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"Processo de preparagfic de uma vacina para
protecg@o de aves contra infecgBes por

Mycoplasma e de preparagfo de uma cultura
pura, do mesmo"

para que

AKZ0 N.V., pretende obter privilégio de
inveng8o em Portugal.

RES UMD

0 presente invento refere-se ao processo de preparacio de
uma vacina para o combate da infecg®o provocada pelo Mycoplasma
em aves de capoeira, caracterizado por compreender:

a) cultivar, durante um perfodo de tempo adequado, célu-
las da estirpe Mycoplasma gallisepticum, possuindo as proprieda-
des imunolégicas da estirpe Intervet 6/85 num meio adequado, e

b) recolher as c8lulas.

A vacina n8ic 6 virulenta para as galinhas e nZo & patogé-
nica para os perds.

0 invento refere~se ainda ac processo de preparacfioc de uma
cultura microbiologicamente pura de Mycoplasma gallisepticum.
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MEMORIA DESCRITIVA

0 presente invento refere-se a um processo de preparagfo de
uma vacina contra o micoplasma e a um processo para a protecg®o
das aves de capoeira contra as infecgBes provocadas pele Mycoplag
ma, pela administragZo dessa mesma vacina.

0 Mycoplasma e mais particularmente M. gallisepticum, 6
uma bactéria que & infecciosa, em particular para as aves de capo

eira. A infecgd3o de aves comercialmente impartantes com esta bag
téria causa prejufzos econémicos aprecisveis.

0 sindroma que o M. gallisepticum provoca é usualmente de-

nominado, no caso das galinhas "doenga respiratéria crénica®™ e no
caso dos perds "sinusite infecciosa". A infecg®o por M. gallise~
pticum é também frequentemente acompanhada pela infecgZfo devida a
virus respiratfrios e devida a Escherichia goli.

As infecgBes por M. gallisepticum podem ser combatidas com

certos antibiéticos como eritromicina, estreptomicina, clorotetra
ciclina, tilosina e magnamicina, os quais s#o geralmente mistura-
dos com a comida, mas as bactérias t&m vindo a desenvolver resis-
tBncias cada vez maiores a essas substfncias e consequentemente o
seu combate esta-se a tormar cada vez mais dificil.

Desenvolveram~se vacinas para a proteccfo imunclégica das
aves de capoeira contra as infecg®es por M. gallisepticum.

Foram utilizadas bacterinas inactivadas de M. gallisepti-
cum com resultados varidveis. Apesar de originarem uma boa res-
posta serolégica, especialmente quando administradas em combina-
¢80 com um adjuvante do tipo emulsZo oleosa, estas vacinas pare-
cem ndo proteger contra as infecg@es.

Num ndmero limitado de estados dos EUA, especialmente nas
denominadas "multiple-age egg-laying farms" (quintas de producdo
de ovos por galinhas poedeiras de diversas idades), a vacinagio
foi efectuada com M. gallisepticum vivo enfraquecido, da estirpe
F. Esta estirpe 6 administrada pelo m&todo de aspers@o (spray) e
proporciona uma protecg¥o razodvel contra as inflamacBes dos sacos
aéreos e reduz a quebra na produgBc de ovos para um nivel aceit4-
vel,
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As desvantagens das vacinas inactivadas conhecidas s8o inu
meréveis. Cada animal tem que ser injectado individualmente. A
vacina é muito dispendiosa. 0Os animeis n%c ficam protegidos con=-
tra a infecg®o, isto &, apds a infecgBo podem permanecer portado-
res do Mycoplasma (virulento).

Mesmo as vacinas vivas existentes n%oc estZe isentas de pro
blemas. Apesar de a estirpe F ser apenas ligeiramente virulenta
para as galinhas, & extremamente patogénica para os perds. Adi-
cionalmente, ap6s a vacinag@o, as galinhas permanecem portadoras
da estirpe da vacina a qual pode portanto continuar também a alas
trar-se durante um perfods prolongado.

Foi agora encontrada uma vacina contra o M. gallisepticum

que ndo apresenta as desvantagens acima referidas.

A vacina contra o Mycoplasma de acordc com o presente ip-
vento caracteriza-se por ser derivada duma estirpe de M. galli-
gsepticum que possui as propriedades da estirpe Intervet 6/85.

A estirpe Intervet 6/85 & uma estirpe nova de M. galli-
septicum - um mutante que foi obtido por uma série de passagens
"in vitro" da estirpe $6 conhecida (ATCC N2, 15302).

