularmente una
vacuna inactivada, elaborada con gel de
hidréxido de aluminio, en el misculo de la
pata, se induce mejor proteceisn que si la
misma vacuna se aplica en el museculo de
la pechuga. No se han descrito las causas
de esta distinta proteccidn y tampoco se han
reportado trabajos similares.

Importancia de la revacunacién y
duraciéon de la inmunidad

La duracién de la inmunidad inducida por
las vacunas contra la coriza infecciosa ha
sido examinada en numerosos eatudios.
Matsumoto y Yamamoto (39) demostraron
que una dosis Unica de bacterina contenien-
do gel de hidroxido de aluminio brindaba
proteccidn significativa hasta nueve meses
después de la inyeccién. Kume y col. (35)
pudieron lograr proteccidn significativa hasta
30 semanas después de la vacunacién usan-
do dos dosis de la vacuna inactivada conte-
niendo gel de hidréxido de aluminio. En el
ARI se demostré que las bacterinas elabora-
das con gel de hidréxido de aluminio pueden
brindar algin grado de proteccién hasta 56
semanas después de la vacunacién. El nivel
de proteccidn siempre es mas alto si se su-
ministran dos dosis de la bacterina (12).

Analizando en general la bibliografia dis-
ponible, puede concluirse que si las evalua-
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cipnes de las vacunas inactivadas o
bacterinas se efectdan durante periodos
cortos de tiempo, una dosis Gnica de
bacterina elaborada con gel de hidréxido de
aluminio es suficiente y resulta tan eficaz
cemo la aplicacién de dos dosis. Sin embar-
go, es muy probable que para obtener una
proteccién mas prolongada, las bacterinas
elaboradas con gel de hidréxide de alumi-
nio deberian inyectarse en dos dosis sepa-
radas entre si por un intervalo minimo de
tres semanas.

VACUNAS VIVAS

En el ARI se han realizado estudios para
el desarrolio de vacunas vivas contra la
coriza infeccicsa durante los tres altimos
afios. lste trabajo se basa en el conocimien-
to de que las aves naturalmente infoectadas
desarrolian inmunidad cruzada entre las
serovariedades de Page (45). Este sugiere
la hipédtesis de que una cepa vivia y ne
patégena de H. paragalliinarum terbrica-
mente deberia conferir proteccion contra
las tres serovariedades Page.

El trabajo efectuado ha confirmado quse
la infeccién con uma cepa completamente
virulenta de serovariedad C proporciona
proteccidn tanto contra una cepa diferente
de serovariedad C de Kume como contra
una cepa serovariedad A de Page (10). Ha-
biéndose confirmado la hipétesis fundamen-
tal del proyecto, se decidié continuarle y a
partir de las cepas parentales de las
serovariedades A y C se obtuvieron una
serie de bacterias mutantes (10). Las mu-
taciones han side levadas a cabo por tra-
tamiento quimico. Si bien en los trabajos
iniciales se ha podido demostrar gue casi
todas estas mutantes no fueron patégenas
{10), en trabajos mas recientes se ha evi-

denciado que una de las cepas resulté ser
virulenta (Blackall, datos no publicados.)
Mientras que esta cepa no fue patégena
cuando se suministré por via ocular y pro-
dujo un nivel de proteccién adecuado fren-
te a una descarga de cepas virulentas de las
serovariedades Ay C (11), en cambio, resul-
6 completamente virulenta cuando se ino-
culé por via intrasinusal. Por ello investi-
gaciones con otras técnicas, como por ejem-
plo mutaciones dirigidas y basadas en téc-
nicas moleculares de insercién de trans-
posones, quizads podrian ser mejores méto-
dos para la produccién de cepas vacunales
vivas atenuadas contra Ia coriza infecciosa.
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