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RESUMO

"SELECGCAO DAS ESTIRPES EIMERIA DAS AVES DE CAPOEIRA ATRAVES

DE ESPOROZOITOS EXTRA-INTESTINAIS"

Um método para a obtencdo de uma estirpe
imunogenética util para a producado de uma vacina contra a
Coccidiose compreendendo o ciclo de infecgdo de pelo menos
um primeiro grupo de aves dadoras livres de um patogéneo
especifico com odcitos de uma espécie Eimeria. O sangue é
de seguida recolhido destas aves dadores, e entdo utilizado
para infectar um segundo grupo de aves livres de patogéneo
especifico. 0Os oécitos sdo recolhidos do segundo grupo de
aves. Estes odcitos sédo entdo multiplicados para completar
o ciclo. O ciclo é entdo repetido utilizando os odcitos
multiplicados. Apdés um total de cerca de trés ciclos, um
imunogéneo final pode ser colhido e wutilizado como uma

fonte para gerar uma vacina contra a Coccidiose.
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DESCRICAO

"SELECGCAO DAS ESTIRPES EIMERIA DAS AVES DE CAPOEIRA ATRAVES

DE ESPOROZOITOS EXTRA-INTESTINAIS"

AREA DA INVENCAO

A presente invencdo relaciona-se com estirpes
recentemente desenvolvidas de espécies Eimeria com fortes
propriedades imunogenéticas e baixa patogenicidade que séao
uteis para a produgao de odbécitos para vacinas anti-
coccidia. Adicionalmente, a invencao relaciona—-se com novos
métodos de obtencdo de estirpes atenuadas de espécies
Eimeria que sao uUteis na formulagcdo de vacinas contra a

coccidiose.

ANTECENDENTES DA INVENCAO

A Coccidiose é uma doenca aviaria causada por uma
infecgdo com uma ou mais de muitas espécies de coccidia,
que sdo parasitas protozodrios intracelulares do sub-filo
Apicomplexa e do género Eimeria. A Coccidiose é conhecida
por ser causada por varias espécies diferentes de Eimeria,
nomeadamente Eimeria acervulina, E. mdxima, E. tenella, E.
necatrix, E. brunetti, E. mitis., E. praecox, e possivel-
mente E. mivati e E. hagani. As espécies diferem no seu

efeito patogénico nas aves, com o tipo de aves também a
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desempenhar um papel. Logo, uma galinha de avidrio ira ser
sujeita a muitos danos causados por um parasita tais como
E. Acervulina wuma vez que 1infecta largas porgdes do
intestino delgado, onde a digestdo alimentar representa um

maior papel.

Durante o seu ciclo de wvida, o parasita Eimeria
passa através de um numero de estdgios. O ciclo de vida
comegca quando a galinha ingere o estdgio infeccioso,
conhecido como odécito esporulante, durante a alimentagdo no
chdo ou por inalacdo do pd. A parede do odbécito esporulado é
rompida por acgdo mecédnica na moela e no trato intestinal,
resultando numa libertacdo de quatro espordcitos. Os
espordécitos passam para o duodeno onde sédo expostos a bilis
e as enzimas digestivas resultando numa libertacdo de uma

média de dois esporozoitos por espordcito.

Os esporozoitos sado mdveis e procuram as células
epiteliais apropriadas do hospedeiro de modo a penetrar e
nelas se reproduzirem. A seguir a infeccgdo de uma célula do
epitélio, o parasita entra na fase do esquizonte do seu
ciclo de wvida, produzindo de 8 a 16 até mais que 200
merozoitos por esquizonte. Uma vez libertado do esquizonte,
0s merozoitos sdo livres de infectar mais epitélio. Apds
desde dois a cinco destes ciclos de reproducdo assexuada,
os merozoitos intracelulares evoluem para formas sexuais
conhecidas como fémeas ou macrogametdédcito e macho ou
microgametécito. Seguindo-se a fertilizacado do macroga-—

metécito pelos microgdmetos libertados do microgametocito,
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¢ formado um zigoto que cria uma parede de quisto sobre si
préprio. O odbécito recentemente formado passa da galinha

infectada com o0s excrementos.

Com as correctas condig¢des ambientais de tempera-
tura e humidade e oxigénio suficiente no ar, o odcito ira
esporular no estdgio infeccioso, pronto a infectar um novo
hospedeiro e assim disseminar a doenca. Logo, néao ¢é

necessdrio nenhum hospedeiro intermedidrio para transferir

O parasita de ave para ave.

O resultado de um parasita Eimeria infectar o
trato digestivo de uma ave pode ser a reducgcdo no ganho de
peso, a diminuicdo da conversdo alimentar, a paragem da
produgdo de ovos e, em alguns casos, a morte. O aumento na
producdo intensiva de aves de capoeira tem sido acompanhado
por diversas perdas devido a este parasita. E estimado que
as perdas nos Estados Unidos e na Europa excedam varias

centenas de milhdes de ddélares anualmente.

Diversas tentativas tém sido agora feitas para
controlar a Coccidiose. Antes do advento dos agentes qui-
mioterapéuticos, a higiene sanitdria melhorada utilizando
desinfectantes, em conjunto com a remogdao mecdnica da cama,
eram o©0s principais métodos utilizados. Adicionalmente, a
introducdo de agentes coccidio-estdticos na alimentacdo ou
na agua potavel, em conjunto com boas praticas de gestao,
resultaram em algum sucesso no controlo da doenca. No

entanto, verificou-se que tais agentes sofriam de uma
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pequena ineficdcia ao longo dos anos, devido parcialmente
ao desenvolvimento de estirpes de Coccidia resistentes aos
fadrmacos. Além disso, verificou-se que diversos agentes
quimioterapéuticos deixavam residuos na carne das aves

comerciais, fazendo por isso muitas vezes a sua néo

adequabilidade para consumo.

Outras tentativas para controlar a doenga tém
sido realizadas imunologicamente. Estas tém incluido o
desenvolvimento de vacinas vivas e a wutilizacédo de
engenharia genética para formular vacinas. Muitos destes
esforcos focaram-se na utilizacgdo de proteinas Eimeria como
0 principio activo da wvacina. Por exemplo, Tomley et al na
patente dos E.U. N° 5885568 e 6001363 propde uma proteina
Eimeria com propriedades imunogénicas, bem como sequéncias
de ADN que <codificam estas proteinas. Uma abordagem
semelhante é apresentada em Kok et al, patente dos E.U.,
6100241. Uma molécula de ADN contendo uma sequéncia de
dcido nucleico particular é apresentada em Andrews et al,
patente dos E.U., n.°s 4874705 e 5187 080, enquanto que
Mewman et al, a patente dos E.U. n.° 5028694, descreve uma
proteina antigénica purificada que é capaz de induzir uma
resposta imunitdria na galinha contra a Eimeria necatrix ou
a Eimeria tenella. Uma vacina contra a Coccidiose €& também

descrita em Brown et al, na patente dos E.U., n.° 6019985.

O que é necessdario agora na técnica €& uma nova
vacina contra a Coccidiose que seja eficaz, facil de

administrar e de custo eficiente. Também ¢é necessario
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estirpes novas e inventivas da espécie Eimeria que possam
ser utilizadas para desencadear uma resposta imunitdria nas
aves de capoeira, de modo a proporcionar o6citos
apropriados para uma vacina. Adicionalmente ¢é ainda
necessario novos métodos de estirpes atenuantes de Eimeria
de modo a que estas possam ser utilizadas ©para o
desenvolvimento de vacinas. A técnica necessita
adicionalmente do desenvolvimento de estirpes de FEimeria
cujos odécitos, quando incorporados numa vacina, estejam bem

protegidos contra uma vasta amostragem de espécies Eimeria.

