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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo a avaliacio da imunidade
protetora produzida pela imunizagido de galinhas (Gallus gallus) com a cepa
atenuada Cu de Eimeria acervulina, desafiadas com sua cepa homéloga e duas
heter6logas parentais. Foram utilizadas aves SPF (Specific Pathogen Free) da
linhagem White Leghorn, com idade de sete dias. Cada ave recebeu uma dose
de 1x10° oocistos da cepa atenuada “Cu” de Eimeria acervuling, no 72 dia e
outra dose refor¢o no 142 dia de vida. As aves foram desafiadas com 2x10°
oocistos das cepas parentais “Cu”, “PeFa” e “I” de E. acervulina, com 21 dias
de idade. Os pardmetros adotados para a avaliacdo foram ganho de peso médio
por ave, escore de lesdo da mucosa intestinal e produgdo de oocistos por ave.
A imunizacdo proporcionou uma elevada protecio (acima de 85%) as aves
desafiadas com as cepas parentais “Cu” e “PeFa”, com rela¢do ao ganho de
peso médio por ave e producdo de oocistos, Contudo, a imunidade mostrou-se
menos elevada (75%) apés o desafio com a cepa parental “I”. Foi obtida total
protecio contra o desenvolvimento de lesbes intestinais em todos os
experimentos de imunizacdo. Os resultados apresentados sugerem a presenca
de variacdo antigénica em E. acervulina “I”, em relacdo as duas outras cepas
utilizadas. A cepa atenuada “Cu” de Eimeria acervulina apresenta um elevado

potencial para utilizacdo como vacina, no Brasil.
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ABSTRACT

Evaluation of protective immunity produced by immunization of chickens
(Gallus gallus) with the attenuated line “Cu” of Eimeria acervulina after
challenge with its homologous and two heterologous strains “PeFa” e “I” was
performed. Seven day old White Leghorn SPF (Specific Pathogen Free)
chickens were used for experiments. Each bird received a dose of 1x10°
attenuated "Cu” line oocysts of Fimeria acervulina on the 7® day and another
dose in the 14™ day of age. The birds were challenged with 2x10° oocysts of
"Cu", "PeFa " and " I " parent strains of E. acervulinag on the 21° day - old.
The criteria used to evaluate protective immunity were: weight gain, lesion
score of duodenum and upper small intestine and oocysts production per bird.
The immunization with precocious line of E. acervuling showed a high
protection of chickens after challenge with parent strains "Cu" (96%) and
"PeFa" (over 86%) for weight gain and oocysts production. The immunity was
lower (75%) when birds were challenged with the "I" parent strain. Total
protection against intestinal lesions was obtained in alli the immunization
experiments. The present results suggest the presence of antigenic variation in
E. acervulina between the strains used in the experiments. The attenuated
"Cu" line of Eimeria acervulina seems suitable for its use as live vaccine in

Brazil.



INTRODUCAO

A coccidiose avidria € considerada um dos maiores problemas sanitdrios
da inddstria avicola mundial, sendo responsdvel por perdas anuais de pelo
menos 800 milhSes de délares (Williams, 1998). Estes gastos estdo
relacionados com manejo profildtico pela adicio de medicamentos preventivos
a alimentag¢do; manejo no controle de epidemias, a redugio no ganho de peso e
na postura de ovos pelas aves infectadas (Ruff, 1999).

A doenga € causada por sete espécies de protozodrios do género Eimeria
(Filo Apicomplexa: Familia Eimeridae): E. acervulina, E. brunetti, E. maxima,
E. mitis, E. necatrix, E. praecox ¢ E. tenella (Reid et al., 1984).

No Brasil poucos levantamentos sobre a prevaléncia da coccidiose foram
realizados, mas de uma maneira geral as espécies mais encontradas sdo: E.
acervulina, E. maxima, E. mitis, E. praecox e com menor freqgiiéncia E. tenella
(Kawazoe, 2000). Estes dados refletem a realidade encontrada em estudos de
outros paises (Williams et al., 1996). Em criacdes comerciais, tanto de frango
de corte como de aves poedeiras, a coccidiose estd presente em niveis variados
de acordo com o histdérico de utilizacio de medicamentos anticoccidianos ou
de vacinas vivas virulentas ou atenuadas (Kawazoe, 2000).