Esta nova estirpe, que foi depositada no Collection Natio-
nale de Cultures de Microorganismes do Instituto Pasteur de Paris
em 7 de Julho de 1987 sob o ndmero I-673, faz também parte do pre
sente invento. As estirpes que possuem as mesmas propriedades
imunolégicas caracteristicas da referida estirpe Intervet 6/85
constituem também parte do invento. Mais particularmente, as es-
tirpes que, mantendo as propriedades imunolégicas particularmen-
te favorédveis, s3Ho derivadas da estirpe Intervet 6/85 fazem tam-
bém parte do invento.

A estirpe Intervet 6/85 apresenta diversas vantagens imper

tantes sobre as estirpes conhecidas de M. gallisepticum que a togr

nam extremamente adequada para aplicagZo em vacinas e que também
a distinguem das estirpes de M. gallisepticum conhecidas:

a. ndo 6 virulenta para as galinhas: n%o proveca quaisquer sin-
tomas clinicos; nZ%o ocorrem virtualmente inflamagBes dos sa-
cos aéreos;

b. n%c é virulenta para os perds;
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c. 4 semanas apfs a administrag®oc é ainda encontrada apenas num
nimero desprezdvel de animais, enguanto a estirpe F continua
a ser segregada durante um longo perfodo de tempo por quase
100% dos animais;

de um modelo de endonuclease de restrigZo como apresentado na
Figura 1.

A vacina de acordo com o invento & preferivelmente adminig
trada as aves de capoeira na forma de uma vacina viva, se bem que,
no entanto, possa ser administrade na forma de vacina inactivada.

A vacina contra o Mycoplasma pode ser administrada da ma-
neira usual para as vacinas semelhantes, mas a presente vacina
presta-se, em particular, para a administrac®ec na forma de aero-
sol. Us aeroséis muito finamente divididos da vacina podem ser
preparados, por exemplo, por meic de um equipamento de produgfo
de aeroséis Vineland.

R vacina contra o Mycoplasma de acordo com o invento pode
ser comercializada, por exemplo, na forma liofilizada. A partir
desta forma, pode preparar-se uma suspens®o por adigBo de um 11-
quido aquoso, por exemplo dgua da torneira. A vacina pode, cla-
ro, ser comercializada na forma de suspens#o. Se desejado, em
adigdo ao material Mycoplasma, podem encontrar-se presentes na va
cina um ou mais estabilizantes (como leite desnatado ou hidrolisa
do de caseina) e/ou um ou mais antibidticos (tal comeo ampicilina
ou polimixina).

A presente vacina é adequada para combater as infecg®es
por Mycoplasma em aves de capoeira. Em particular & adequada pa-
ra combater as infecgBes por Mycoplasma em galinhas e perds., A
vacina deverd ser administrada no perfodo da criagZo, preferivel-
mente a uma idade de 8-15 semanas como protecg®o contra uma queda
na produgBo durante o perfodo da postura. A vacinag3o deverd ser
efectuada preferivelmente no perfodo da criag®o porque:

a., uma leve reacgdo de inoculagHo que possa resultar da vacina-

¢80 n¥o tem efeito sobre a producg3o de ovos neste estégio;

b. a protecg8o deve ser adequada no instante em que os animais
iniciam a postura;
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c., 0s animais dever®o ser protegidos guando sZo transferidos da
gquinta de criagZo para a quinta de postura onde a infeccg®o
tem usualmente lugar.

Uma das caracteristicas favoréveis da vacina de acordo com

0 invento & a sua muito baixa virul@ncia para as galinhas.

Isto foi demonstrado em linhagens Leghorn branca, em que
se compararam os efeitos da estirpe Interver 6/85, da estirpe R e
da estirpe Fo A estirpe R & encarada como uma estirpe de ﬂ. EE&'
ligepticum muito virulenta., A estirpe F 6 utilizada nos EUA como
uma estirpe de vacina., Ambas as estirpes foram postas & disposi-
¢80 por 5. Kleven da Universidade da Georgia. As estirpes R e F
foram cultivadas no meio descrito por Frey e col. (M.C. Fprey, R.P.
Hanson e D.P. Anderson (1968) Amer. J. Vet. Res. 29, 2164-71), en
quanto que a estirpe Intervet 6/85 foi cultivada num meio Adler
modificado (H.E., Adler, R. Yamamoto e S. Bankowski, (1954) Amer.
J. Vet. Res. 15, 463-5). As modificag®es do meio Adler consisti-
ram na substituig@o do caldo Bacto PPLO por peptona protease e de
soro de cavalo por soro de porco.

As galinhas utilizadas nestas experi#ncias comparativas ti
nham sido previamente avaliadas como seronegativas, tanto em rela
¢80 a M. gallisepticum como a M. synoviae.