SUMARIO DA INVENCAO

Num primeiro objectivo a presente invencgéo
proporciona portanto uma estirpe isolada de um protozoario,
em que a referida estirpe foi atenuada para produzir
obécitos ndo—-patogénicos que induzam uma resposta imunitdria

contra a Coccidiose em aves de capoeira.

Verificou-se que as espécies de protozoario que
tém um ciclo de wvida Coccidial e que portanto geram
esporozoitos extra-intestinais sao muito apropriadas para a
utilizacdo no desenvolvimento de vacinas. Uma primeira
forma de realizacdo da invencdo relaciona-se portanto com
uma estirpe isolada de protozoario, como descrita
anteriormente, em que a referida estirpe ¢é uma espécie

Coccidial atenuada.

Verificou-se que as espécies do género Eimeria
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sdo particularmente vantajosas no desenvolvimento de novas
vacinas virais atenuadas contra Coccidiose. Verificou-se
surpreendentemente que a espécie Eimeria pode ser atenuada
prela passagem em série para produzir odbécitos nao-
patogénicos que mantém uma capacidade de induzir uma
resposta dmunitdria contra a Coccidiose nas aves de
capoeira. E portanto um objectivo da invencdo proporcionar
uma estirpe isolada nao-patogénica de uma espécie
seleccionada do género Eimeria, em que a referida estirpe
tenha sido atenuada para produzir odécitos nao—-patogénicos
que induzem uma resposta imunitdria contra a Coccidiose nas

aves de capoeira.

Em particular, verificou-se que através de
passagens sucessivas de uma estirpe de uma espécie Eimeria
através de pelo menos nove aves livres de patogéneo
especifico (SPF), pode ser produzida uma estirpe néo-
patogénica atenuada de FEimeria que retenha uma capacidade
de induzir uma resposta imunitdria que é protectora contra
a Coccidiose nas aves de capoeira. Uma forma de realizacgao
preferida da invencédo relaciona-se portanto com uma estirpe
isolada de uma espécie seleccionada do género Eimeria, emnm
que a referida estirpe foi atenuada por pelo menos nove
passagens em série através de aves SPF, para produzir
o6citos ndo-patogénicos que induzem uma resposta imunitdria

protectora a Coccidiose nas aves de capoeira.

Uma excessiva passagem em série das espécies

Eimeria através de aves SPF pode conduzir a uma redugdo na
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capacidade da estirpe atenuada resultante para induzir uma
resposta imunitaria que seja protectora contra a
Coccidiose. Ao desenvolver uma estirpe atenuada com esta
finalidade ¢é necessdario ponderar entre ser suficientemente
ndo-patogénico enquanto retendo a capacidade da estirpe
atenuada induzir uma resposta imunitdria que proporciona
uma protecgdo eficaz contra a Coccidiose. O nuUmero de
passagens em série utilizadas no desenvolvimento de
estirpes apropriadamente eficazes & portanto também
preferencialmente menos que ou igual a vinte e cinco, mais
preferencialmente menos que ou igual a vinte, ainda mais
preferido entre nove e quinze passagens em série. Na forma
de realizacdo mais preferida, a atenuacdo apropriada é

atingida através da realizacdo de nove a doze passagens em

série em aves SPF numa estirpe de uma espécie Eimeria.

Para o propdésito da presente invencdo as estirpes
de uma espécie Eimeria sao preferencialmente seleccionadas
do grupo constituido de Eimeria acervulina, Eimeria maxima,
Eimeria tenella, Eimeria necatrix, Eimeria brunetti,
Eimeria mitis, Eimeria praecox, Eimeria mivati, Eimeria
Hagani, Eimeria adenoceides, Eimeria gallopavonis, Eimeria

meleagridis e Eimeria meleagrimitis.

Verificou-se que as estirpes da espécie Eimeria
acervulina sao particularmente bem apropriadas para a
atenuacdo de acordo com a presente invencgdo especialmente
onde a imunidade é requerida nas galinhas. Portanto uma

forma de realizagao particularmente preferida da invencao
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relaciona-se com uma estirpe que foi atenuada para produzir
o6citos nao-patogénicos que induzem uma resposta imunitdria
contra a Coccidiose, em que a referida estirpe é da espécie
Eimeria acervulina. Numa forma de realizacdo mais preferida
da invencgédo, €& ©proporcionada uma estirpe de Eimeria
contendo caracteristicas imunogenéticas da estirpe E.
acervulina depositada com a colecgdo europeia de culturas
celulares sob o nuUmero de acento 02010911 (também identi-

ficada como a estirpe A3C2A2).

Um terceiro objectivo da presente invencgéo
proporciona uma estirpe isolada como descrita anteriormente
para utilizacdo na produgdo de imunidade & Coccidiose nas

aves de capoeira.

Um quarto objectivo da invencédo proporciona uma
vacina as aves de capoeira compreendendo odécitos néo-
patogénicos de uma estirpe atenuada de uma espécie
seleccionada a ©partir do género Eimeria e veiculo
farmaceuticamente aceitdvel, em que os referidos odcitos
induzem uma resposta imunitdria a Coccidiose. Os odbcitos
para o propdsito desta vacina sé&o preferencialmente odcitos

extra—-intestinais.

Verificou—-se também que uma resposta imunitdria
protectora a Coccidiose pode ser induzida nas aves por
inoculagdo com uma vacina que compreende pelo menos
aproximadamente 10 oécitos de uma espécie Eimeria apro-

priadamente atenuada por dose. Numa forma de realizagao
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preferida a vacina da presente invencdo compreende pelo
menos aproximadamente 10, obécitos de Eimeria por dose, em
que a referida Eimeria foi atenuada por pelo menos nove
passagens em série através de aves SPF. A espécie Eimeria

para este propdsito é preferencialmente Eimeria acervulina.

Um quinto objectivo da invencao € proporcionar um
processo de preparacao de odcitos nao-patogénicos de uma
espécie Eimeria, em que os referidos odcitos sao capazes de
induzir uma resposta imunitdria contra a Coccidiose nas
aves de capoeira, o referido processo compreende a
atenuacdo de uma estirpe de uma espécie Eimeria através da
passagem em série da referida estirpe a pelo menos nove
vezes em aves SPF. Numa forma de realizacdo preferida uma
estirpe de uma espécie Eimeria € atenuada por um pProcesso

que compreende as etapas:

(1) Inoculagéo de pelo menos uma ave SPF com odcitos
Eimeria;

(1ii) Recolha de sangue da ave da etapa (i);

(iii) Inoculacdao de pelo menos uma segunda ave SPF com
sangue da etapa (ii);

(iv) Recolha dos oécitos de Eimeria da ave da etapa
(1ii);

(v) Multiplicagédo dos odécitos recolhidos na etapa
(iv) em pelo menos uma ave SPF adicional e

recolha dos seus odcitos;
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em que as etapas (i) a (v) representam um ciclo que ¢é
repetido pelo menos trés vezes e em que o0s odécitos
recolhidos na etapa (v) de cada ciclo sé&o utilizados na

inoculacédo do passo (i) do ciclo seguinte.

Numa forma de realizacdo preferida adicional a
estirpe seleccionada para a atenuacao pelo processo da

invencao é uma estirpe da espécie Eimeria acervulina.