A transmissdo ocorre pela via fecal-oral, isto é, pela ingestio de oocistos
esporulados presentes na racio, 4gua ou no meic ambiente. O ciclo bioldégico
dos parasitos ocorre em um Unico hospedeiro, onde os oocistos imaturos séo
eliminados junto as fezes do hospedeiro, vindo a esporular e amadurecer no
meio ambiente em dois ou trés dias, na presenca de O,, temperatura de 25-

30°C e umidade de 70-80%. Os oocistos esporulados sdo infectantes e podem
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permanecer vidveis por mais de trés meses no meio ambiente. Uma vez
ingeridos pelas aves, a membrana externa do oocisto sofre rompimento na
moela ¢ 05 esporocistos sdo liberados. Posteriormente, pela acdo da tripsina e
de sais biliares 0s esporozoitos sdo liberados dos esporocistos no duodeno.
Esses esporozoitos, ao penetrarem nas células da mucosa intestinal
transformam-se em trofozoitos uninucleados. A seguir, inicia-se a fase
assexuada do ciclo (merogonia) onde ocorrem divisGes mitGticas sucessivas do
nicleo, com a formacfo final dos merozoitos dentro do meronte. De acordo
com a espécie, cada meronte produz em seu interior um nimero varidvel de
merozoitos. Ap0s o rompimento da célula hospedeira, os merozoitos atingem a
luz intestinal e invadem novas células epiteliais refazendo esse ciclo. Alguns
merozoitos penetram em novas c€lulas dando inicio a fase sexuada do ciclo ao
passo que outros realizam wma terceira e/ou quarta geracdo do ciclo
assexuado, dependendo da espécie. Na fase sexnada do ciclo ocorre a
formacdo dos gametas femininos e masculinos, fecundacio, e a formacdo dos
zigotos. A formacdo de uma membrana dupla em volta dos zigotos origina os
pocistos ndo esporulados, que ao cair na luz intestinal, sio eliminados para o
meio externo juntamente com as fezes (Fig.1).

As espécies de Eimeria apresentam especificidade gquanto 2a sua
localizacdo na regido intestinal, e com relacdo a profundidade na mucosa
intestinal onde parasitam, de acordo com a espécie, 0 que determina o grau de
patogenicidade no hospedeiro: E. mitis ¢ E. praecox sdo espécies consideradas
pouco patogénicas e de desenvolvimento intracelular epitelial; E. necatrix e E.
tenella sdo altamente patogénicas, localizando-se na camada subepitelial da

mucosa, associadas a forma aguda da doenca; E. acervulina ¢ E. maxima,
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possuem desenvolvimento epitelial e sfo consideradas de patogenicidade
mediana, contudo apresentam alta morbidade devido aos sintomas subclinicos
que causam (Joyner, 1982). De um modo geral, os parasitas agem modificando
as estruturas das vilosidades quando do seu desenvolvimento nos enter6citos,
causando diminuigdo na absorcdo de diversos nutrientes, aumento da taxa de
conversdo alimentar ¢ ocasionandco perda de peso, fator esse de extrema
importincia econdmica para 0s produtores avicolas (Fernando & McCraw,
1977; Joyner, 1982; Bordin, 1994). As principais caracteristicas das espécies
de Eimeria de galinha estdo descritas no Quadro 1. |

Segundo Jeurissen et al. (1996), apdés a infeccdo primdria ocorre o
desencadeamento de respostas imunes humoral e celular espécie-especifica. O
sistema imune poderia controlar o desenvolvimento parasitdrio principalmente
durante a intera¢do do parasita com as células do epitélio intestinal; uma vez
no interior do epitélio préximo aos linfécitos; e durante sua passagem pela
lamina prépria em dire¢io ao epitélio das criptas.

Embora a infeccido por espécies de Eimeria seja capaz de desencadear a
producdo imunoglobulinas especificas para estes parasitas nas aves (Girard et
al.,, 1997), a funcdo dos anticorpos contra infeccbes priméirias aparentemente
possui pouca importdncia. Lillehoj (1987) observando a quantidade de
oocistos eliminados apés infeccdo por Eimeria tenella em aves
bursectomizadas, ndo verificou alteracio na quantidade de oocistos eliminados
em relagio & aves normais. Contudo, estudos in vitro tém demonstrado que as
imunoglobulinas podem agir reduzindo a infectividade dos parasitas por meio

de: (1) aglutinacdo; (2) reducdo da motilidade; (3) induzindo mudancgas na



conformacio de moléculas de

superficie,

processo de invasdo celular (Lillehoj & Lillehoj, 2000).

possivelmente envolvidas

Quadro 1. Caracteristicas das sete espécies de FEimeria Spp. que ocorrem em

galinhas domeésticas {(Gallus gallus)