Aproximadamente uma semana antes das experi8ncias colocaram
-se 10 galinhas numa cé&mara de isolamento de press%o reduzida.
Administrou-se micoplasma a estas galinhas pelo método de aerosol.
Atomizaram-se 100 ml da cultura de Mycoplasma respectiva durante
10 minutos na clmara de isolamento, cuja exaustBo de ar tinha si-
do cortada. A suspens¥o de Intervet 6/85 administrada continha
1010 organismos viéveis por ml, enquanto que as suspensBes das es
tirpes F e R continham apenas 10 organismos viéveis por ml.

Efectuou-se um exame "post-mortem" 10 e 24 dias apés a admi
nistrag@o de Mycoplasma -~ em ambos os casos com 5 galinhas., As
galinhas foram examinadas em relag¥o aos danos provocados nos sa-
cos aéreos, a degenerag3o dos ovérios e ao ndmeroc de animais dos
quais pode ser isolado o M. gallisepticum. Os resultados foram
reproduzidos como descrito no Exemplo 2 sob a, b e ¢ respectiva-
mente.
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Os resultados encontram=-se reproduzidos nas Tabelas abai-

X0%
Infecgso de galinhas de 27 semanas de idade
Tipo Dias apés Danos nos Degenerag®o | Re-isola-
administrado | a adminis | sacos aé- dos ovériocs | mento
tragdo reos (%)
Estirpe R 10 3,0 ’ 100
Intervet 6/85 10 0,6 , 40
Estirpe R 24 1, ’ 100
Intervet 6/85 24 0, , 40
- 0, ’ 0
Infecg®o de galinhas de 32 semanas de idade
Tipo Dias apés | Danos nos | DegeneragZo | Re-isola-
administrado a adminis | sacos aé- dos ovérios mento
tracgdo reos (%)
Estirpe R 10 3,2% , 100
Intervet 6/85 10 0,3 , 17
- 0,0 ’ 0

X média de 6 galinhas
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Infecg®o de galinhas de 35 semanas de idade

Tipo Dias apés Danos nos Degenerac#o Re-iscla-
administrado a adminis | sacos aé- dos ovédrios | mento
tragdo reacs (%)
Estirpe R 16 2,8 2,6 100
Intervet 6/85 10 0,2 1,4 20
Estirpe F 10 2,0 1,6 100
- 0,0 0,1 0
Estirpe R 24 0,6 0,8 100
Intervet 6/85 24 0,0 ’ 0
Estirpe F 24 0,6 0,4 80
g,0 0,0 0

Infecg8o de galinhas de 39 semanas de idade

Tipo Dias apébs Danos nos Degeneracgso Re-isola-
administrado a adminis | sacos aé- dos ovérios mento
trag¥o Teos (%)
Estirpe R 10 2,2 2,4 100
Intervet 6/85 10 0,0 0,8 0
Estirpe F 10 2,0 1,4 20
- (40 sema- 0,0 0,4 0
nas de
idade)

Dos resultados acima torna-se evidente que a estirpe In-
tervet 6/85 provoca danos apreciavelmente menores nos sacos adre-
08 e nos ovédrios, que qualquer uma das estirpes R e F.

Adicionalmente, torna-se também evidente que a estirpe In-
tervet 6/85 j4 n¥o se encontra presente, de forma detectbvel, nas
galinhas infectadas apés aproximadamente 4 semanas, engquantoc que

as estirpes R e F podem de facto ser ainda detect&veis nessa altu
ra.

Efectuaram-se experiBncias semelhantes com perds brancos de
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4 semanas de idade. 0Os resultados encentram-se reproduzidos na

tabela abaixo.

Tipo administrado Dias ap6s a Danos nos Re-isolamen
administra- sacos ad- to
¢cgo reos (%)
Estirpe R 10 3,2 100
Intervet 6/85 10 0,2 100
Estirpe F 10 2,6 100
- (5 Y2 sema- 0,4 0
nas de ida-
de)
Estirpe R 28 3,75 100
Intervet 6/85 28 0,5 0
Estirpe F 28 2,6 100
- (8 semanas 0,2 0
de idade)

’

E sabido que os perds s%o particularmente susceptfveis ao
M. gallisepticum, mesmo a estirpes relativamente pouco virulentas

como a estirpe F, a qual & utilizada como estirpe de vacina no ca
so das galinhas.

0s resultados acima demonstram, no entanto, que a nova es-

tirpe Intervet 6/85 6 também muito pouco virulenta para os perds
e n¥o produz virtualmente nenhum prejufzo.