E um sexto objectivo da invencdo proporcionar
o6écitos nao-patogénicos, obtidos por um processo de acordo
com a descrigdo anterior, em que os referidos odécitos sao
capazes de induzir uma resposta imunitaria a Coccidiose nas

aves de capoeira.

E um objectivo final da invencdo proporcionar um
método de inoculacdo de aves de capoeira contra a
Coccidiose, que compreende a administracdo as referidas
aves de capoeira de pelo menos aproximadamente 10° odcitos
de Eimeria acervulina atenuada, em que a referida Eimeria
foi atenuada pelo menos com nove passagens em série através

de aves SPF.

Os antecedentes e outras caracteristicas e
vantagens da invencgdo irdo ser mais aparentes na descrigao
pormenorizada das formas de realizagao preferidas da

invengdao proporcionadas seguidamente.
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DESCRICAO PORMENORIZADA DAS FORMAS DE REALIZACAO PREFERIDAS

A invencao em todas suas formas de realizacao
daqui em diante descritas é contemplada para utilizacao com
todas as aves de capoeira. Como termo aqui utilizado, "aves
de capoeira" devem referir as aves domesticas que servem
como uma fonte de ovos ou de carne e devem incluir, sem
limitacdao, espécies comercialmente importantes tais como
galinhas, perus, patos, gansos, galinha da Guiné, faisdes,
pombos, pavdes, galinhas pequena e outros semelhantes. Numa
forma de realizacdo ©preferida a expressdo "aves de
capoeira”" deve ser considerada como referir-se a espécies
de galinha e peru domésticos, mais preferencialmente a
invencdo relaciona-se aves de capoeira que sédo espécies da

galinha.

Deve ser reconhecido que todo o oécito de uma
estirpe atenuada proporcionada de acordo com a presente
invencdo ndo necessita de ser requerido para induzir uma
resposta imunitdria contra a Coccidiose. A este respeito a
invencdo relaciona-se portanto com todos os seus organismo
(s) ou fragmento(s), incluindo proteina(s), polipéptido(s),
ou sequéncia(s) de amino acidos, que é/sdo uteis na inducgéo
ou desencadeamento de uma resposta imunitdria num animal

tal como aves de capoeira.

A expressédo "nado-patogénico" deve ser interpre-
tada de acordo com o conhecimento da pessoa especialista na

técnica que qualguer programa de vacinacdo pode causar uma
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reacgdo adversa numa percentagem pequena das aves
inoculadas e mortalidades consequentes em alguns casos.
Ndo-patogénicos devem ser considerados como relacionados
com programas de vacinagdo nos gquails estes exemplos podem

ocorrer.

O resultado médio da lesao pode ser um indicador
particularmente Util da patogenicidade de uma estirpe
atenuada de acordo com a presente invengdo. Adequadamente
isto pode ser conseguido através da monitorizagdo do
desenvolvimento de lesbes em aves SPF apds-—-inoculacao (p.
i.). Aos seis dias p.i. as aves sao eutanasiadas e
autopsiadas. As lesdes dos intestinos podem de seguida ser
determinadas de acordo com JOHNSON & REID.; "Anticoccidial
drugs: Lesion scoring techniques in battery and floor pen
experiments with chickens". Exp. Parasitol., 1970, vol. 28,
30-36. Para este propdsito da presente invencdo uma estirpe
atenuada nao-patogénica pode ser mais particularmente
definida como uma estirpe atenuada que realga um resultado
de lesédo média de menos de 2,0 para aves de um conjunto que
recebeu uma inoculacdo de 10° odécitos atenuados, mais
preferencialmente o referido resultado de lesdao médio é
menor ou igual a 1,8, mais preferencialmente menor ou igual

a 1l,b5.

Para o propdésito da presente invencdao uma
"resposta imunitdria" deve ser considerada como referir-se
quer a uma resposta celular moderada ou wuma resposta

humoral que induza um certo nivel de imunidade contra a
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Coccidiose, de modo a que no caso de um desafio subsequente
com uma estirpe protozodria virulenta tenha sido conferido
algum grau de protecg¢do nas aves vacinadas contra a morte,
doenca ou desempenho diminuido. O grau de proteccao
induzido por inoculacdo com uma estirpe atenuada da
invencdo pode ser definida em termos de desenvolvimento de
lesdo nas aves quando sao subsequentemente re-infectadas
com a estirpe original ou uma semelhante nédo atenuada. A
este respeito, uma resposta imunitdria protectora pode ser
definida como uma resposta que na re-infecgdo com uma dose
de 10* de obcitos da estirpe original ou semelhante nédo
atenuada resulta num resultado de lesdo média menor ou
igual a 1,50, mais preferencialmente menor ou igual a 1,00,
mais preferencialmente menor ou igual a 0,50, ainda mais
preferido menor ou igual a 0,25. De acordo com a meto-
dologia referida anteriormente e numa forma de realizagdo
ainda mais preferida ird registar-se um resultado de leséo
médio de 0,00 para as estirpes atenuadas capazes de induzir
uma maior resposta imunitdria  protectora contra a
Coccidiose em aves de capoeira. "Imunogénico" deve ser
interpretado como a capacidade de induzir uma resposta

imunitdria de acordo com esta definicéao.

Para o propdésito da presente invengdo a expressao
"inoculacao" é considerada como referéncia a qualquer meio

de introducdo de agentes de infeccdo nas aves.

Numa forma de realizacdo, a invencao relaciona-se

com um método para a obtencdo de uma estirpe imunogénica
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apropriada para gerar odécitos para utilizacgdo numa vacina
contra a Coccidiose. O método envolve pelo menos cerca de
trés ciclos de uma espécie de Eimeria através de espécimes
de aves de capoeira dadoras para obter uma estirpe atenuada
possuindo um imunogéneo apropriado. Logo, o método pode ser
utilizado para atenuar a estirpe de Eimeria, de modo a que
seja realizado tanto nao-patogénico como eficaz para
produzir odécitos que produzam uma resposta imunitdria no

desenvolvimento da vacina.

Num aspecto adicional da invencdo existe um
método de atenuacdo de uma ou mais estirpes de Eimeria, que
compreende a passagem sucessivamente da estirpe através de
pelo menos trés conjuntos de aves de capoeira livres de um
patogéneo especifico, em que cada um dos ciclos compreende
pelo menos dois conjuntos sucessivos de inoculagbes. A
invencdo também proporciona outro método para atenuar a

Eimeria acervulina, que compreende o ciclo de:

a) 1inoculacéo de pelo menos um primeiro grupo de aves
dadoras livres de patogénio especifico com odcitos
gerados a partir de E. acervulina virulenta;

b) Recolha de sangue deste primeiro grupo de aves
dadoras através de sangramento a cerca de 3 a cerca
de 6 horas apds inoculacéao;

c) Inoculacdo de pelo menos um segundo grupo de aves
dadoras livres de patogénio especifico com sangue
derivado; d) Recolha de odécitos do segundo grupo de

aves; e
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e) multiplicacdo dos odécitos para consequentemente
completar substancialmente o ciclo; e de seguida
repetir o ciclo utilizando os odécitos multiplicados

a partir do sub-método e),

até cerca de trés ciclos estarem completos.

No primeiro ciclo, o método envolve a inoculacao
de espécimes de aves de capoeira dadoras livres de
patogénico especifico (SPF), preferencialmente uma ou mais
galinhas dadoras, com uma quantidade de odécitos de wuma
espécie de Eimeria. Preferencialmente, a espécie €& uma
espécie virulenta de FEimeria que produz esporozoitos de
circulacdo em aves de capoeira hospedeiras, e mais
preferencialmente E. acervulina. A dosagem de exposicdo por
unidade de ave de capoeira, e.g. uma ave, estd dentro da
gama de aproximadamente 10° até aproximadamente 10°
obcitos, e ¢é preferencialmente aproximadamente 1 x 10’
o6bcitos. Os odb6citos sdo preferencialmente esporulados antes
da inoculacgéo utilizando métodos disponiveis na técnica. O
numero de espécimes de aves de capoeira dadoras pode de
algum modo variar, mas estd normalmente dentro da gama de
aproximadamente 3 a aproximadamente 15 galinhas, preferen-
cialmente aproximadamente 3 a aproximadamente 12 galinhas,
com galinhas apds—inoculadas jovens ou pintainhos séo
preferidos. De seguida, pelo menos alguns dos pintainhos
dadores sao sangrados, preferencialmente a aproximadamente
3 horas até aproximadamente 6 horas apds—inoculacao (p.i.),

mais preferencialmente a aproximadamente 3 horas p.i.,. O
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sangue recolhido destes pintainhos dadores ¢ de seguida
utilizado para inocular preferencialmente oralmente, para a
goela, outro grupo de espécimes de aves de capoeira SPF. Os
obcitos sdo de seguida recolhidos deste grupo de aves dJque
foi inoculado com as amostras de sangue. Estes odécitos sao
preferencialmente recolhidos das fezes das aves infectadas.
Estes oécitos recolhidos sdo de seguida multiplicados num
conjunto adicional de espécimes de aves de capoeira SPF.
(multiplicagdo, como o termo € utilizado na técnica,
aumenta a quantidade e/ou concentragdo dos odcitos
disponiveis). De seguida, as fezes sao reunidas destes
espécimes infectados e os odécitos sdo isolados das fezes.
Este procedimento deve completar o primeiro ciclo. Estes
ob6écitos, por sua vez, sado de seguida preferencialmente
utilizado para passagens adicionais do parasita num ciclo

subsequente.

Um ciclo deve entdo compreender os seguintes sub-

métodos:

1) Inoculacao do sangue das aves dadoras com odcitos
esporulados;

2) Recolha das amostras de sangue das aves dadoras;

3) Inoculacgcado de novas aves com o sangue obtido das
aves dadoras;

4) Recolha dos odécitos das aves inoculadas com as
amostras de sangue;

5) Multiplicagcdo dos od6citos, e sua recolha, para

utilizacgédo em ciclos posteriores.



PE1476558 - 17 -

No segundo <ciclo, os o0décitos encontrados nas
fezes apds multiplicagcdo e recolha a partir do primeiro
ciclo anterior sao de seguida utilizados para inocular um
conjunto adicional de espécimes de aves de capoeira SPF. Os
o6bcitos sdo esporulados preferencialmente. Numa forma de
realizacdo preferida, o nivel da dosagem é maior que para o
primeiro ciclo anterior. E portanto pretendido que
aproximadamente 1 x 10’ até aproximadamente 3 x 10’ de
o6citos obtidos no primeiro ciclo sejam utilizados para
inocular inicialmente as aves dadoras de sangue no segundo
ciclo. Preferencialmente, aproximadamente 2 x 10’ odécitos
por dose sao utilizados ou aproximadamente duas vezes o©
nimero de oécitos por dose utilizados no primeiro ciclo.
Apds isto, os sub-métodos 2) até 5) descritos anteriormente
sdo repetidos em espécimes de aves de capoeira SPF no

segundo ciclo.

No terceiro ciclo, os odécitos reunidos das fezes
dos espécimes das aves de capoeira infectadas seguindo o
segundo ciclo sé&o utilizadas para inocular pelo menos um
terceiro conjunto de aves de capoeira SPF, para um total de
trés (3X) ciclos da estirpe particular de Eimeria. No
inicio do terceiro ciclo, é pretendido que aproximadamente
1 x 10’ até aproximadamente 3 x 10’ de odcitos obtidos no
segundo ciclo sejam utilizados para inocular inicialmente
as aves dadoras de sangue no terceiro ciclo. Preferencial-
mente, aproximadamente 2 x 10’ oécitos por dose s&o utili-

zados ou aproximadamente duas vezes o numero de obécitos por
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dose utilizados no primeiro ciclo. Apds isto, os sub-
métodos 2) até 5) descritos anteriormente sao de novo

repetidos como parte do terceiro ciclo.

Os especialistas na técnica podem contemplar
ciclos adicionais de odécitos da estirpe de Eimeria através
de conjuntos adicionais de aves de capoeira SPF, mas este é
menos preferido aqui por razdes tanto de custo como de
tempo. Os proponentes descobriram que é preferivel utilizar
um total de cerca de trés ciclos como descritos anterior-
mente. Uma estirpe final de E. acervulina é de seguida
isolada apdés o método anterior dos trés ciclos, que foi
atenuada como resultado disso. A estirpe é obtida de uns ou
mais membros de aves inoculados no final do terceiro ciclo.
A estirpe é obtida utilizando métodos de isolamento dispo-
niveis na técnica. Esta estirpe pode de seguida ser
utilizada como um imunogéneo. A estirpe € inoculada num
conjunto adicional de aves de capoeira SPF para gerar
o6citos para uma vacina. Os odcitos sao preferencialmente
obtidos através da sua recolha das fezes das aves de
capoeira expostas a estirpe. Eles podem também ser

recolhidos a partir do sangue, se pretendido.

Uma estirpe preferida de E. acervulina foi agora
isoclada e identificada «como a estirpe A3C2A2. Foi
depositada na colecgao europeia de culturas de células em
Wiltshire SP4 0JG, Reino Unido, em 19 de Dezembro de 2001
sob o numero de acento provisdério 02010911 (e estad
disponivel desde dai), e i1ra funcionar como uma estirpe

imunogénica apropriada.
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Verificou-se que os oé6citos gerados a partir da
estirpe de Eimeria que foi obtida de acordo com a meto-
dologia aqui descrita produzem elevados graus de imuno-—
genicidade quando incorporados numa vacina. Verificou-se
ainda que estes od6citos sdo também muito menos patogénicos
que os gerados a partir da estirpe original (ciclo pré-
inoculacédo) de Eimeria. Os oécitos gerados de acordo com ©O
processo aqui descrito sao também tipicamente mais eleva-
damente bem protegidos, o que significa que eles oferecem
uma proteccdo contra uma gama mais vasta de espécie de
Eimeria. Logo, uma vacina da invencao utilizando odcitos a
partir de Eimeria, preferencialmente E. acervulina, deve
preferencialmente proporcionar protecgdo contra pelo menos
trés, e preferencialmente pelo menos quatro outras espécies
de Eimeria, incluindo sem limitacédo, E. maxima, E. tenella,

E. necatrix e E. brunetti.

A invencao pretende portanto também cobrir outras
estirpes imunogénicas, bem como os seus produtos derivados,
e.g. odbcitos e vacinas contendo tais odécitos, contendo as
caracteristicas da estirpe de E. acervulina e os produtos
concomitantes obtidos de acordo com a metodologia aqui

descrita.

A vacina final da invencdo deve conter pelo menos
aproximadamente 10° oécitos, preferencialmente odécitos
esporulados, por dose de modo a induzir wuma resposta

imunogénica suficiente num animal. A wvacina pode também
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conter uma elevada quantidade de oécitos por dosagem, tais
como pelo menos aproximadamente 10° odécitos por dosagem, e
uma gama de aproximadamente 10° até aproximadamente 10°

<

obcitos por dose é portanto pretendida.