A estirpe Intervet 6/85 foi também investigada em relag#o
4 revers3o & virul8ncia. Para este fim, a estirpe foi passada 5
vezes através de galinhas, administrando-se de cada vez 3s novas
galinhas o Mycoplasma re-isclado por meio de raspagem da traqueia,
Os resultados encontram-se reproduzidos na tabela abaixo., NZo se
verificou aumento na virul#ncia apés as cinco passagens.
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Tipo Passa | Dias ap6s | Idade | Danos nos | Degenera | Re-isola
administrado |gem a adminig | (sema | sacos aé- | ¢BHo dos | mento
Ne, | tragZo nas) | reos ovarios (%)
Intervet 6/85 2 10 29 0,75 1,2 66
- 29 0,25 R 0
Intervet 6/85 3 10 35 0, 1,0 20
Intervet 6/85 o 10 35 o, 1,4 20
Estirpe R 0 10 35 2, 2,6 100
- 35 a, 0,1 0
Intervet 6/85 4 10 39 0, 1,4 20
Intervet 6/85 0 10 39 o, 0,8 o
Estirpe R 0 10 39 2,2 244 100
- 39 ’ 0,4 0
Intervet 6/85 5 10 41 0,4 1,4 20
Estirpe R 0 10 41 242 242 100
- 41 0,0 0,4 0
Exemplo 1

Preparac®c de uma vacina viva

Reconstituiu-se uma quantidade de aproximadamente 1 ml do

germe da estirpe Intervet 6/85 de Mycoplasma gallisepticum em 10
ml de meio Adler modificado e realizou-se a incubago a 379C,

Quando j& tinha ocorrido crescimento suficiente, o que foi
estabelecido com base na mudanga de cor de um indicador que tinha
sido adicionado (vermelhao de fenol), a suspensdo foi inoculada
num meio Adler recentemente modificado, numa proporgZo volum&tri-
ca de 1:20 e novamente incubada da forma descrita acima.

Este procedimento & repetido até se obter um indculo com
tamanho suficiente para inocular o fermentador a ser utilizado

(s%o necessérios cerca de 5 1 de inéculo para um fermentador de
100 1).

Depois da inoculag8o do fermentador, a incubac%o & levada
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a cabo durante 24-30 horas a um pH de 7,5, a uma temperatura de
379C com uma velocidade de agitag®o e arejamento constantes.

Em sequida as células sBo recolhidas por centrifugag®oc e
tomadas em leite desnatado (10%) ao qual se adicionou previamente
ampicilina.

Depois de se guardar em frascos de vidro apropriados, a va
cina é liofilizada e os frascos s8o ent3o selados.

Exemplg 2

Experigénecia de vacinagfBo com galinhas

Vacinaram-se dois grupos de 10 galinhas pelo método de ae-
rosol com, respectivamente, a estirpe F e a estirpe Intervet 6/85

e colocaram-se em c&maras isoladas de pressBo reduzida.

Duas semanas mais tarde, os dois grupos, e também um grupo
de controlo n#o vacinado, foram infectados com a estirpe virulen-
ta R e mortos 10 dias depois. Os danos nos sacos aéreos, a dege-
neragdo dos ovélrios e a quantidade relativa de M. gallisepticum

presentes nos animais mortos foram determinados da maneira descri
ta abaixo:

a) as graduagBes dos danos nos sacos afreos foram classificadas

como se segues

0

sacos aéreos limpos sem danos linfofoliculares;

1 = ligeira turbidez num ou em dois sacos aéreos ou danos lin
fofoliculares num ou em dois sacos aéreos;

2 = como 1, mas neste caso em ambos os sacos aéreos ou turbi-
dez intensa num ou em dois sacos aéreos ou secregBo seme-
lhante a queijo num ou dois sacos aéreos ou aparfncia es-

pessa e esponjosa de um ou dois sacos aéreos;
5 = ambos os sacos aéreos intensamente turvos ou secrecgZfio se-

melhante a queijo ou com apar®ncia espessa e esponjosa;

4 uma combinag8o dos sintomas de 3.

i

b) 0 grau de degeneragso dos ovédrios foi classificado como se se
gue:

0 = ovérios activos sem degenerag3o;
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degeneragdo de todos
hemorragias;

degeneragdo de todas

degenera¢®o de alguns foliculos do ovério;s

os foliculos do ovério apresentando

gs folfculeos com hemorragias,

c) Efectuou-se uma determinac¥o do ndmeroc de galinhas nas quais

o Mycoplasma gallisepticum podia ser re-isolado.