A wvacina aqui descrita pode ser administrada
oralmente, subcutaneamente, intradermicamente, intramuscu-
larmente, intraperitonealmente, intravenosamente ou intra-
nasalmente, bem como outras vias de administracdo conhe-
cidas na técnica. Das anteriores, uma via de administracéo
oral ¢é geralmente preferida. Logo, a vacina pode ser
administrada a jovens aves de capoeira através da sua agua
potdvel, ou através de alimentacdo maciga, por exemplo. A
vacina pode ser dada no ovo, mas é geralmente dada a jovens
animais apdés-ovo, com aqueles que tém desde poucas horas
até poucas semanas sendo geralmente os melhores candidatos.
Geralmente, uma dose por animal estd contemplada, mas os
impulsos de continuacgdo estdo também dentro do &ambito da

invencgao.

A wvacina da invencao é formulada com um veiculo
farmaceuticamente aceitdvel que pode incluir meio aquoso,
bem como suspensdes ou emulsdes e outros semelhantes. O
veiculo pode também incluir sais, conservantes, tampdes de
PH, estabilizadores, e emulsificantes disponiveis na
técnica. Adicionalmente, a vacina pode também conter um ou
mais adjuvantes para melhorar o desempenho ou aumentar a
actividade, tal como a resposta imunitdria, e pode portanto

incluir materiais tais como &leos, dipéptidos muramilo,
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hidréxido de aluminio, saponina, polianides, substéncias
anfipaticas e outros semelhantes. Uma quantidade preferida
de veiculo farmaceuticamente aceitdvel por dose (incluindo
qualquer adjuvante(s)) estd portanto dentro da gama de
aproximadamente 0,001 a aproximadamente 10 mL, com
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 5 mL a serem
preferidos, e aproximadamente 0,5 a aproximadamente 1 mL a

ser ainda mais preferido.

A vacina aqui descrita pode também conter outros
agentes imunogénicos de aves de capoeira. Portanto,
imunogéneos relacionados com os patogéneos responsaveis por
tais doencgas como o virus da doenca de Newcastle (NDV), por
exemplo, pode também ser formulados como parte da vacina da
invencao. Logo, a vacina aqui descrita pode ser mono-
valente, ou pode também ser di-, tri-, tetra- ou penta-

valente, etc.

Os exemplos seguintes sao proporcionados para
ilustrar diversos aspectos preferidos da invengdo, mas nao

devem constituir-se como limitativos do seu ambito.

EXEMPLOS

Os seguintes exemplos sdo proporcionados somente
por via de ilustragdo, e nado devem constituir-se como

limitativos do dmbito da invencéao.
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1. MATERIAIS E METODOS

1.1 Materiais

1.1.1 Pintainhos e criagéo

Os aviarios masculinos Arbor Acres livres de
Coccidiose obtidos da exploragdo comercial Arbor Acres,
Putten, Paises Baixos, foram colocados em gaiolas em
condigdes isoladas com um dia de idade. Parte dos
pintainhos foi utilizada como pintainhos dadores e estes
pintainhos dadores foram inoculados com obécitos esporulados
E. acervulina com 14 dias de idade. Todas as aves dadoras
para uma passagem foram colocadas numa gaiola. Os
pintainhos dadores foram sangrados, trés de cada vez, em 3
ou 6 horas apdés—inoculacao (p.i.), e cada amostra de sangue
separada foi utilizada para inocular trés outros
pintainhos. As aves que receberam o sangue de um pintainho
dador foram colocadas numa gaiola. As fezes foram
examinados para odécitos e os odbécitos das amostras positivas
seleccionadas foram wutilizados para a préxima passagem.
Trés ciclos em série foram realizados para obter a estirpe

imunogénica final.

Os odécitos das amostras positivas seleccionadas
foram multiplicados em quatro pintainhos SPF por amostra
antes do ciclo seguinte. Os pintainhos SPF foram obtidos
através do servico de saude animal, Deventer, Paises

Baixos, e foram colocados em grupo nos isoladores.
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A patogenicidade dos odécitos recolhidos apds os
ciclos 1 e 3 foi determinada e comparada com a
patogenicidade da estirpe original utilizando 10 machos do
avidrio Arbor Acres livres de Coccidiose por dose e quatro
doses por estirpe, 80 aves por ciclo no total. Parte dos
pintainhos utilizados para a determinacdo da patogenicidade
dos od6citos recolhidos apdés o <ciclo 3 foram também
utilizados para determinar a imunogenicidade destes odcitos
apbés re-inoculagao com a estirpe original em comparag¢ao com
a imunogenicidade da estirpe original. Os pintainhos foram

colocados em grupo em gaiolas em condigdes isoladas.

Todas as aves foram colocadas em instalacdes
animais do servigco de saude animal, Deventer, Paises
Baixos, na casa 3 de Het Spelderholt situada em Beekbergen,
Paises Baixos, e foram alimentados com alimentacdo sem

aditivos anti-coccidiais.

Primeiro ciclo

Para o ciclo, foram utilizados 26 aviarios. 0Oito
pintainhos dadores foram inoculados com odcitos esporulados
de E. acervulina e seis pintainhos dadores foram sangrados,
trés de cada vez, a 3 e 6 horas p.i.. Cada uma das seis
amostras de sangue em separado foi utilizada para inocular
trés outros pintainhos e os odcitos foram purificados a

partir de duas amostras de fezes positivas e foram
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multiplicados em pintainhos SPF. A patogenicidade de um
isolado multiplicado foi determinada. Os grupos e numero de

pintainhos sdo apresentados seguidamente.

Grupo N.° pintainhos Utilizacgao
D 8 Pintainho dador
Al, A2, A3 3 x 3 Pintainhos inoculados com sangue

retirado 3 horas p.i.

B1l, B2, B3 3 x 3 Pintainhos inoculados com sangue
retirado 6 horas p.1i.

11, 12 2 x 4 Multiplicagao de odcitos de duas
amostras positivas (A2 e A3)

Patogenicidade 2 x 40 Patogenicidade do primeiro ciclo e

estirpe original

Ciclos Seguintes

Para cada um dos dois ciclos seguintes, utilizou-
se 15 avidrios. Seis pintainhos dadores foram inoculados
com odcitos esporulados de E. Acervulina e trés pintainhos
dadores foram sangrados a 3 horas p.i.. Cada uma das
amostras de sangue em separado foi utilizada para inocular
trés outros pintainhos e os odécitos foram purificados a
partir de todas as amostras de fezes positivas e foram
multiplicados em pintainhos SPF. A patogenicidade e
imunogenicidade de um isolado multiplicado apdés o ciclo
trés foi determinada. Os grupos e numero de pintainhos sao

apresentados seguidamente.
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Grupo N.° pintainhos Utilizagao
D 6 Pintainho dador
A, B, C 3 x 3 Pintainhos inoculados com sangue

retirado 3 horas p.1i.

I 2 x 4 Multiplicagao (2x) de odcitos de
amostras positivas

Patogenicidade 2 x 40 Patogenicidade/imunogenicidade do

ciclo 3 e estirpe original

1.1.2. Inoculagéo

A E. acervulina foi originalmente obtida através
do laboratério veterindrio central, Weybridge, Reino Unido,
e passou pelo servigo de saude animal, Deventer, Paises
Baixos. Para o primeiro ciclo de esporozoitos extra-
intestinais, foi preparada uma suspensao salina contendo
10" de oécitos esporulados E. acervulina por mL. Para os
dois ciclos seguintes, foram preparadas suspensdes salinas
contendo 2 x 10’ de odécitos esporulados de E. acervulina

por mL obtidos por multiplicacgdo do ciclo anterior.