0 resulta-

do foi expresso numa percentagem do ndmero total de galinhas

nos grupos respectivos.

Os resultados das experi®ncias descritas acima, ap6s a va-

" cinag8o de galinhas de vérias idades, s¥o descritos abaixo.

l. Vacinag®o de galinhas de 27 semanas de idade

Grupo

Danos nos
sacos aé-
Teos

DegeneragZo dos
ovérios

Re-isolamen
to®

(%)

VacinagZo com
Intervet 6/85
mais infecg8io
com estirpe R

1,0

0,5

80

Auséncia de va
" cinag®o mas in
‘ fecgdo com es-
tirpe R

3,0

2,8

100

Vacinag8o com
Intervet 6/85
sem infecgio

com estirpe R

0,0

0,2

40

Austncia de va
cinagso e de
infecgdo com
estirpe R

0,0

0,0

X N3o se faz disting¥o entre as estirpes R e Intervet 6/85.
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Grupo

Danos nos
sacos ab-
TEe0s

Degenerag®o dos
ovérios

Re-isolamen
£
to

(%)

Vacinag3o com
Intervet 6/85
mais infecco
com estirpe R

1,2

100

Vacinag®o com
estirpe F e
infecgdo com
estirpe R

1,0

1,0

100

Austncia de
vacinag8o mas
infecgdo com
estirpe R

2,4

2,6

100

Vacinag®o com
Intervet 6/85
sem infecgfo

0,0

0,0

Vacinagdo com
estirpe F sem
infecgdo

0,6

0,4

80

Aus®ncia de
vacinac®o e
de infecgdo

0,0

0,0

X

Ngo & feita distingZo entre as estirpes R, F e Intervet 6/85.
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galinhas de 39 semanas de idade
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Grupo

Danos nos
sacos aé-

reos

Degenerag¥o dos

ovArios

Re-isolamen
to ¥

(%)

Vacinag®o com
Intervet 6/85
mais infecgdo
com estirpe R

0,0

1,0

100

Vacinag3o com
estirpe F e
infecgdo com
estirpe R

1,4

1,4

80

Rustncia de
vacinag®o e
infeccdo com
estirpe R

2,2

100

Austncia de
vacinag%o e de
infecglo

0,0

0,4

X N#o se faz disting¥o entre as estirpes R, F e Intervet 6/85.

Destas experi®ncias pode concluir-se gue a estirpe Inter-

vet 6/85 proporciona uma protecg®o contra danos nos sacos adreas

e contra a degenerag¥o dos ovérios como consequ&ncia de uma in-

fecgdo grave, protecg8o essa que & comparével com a obtida com a

estirpe F,.
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REIVINDICACTDES

1 - Processo de preparagf@io de uma vacina para o combate da
infecgdo provocada pelo micoplasma em aves de capoeira, caracteri

zado por compreender:

a) cultivar, durante um perfodo de tempo adequado, célu-
las da estirpe Mycoplasma gallisepticum, possuindo as proprieda-
des imunol6gicas da estirpe Intervet 6/85 num meio adequado, e

b) recolher as células.

2 - Processo de acordo com a2 reivindicag®o 1, caracteriza-
do por se adicionar, subsequentemente um ou mais estabilizantes,
tais como leite evaporado ou hidrolisado de caseina.

> - Processo de acordo com a reivindicagZo 1 ou 2, caracteg

rizado por também se adicionar um ou mais antibiétices.

4 - Processe de acordo com as reivindicagBes 1-3, caracte-
rizado por o material resultante ser liofilizado.

5 - Processo de acordo com as reivindicagBes l-4, caracte-
rizado por o Mycoplasma gallisepticum vivo cultivado possuir as

propriedades imunolégicas da estirpe Intervet 6/85.

6 - Processo de acordo com as reivindicag@es 1-5, caracte-
rizado por se cultivar a estirpe Intervet 6/85.

7 - Estirpe de VMycoplasma gallisepticum, caracterizado por
possuir as propriedades imunolégicas da estirpe Intervet 6/85.

8 - Estirpe Intervet 6/85 de Mycoplasma gallisepticum.

9 - Processo de preparag8o de uma cultura microbiologica-
mente pura de Mycoplasma gallisepticum, caracterizado por se cul-
tivar uma estirpe de Mycoplasma gallisepticum a qual tem as pro-
priedades imunolégicas da estirpe Intervet 6/85.

10 - Processo de acordo com a reivindicag®o 9, caracteriza
do por a estirpe cultivada ser a estirpe Intervet 6/85.
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6. 8T, 0

Lisboa,

Por AKZO N.V,.
- 0 AGENTE OFICIAL -
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