1.2. Métodos

1.2.1.Inoculagdes

Os pintainhos dadores foram inoculados oralmente
para a goela com 10’ (1° ciclo) ou 2 x 10’ (ciclos
seguintes) de odécitos esporulados de E. acervulina em 1 mL
de solucédo salina por pintainho aos 14 dias de idade. Os
pintainhos foram privados de alimento durante 12 horas

antes da inoculacdo. Parte dos pintainhos dadores foram
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sangrados por puncao do coracgao, trés de cada vez, em 3 ou
6 horas p.i.. O sangue foi recolhido em tubos heparinizados
de 10 mL, contendo 15 IE litio-heparina por mlL de sangue
(Sarstedt, Etten-Leur). Os pintainhos foram anestesiados
através de injecg¢do intramuscular de xilazina (Rompun, 5
mg/kg de peso corporal) e de cetamina (25 mg/kg de peso

corporal), obtidos a partir de AUV, Cuijck, Paises Baixos.

Cada amostra de sangue separada foi utilizada
para inocular trés outros pintainhos oralmente na goela com
3 mL de sangue heparinizada por pintainho com 14 dias de
idade. Dez minutos antes da inoculacao, as aves receberam
oralmente 1 mL de uma suspensdo alcalina composta de 10
comprimidos Rennie obtidos através de uma para-farmdcia
contendo 680 mg de carbonato de calcio 80 mg de carbonato
de magnésio por comprimido, suspensos em 20 mL de &gua da

torneira.

1.2.2. Isolamento dos oébcitos

As fezes das aves dadoras restantes e das aves
inoculadas com sangue foram recolhidas por gaiola e durante
24 horas aos dias 3 até 6 ou 7 p.i. e contaram-se o0s
obcitos como descrito seguidamente. Os odécitos foram
purificados das fezes recolhidas se as contagens de odcito
foram positivas utilizando uma técnica de flutuacgdo de sal.
Apbés purificacédo, os odcitos isolados foram suspensos numa
solugdo de bicromato de potéassio 2% (p/v) e as suspensdes

foram ventiladas por bolhas de ar wutilizando técnicas
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comuns de aqudrio durante 48 horas a 29°C para induzir a
esporulacdo dos odcitos. Apds isto, os odbdcitos em suspensao

foram contados.

Os ob6citos esporulados foram multiplicados em
quatro aves SPF por amostra. Aos seis dias da idade, as
aves SPF foram inoculadas oralmente na goela com 3 mL de
ob6citos esporulados obtidos das amostras de fezes. As fezes
das aves SPF foram recolhidas por gaiola aos dias 4 até 6
p.1. e os odcitos foram purificados a partir das fezes e

contados.

Para multiplicacdo apdés o ciclo 1, as aves nos
grupos 11 e 12 receberam odécitos isolados das amostras de
fezes A2 e A3, contendo 10.000 e 45.000 odécitos no total,
respectivamente. Os isolados obtidos apds os ciclos seguin-
tes foram multiplicados duas vezes devido ao baixo nlmero

de odécitos nos isolados.

1.2.3. Contagem dos odécitos nas fezes

Cerca de 25 excrementos frescos foram recolhidos
por gaiola e um méximo de 100 g de fezes foi pesado,
suspendeu—se numa solugcado de cloreto de sdédio 10% (p/v)
(densidade = 1,1) e misturou-se até ficar homogéneo. Foram
misturadas aliquotas de 1 mL de fezes suspensas em 9 mL de
uma solucdo saturada de cloreto de sdédio. Os odbdcitos foram

contados em amostras em triplicado das fezes suspendidas
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diluidas utilizando uma cédmara de contagem de acordo com
Hawkley e foi calculado o numero de odcitos por grama de

fezes.

1.2.4. Patogenicidade

A patogenicidade dos oécitos apds os ciclos 1 e 3
foi determinada e comparada com a patogenicidade da estirpe
original utilizando 10 avidrios por dose e quatro doses por
amostra. As dosagens de 103, 104, 10° e 10° de obcitos
esporulados por ave foram inoculadas oralmente aos 8 dias
de idade. Os pintainhos foram colocados em grupo em
gaiolas. As fezes foram recolhidas por gaiola aos dias 4
até 6 ou 7 p.i. e foram contados os odcitos nas fezes como
descritos anteriormente. Aos 6 dias p.i., as aves foram
eutanasiadas por electrocussdo. Todas as aves eutanasiadas
foram autopsiadas e foram registadas as lesdes dos intes-

tinos de acordo com Johnson e Reid (citados anteriormente).

Para a determinacdo da patogenicidade dos odcitos
recolhidos apds o ciclo 1, todas os aves foram eutanasiadas
6 dias p.i. e pesadas. Para determinacdo da patogenicidade
de odécitos recolhidos apds a passagem 3, cinco aves de cada
grupo foram eutanasiadas 6 dias p.i. e as restantes aves
foram wutilizadas para determinar a imunogenicidade. As
fezes foram recolhidas por gaiola de 10 aves por gaiola aos

dias 4 até 6 e de 5 aves por gaiola ao dia 7 p.i.
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1.2.5. Imunogenicidade

A imunogenicidade dos oécitos recolhidos apds o
ciclo 3 foi determinada e comparada com a imunogenicidade
da estirpe original utilizando cinco avidrios de cada grupo
utilizado para a determinacdo da patogenicidade. Todas as
aves foram pesadas e re-inoculadas oralmente com 10°
o6bcitos esporulados da estirpe original por ave aos 9 dias
p.1i.. As fezes foram recolhidas por gaiola aos dias 4 até 6
p.i. e foram contados os odécitos nas fezes como descrito
anteriormente. Aos 6 dias apdés a re-inoculacgédo, todas as
aves foram eutanasiadas por electrocussdao e pesadas. Todas
as aves foram autopsiadas e registaram-se as lesdes dos

intestinos como descrito anteriormente.

2. RESULTADOS

2.1 Isolamento dos odcitos

Primeiro ciclo

Nao foram encontrados nenhuns odécitos nas fezes
dos pintainhos inoculados aos 3 dias p.i. Foram encontrados
o6citos nas fezes das aves inoculadas com o sangue obtido
das aves dadoras as 3 horas p.i. em vez de nas fezes das
aves 1inoculadas com o sangue obtido as 6 horas de p.i.
Todas as amostras de fezes dos grupos A2 e A3 foram
positivas para odbécitos aos 5 dias p.i. e os odécitos foram
purificados das fezes destes grupos. Apds a esporulacdo, as

seguintes amostras foram obtidas:
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Grupo Obcitos/mL Volume total (mL)
A2 3000 25
A3 15000 25

Os od6citos recolhidos dos grupos A2 e A3 foram
multiplicados em aves SPF. Apds a multiplicacgdo, os odcitos
nas fezes das aves que receberam odécitos isolados do grupo
que A2 tinham encolhido e a viabilidade destes odcitos nao
foi clara. Das aves do grupo 12 que receberam os odécitos
isolados do grupo que A3, foram recolhidos 500 mL que
continham 290000 odécitos por mlL e determinou-se a

patogenicidade destes odcitos.

Segundo ciclo

Uma amostra de fezes do grupo C foi positiva para
obécitos aos 5 e 6 dias p.i. e os odb6citos foram purificados
das fezes recolhidas nesses dias. O isolado denominado A3C2
continha um baixo numero de oécitos e os odbécitos foram
multiplicados em aves SPF. Apds a multiplicacdo, 24x10°
o6citos foram recolhidos e estes odécitos foram multipli-

cados mais uma vez em aves SPF.

Terceiro ciclo

Uma amostra de fezes do grupo A foi positiva para

o6citos aos 5 dias p.i. e os odécitos foram purificados das
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fezes. O isolado denominado A3C2A2 continha um baixo numero
de odécitos e os odbécitos foram multiplicados duas vezes em
aves SPF. Apdés a multiplicacdo, os odécitos foram recolhidos
e a patogenicidade e a imunogenicidade destes odcitos foram

determinadas.

2.2. Patogenicidade

A patogenicidade dos odécitos recolhidos apds os
ciclos 1 e 3 foi determinada. Os resultados estédo resumidos
nas tabelas 1 e 2. Apdés o ciclo 1, nao se evidenciou
nenhuma diferenga no peso corporal médio, os resultados
médios da lesdo ou o numero de odbécitos por grama de fezes

foram observados.

Tabela 1. Patogenicidade apds o primeiro ciclo

Dose: Patogenicidade de estirpes de E. acervulina
(odcitos Isolado A3 Estirpe original
por ave) Peso Resultado n.° de Peso Resultado n.° de
n=10 corporal médio da |odcitos por| corporal médio da [odcitos por
médio (g) lesao g de fezes | médio (qg) lesao g de fezes
(x10°) * (x10%) *
10° 428 1,0 480 425 0,9 150
10° 414 2,1 1400 426 2,2 1500
10° 391 2,9 2100 378 2,5 1300
10° 332 3,1 528 350 3,1 920

*: recolhido nos dias 4 até 6

Apés o ciclo 3, os resultados médios da lesao
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foram mais baixos com oécitos do ciclo 3 do que com odcitos

da estirpe original apds dosagens de 10° odcitos ou mais

por ave. No entanto, nenhuma diferenca foi observada com
evidéncia no numero de odbécitos por grama de fezes
comparados com a estirpe original. O nuUmero de odécitos

estava de acordo com a dose inoculada em ambos os casos. O

numero de odécitos nas fezes das aves gque receberam as

dosagens mais elevadas da estirpe isolada indica que estas

aves estiveram severamente contaminadas mas que os
resultados da lesdao ndo aumentaram com a dose inoculada.
Tabela 2. Patogenicidade apds o terceiro ciclo
Dose: Patogenicidade de estirpes de E. acervulina
(odcitos Isolado A3C2A2 Estirpe original
por ave) [Peso corporal| Resultado n.° de |Peso corporal| Resultado n.° de
n=5 médio (g) médio da odcitos médio (qg) médio da odcitos
lesao por g de lesao por g de
fezes fezes
(x10°) * (x10°) *
10° Nao realizado 1,0 270 Néo realizado 1,2 110
10? Nao realizado 1,6 710 Néo realizado 2,6 1800
10° Nao realizado 1,0 510 Nao realizado 3,2 650
10° Nao realizado 1,2 960 Néo realizado 3,5 910

*: recolhido nos dias 4 até 7

2.3 Imunogenicidade

A imunogenicidade dos odécitos recolhidos apds o

ciclo 3 foi determinada.

Os resultados estdo resumidos na

Tabela 3. No grupo inoculado com 10° obécitos por ave poucas
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lesbdes foram observadas. Os odécitos foram encontrados
igualmente nas fezes deste grupo. Nos grupos inoculados com
as dosagens mais elevadas da estirpe isolada, nédo se
observou nenhuma lesdo nem nenhum oécito nas fezes. Todos
0s grupos inoculados com dosagens de 10° odécitos ou mais
elevadas por ave da estirpe isolada foram protegidos contra
re-inoculacdo com a estirpe original. Estes resultados
devem ser comparados com o0s de controlo (lado direito) que
foram re-inoculados com a estirpe original apds terem

sobrevivido a exposicgdo da estirpe original.

Tabela 3. Imunogenicidade apds o terceiro ciclo

Dose: Imunogenicidade de estirpes de E. acervulina apds re—inoculagao
(obcitos Isolado A3C2A2 Estirpe original
por ave) Peso Resultado n.° de Peso Resultado n.° de
n=5 corporal médio da |odcitos por| corporal médio da |odcitos por
médio (g)* lesao g de fezes | médio (g)* lesao g de fezes
(x10%) ** (x10°) **
10° 356 0,25 260 304 0 169
10° 323 0 0 314 0 0
10° 335 0 0 342 0 0
10° 304 0 0 325 0 0

*: apds re—-inoculagao; **: recolhido nos dias 4 até 6

3. DISCUSAO DOS RESULTADOS

Apdés a multiplicacédo, os odécitos nas fezes das
aves que receberam odécitos que foram isolados apds o

primeiro ciclo do grupo que A2 encolheram e a viabilidade
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destes odécitos nédo foi clara. Isto pode ser devido ao tempo
que estes odbcitos tiveram expostos a solugdo de sal
saturada durante a purificacdo. Nenhum desvio dos odécitos

foi observado antes da multiplicacéo.

O primeiro ciclo de odbécitos extra-intestinais de
E. acervulina foi bem sucedido com o©o grupo A3 mas a
reprodutibilidade e a patogenicidade dos oécitos isolados

nao foram diferentes da estirpe original da E. acervulina.

O numero de odbécitos nas fezes das aves que
receberam as dosagens mais elevadas do ciclo 3 da estirpe
isolada indicou que estas aves estiveram gravemente
contaminadas. No entanto, o resultado da lesdo ndo aumentou
com a dose inoculada. Se o resultado da lesdao €& um bom
parédmetro para a patogenicidade da estirpe, entdo a estirpe
isolada A3C2A2 é consideravelmente menos patogénica do que

a estirpe original E. acervulina.

Apdés a re-inoculacédo com a estirpe original, as
aves inoculadas com 10° obcitos da estirpe isolada A3C2A2
por ave mostraram poucas lesbes e foram encontrados odcitos
nas fezes deste grupo. As aves inoculadas com dosagens de
10* obécitos ou mais elevadas por ave da estirpe isolada
A3C2A2 foram protegidos contra a re-inoculagédo com a

estirpe original.
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Tabela Al. 0décito nas fezes das aves dadoras e nas aves

inoculadas com sangue apdés o ciclo 1.

N.° de odcitos por camara de resultado nas fezes no dia indicado p.1i.
grupo
Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
D 40 40 40 330 330 330 250 250 250 50 50 50
Al neg | neg | neg 5 5 5 neg | neg | Pos neg | neg | pos
A2 neg neg neg pos pos Pos pos Pos pos neqg neg Pos
A3 neg neqg neqg Pos pos Pos pos Pos pos pos pos Pos
Bl neqg neg neg Neg 1 1 neg neg neg neqg neg Neg
B2 neg neg neg Pos pos pos Neg neqg Pos neqg neg neg
B3 neg neg neg Neg neg neqg Neg neqg neqg neqg neg neg

Tabela A2. 0d6cito nas fezes das aves dadoras e nas aves

inoculadas com sangue apds o ciclo 2.

N.° de odcitos por camara de resultado nas fezes no dia indicado p.i.
grupo
Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
neg | pos pos Pos pos | pos | pos | pos | pos | pos | pos Pos
A neg | neg | neg | Neg | neg | neg | neg | neg | pos neg | neg | neg
neg | neg | neg | Neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
C neg neg neg Neg neg neqg neqg neqg Pos neg neqg pos

Tabela A3. 0décito nas fezes das aves dadoras e nas aves

inoculadas com sangue apdés o ciclo 3.

grupo N.° de odcitos por cdmara de resultado nas fezes no dia indicado p.i.
Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7
D Nao realizado| pos | pos | pos | pos | pos | Pos | pos | pos | pos | pos | pos | pos
A Nao realizado| neg | neg | neg | neg | neg | Pos | neg | neg | neg | neg | neg | neg

Nao realizado| neg | neg | neg [ neg | neg | Neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg

C Néo realizado| neg | neg | neg | neg | neg | Neg | neg | neg | neg | neg | neg | neg
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Tabela A4. Resultados individuais na determinacdo de

patogenicidade apds o primeiro ciclo

Cres. p/ ave Patogenicidade de estirpes de E. acervulina
Isolado do grupo A3 Estirpe original
Peso corporal |Resultado lesdo| Peso corporal |Resultado leséo
(9) (9)
10°
1 429 1 432 1
2 413 1 417 1
3 424 1 416 1
4 424 1 411 1
5 450 1 463 1
6 441 1 451 0
7 393 1 385 1
8 432 1 416 1
9 422 1 457 1
10 450 1 406 1
10
1 426 2 424 1
2 448 2 453 2
3 442 2 441 2
4 428 2 413 2
5 456 3 434 3
6 395 3 437 1
7 364 2 407 2
8 360 1 436 3
9 409 2 35 3
10 408 2 461 3
10°
1 393 2 397 2
2 388 3 378 2
3 389 3 432 2
4 419 3 393 3
5 410 2 390 2
6 328 3 333 3
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(continuacéao)

Cres. p/ ave Patogenicidade de estirpes de E. acervulina
Isolado do grupo A3 Estirpe original
Peso corporal [Resultado lesdo| Peso corporal |[Resultado leséo
(g) (9

10°
7 438 3 379 3
8 354 3 308 3
9 439 4 392 3
10 352 3 378 2
10°
1 333 3 420 3
2 348 2 345 3
3 323 3 338 3
4 351 3 336 3
5 355 4 394 3
6 282 3 312 3
7 354 4 271 4
38 346 3 412 3
9 293 3 349 3
10 332 3 326 3

Tabela A5. Resultados individuais na determinacdao de

patogenicidade apds o terceiro ciclo

Cres. p/ ave Patogenicidade de estirpes de E. acervulina

Isolado do grupo A3C2A2 Estirpe original

Peso corporal (g)|Resultado lesao|Peso corporal (g)|Resultado leséo

10°

1 Nao realizado 1,00 Néo realizado 1,00
2 1,00 1,00
3 1,00 2,00
4 1,00 1,00
5 1,00 1,00
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(continuacéao)

Cres. p/ ave Patogenicidade de estirpes de E. acervulina
Isolado do grupo A3C2A2 Estirpe original
Peso corporal (g)|Resultado lesdo|Peso corporal (g)|Resultado lesao
10°
1 Nao realizado 2,00 Néo realizado 4,00
2 2,00 3,00
3 1,00 2,00
4 2,00 2,00
5 1,00 2,00
10°
1 Nao realizado 1,00 Néo realizado 4,00
2 1,00 3,00
3 1,00 4,00
4 1,00 3,00
5 1,00 2,00
10°
1 Néo realizado 1,00 Nao realizado 4,00
2 1,00 4,00
3 1,00 3,00
4 2,00 3,00
5 1,00 Nao realizado
Tabela A6. Resultados individuais na determinacdo de
imunogenicidade apds o terceiro ciclo
Cres. Imunogenicidade de estirpes de E. acervulina
p/ ave Isolado do grupo A3 Estirpe original
Peso corporal (g) Resultado Peso corporal (g) Resultado
Antes da re-— 6 dias apds lesao Antes da re-| 6 dias apds lesao
inoculagao inoculagao inoculagao | inoculagao
10°
1 594 912 0,00 644 953 0,00
2 620 1030 0,00 547 832 0,00
3 674 991 1,00 592 847 0,00
4 653 1031 0,00 635 970 0,00
5 nado realizado | ndo realizado | ndo realizado 533 870 0,00
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(continuacéao)

Cres. Imunogenicidade de estirpes de E. acervulina
p/ ave Isolado do grupo A3 Estirpe original
Peso corporal (g) Resultado Peso corporal (g) Resultado
Antes da re-— 6 dias apds lesao Antes da re- 6 dias apds lesao
inoculagao inoculagao inoculagao inoculagao

10°
1 503 839 0,00 555 871 0,00
2 609 953 0,00 610 969 0,00
3 551 859 0,00 579 852 0,00
4 513 798 0,00 624 942 0,00
5 550 890 0,00 480 782 0,00

10°
1 588 1013 0,00 580 951 0,00
2 548 919 0,00 584 953 0,00
3 420 696 0,00 557 903 0,00
4 403 670 0,00 539 884 0,00
5 560 897 0,00 498 778 0,00

10°
1 482 791 0,00 568 928 0,00
2 470 789 0,00 512 856 0,00
3 495 819 0,00 552 858 0,00
4 498 719 0,00 440 709 0,00
5 471 818 0, 00 485 803 0,00

Lisboa, 3 de Novembro de 2008
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REIVINDICAGCOES

1. Processo para preparar oécitos nao-pato-—
génicos de uma espécie de Eimeria capaz de induzir uma
resposta imunitdria a coccidiose nas aves de capoeira, em
que o referido processo compreende a atenuagao de uma
estirpe de uma espécie de Eimeria pela passagem em série da
referida estirpe pelo menos nove vezes em aves SPF e em que

o referido processo que compreende as etapas:

(1) Inoculagéo de pelo menos uma ave SPF com odcitos
Eimeria;

(1i) Recolha de sangue da ave da etapa (i);

(iii) Inoculacdo de pelo menos uma segunda ave SPF com
sangue da etapa (ii);

(iv) Recolha dos oé6citos de FEimeria da ave da etapa
(1ii);

(v) multiplicacdo dos oécitos recolhidos na etapa
(iv) em pelo menos uma ave SPF adicional e

recolha dos seus odcitos;

em que as etapas (i) a (v) representam um ciclo que ¢é
repetido pelo menos trés vezes e em que o0s o06citos
recolhidos na etapa (v) de cada ciclo sé&o utilizados na

inoculacéo do passo (i) do ciclo seguinte.

2. Processo de acordo com a reivindicacédo 1, em
que a referida estirpe é seleccionada da espécie de Eimeria

acervulina.
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3. Processo para a preparacgcdo de uma vacina
compreendendo a preparacao de odcitos de acordo com a
reivindicacdo 1 ou a reivindicacao 2 e formulagcdo com um

veiculo farmaceuticamente aceitavel.

4. Estirpe A3C2A2 de Eimeria acervulina
depositada com a colecgado europeia de culturas celulares

sob o nuUmero de acento 02010911.

5. Utilizacao de odécitos da estirpe de acordo
com a reivindicacdo 4 no fabrico de uma vacina para a

protecgcdo de aves de capoeira contra a Coccidiose.
6. Utilizacdo de acordo com a reivindicagao 5,

em que o método de protecgdo compreende a administragdo de

pelo menos 10° odécitos da reivindicacdo 4.

Lisboa, 3 de Novembro de 2008
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