ESTAGIOS PATOGENI IMUNOGE
ESPECIES LOCALIZACAO | LESOES MACROSCOPICAS | ASSOCIADOS A
- CYDADE* NiCIDADE*
INFECCAO
Infecgio leve: estrias
Intestino frapsversais .
. Gametdeitos e
E. acervalina delgado: porgdo | esbranguigadas; . F +4
. oocistos
superior espessamento da parede
intestinal
Int. delgado: ]
. i Coagulagdo, necrose, Gametdeitos e
E. brunetti porgdo inferior . ) . P b
enterite sanguinolenta oocistos
e cecos
Paredes expessadas, X
Int. deigado Gametdcitos e
E. maxima o exsudate muce- . bt PRI,
médio . cocistos
sanguinolento
Int. delgado: .
. . Sem leses, exsudato Gametdécitos e
E. mitis porgdo imferior . -+ ++
mucdide oocistos
€ cecos
Int. médio LesBdes globosas, pontos
{ciclo assexual)} | brancos {esquizontes),
E. necatrix . Esquizontes bt ++++
cecos (cicle exsudato com muco e
sexual} filetes de sangune
Int. delgado: Sem lesdes, exsudato Gametdcitos e
E. praecox . ‘s i * A
porgio superior | mucdide cocistos
inicio: hemorragia na Inz
dos cecos;
E. tenella Cecos X Esquizontes Tt N
Posterior: mucossa
expessada, tecido necrético

*+=Graus de patogenicidade ¢ imunagenicidade segunde o antor.

noe

Fonte: Research Report 163.
Athens, Georgia & Long, P.L., 1987.

A imunidade mediada por células & considerada como o principal

1973. College of Agriculture Experiment Stations, University of Georgia,

componente da resisténcia contra Eimeria spp. em camundongos e galinhas,
como demonstrado em diversos estudos de supressido celular (Lillehoj & Trout,
1994). Um dia ap6s a infeccdo primdria, pode ser observada uma macica

infiltracdo da 14mina prépria por macréfagos, granuldcitos e linfécitos



(Lillehoj & Lillehoj, 2000). Juntamente com a presenga das células tém-se
detectado a produ¢do de cinco citocinas principais em resposta a infecgio:
IFN-Y, IL-2, TL-15, TNF e o Fator de Crescimento Celular (TGF) (Yun, et al,
2000; Lillehoj & Lillehoj, 2000).

Desde a década de 50 a adicio de medicamentos na racio das aves tem
sido a principal forma de controle da coccidiose avidria, mas o continuo
surgimento de isolados resistentes a praticamente todos os medicamentos de
uso comercial e o desinteresse da inddstria farmacéutica em produzir novas
drogas tem limitado esta estratégia (Kawazoe er al., 1991; Chapman, 1997,
1993).

Com as dificuldades surgidas com as drogas, as vacinas vivas foram
gradativamente ganhando mais espag¢o, sendo atualmente consideradas a
maneira mais segura no controle da coccidiose aviaria, além de nio deixar
residuos de farmacos nos tecidos das aves {Danforth, 1998).

As vacinas vivas hoje comercializadas apresentam-se em duas variantes:
as virulentas, constituidas de isolados de espécies de Eimeria mantidos em
laboratério, que n3o possuem nenhuma altera¢io com relagio a sua viruléncia
(ex.: Coccivac B®/D® e Immucox®), e vacinas atenuadas, com parasitos
selecionados artificialmente para redugio da viruléncia (ex.: Livacox® e
Paracox®) (Williams, 1998). Contudo, pelo fato da possibilidade do
desenvolvimento de lesdes intestinais e diminuicio do ganho de peso em aves
suscetiveis, as vacinas virulentas tem dado lugar a utilizagfo de vacinas vivas

atenuadas, consideradas mais seguras, caso estejam realmente atenuadas

{(Chapman, 2000).



A metodologia para a obtencdo de cepas atenuadas foi desenvolvida por
Jeffers (1975), por meio da selecio de oocistos precoces em cepas de E.
tenella. O método consiste em passagens sucessivas dos primeiros oocistos
eliminados apés as infecgOes nas aves, de modo que apés vdrias passagens nas
aves pode ocorrer o encurtamento do ciclo parasitdrio, e consegiientemente
diminui¢io do periodo pré-patente (precocidade), e ocasionalmente levando 2
atepuago da viruléncia da cepa, permitindo o uso da mesma para a
imuniza¢do das aves. Esta metodologia tem permitido a obtencio da
precocidade e atenuagdo de vdrias espécies de Eimeria de galinhas, tais como:
E. acervulina (McDonald et al.,, 1982; Kawazoe & Manarini, 2001); E. mitis
(McDonald & Ballingall, 1983); E. praecox (Shirley et al., 1984); E. necatrix
(Shirley & Bellatti, 1984; Montes et al., 1998); E. maxima (McDonald et al.,
1986) e E. brunetti (Shirley et al., 1986).

De um modo geral, as cepas atenuadas apresentam as seguintes
caracteristicas: (i) encurtamento do ciclo reprodutivo (periodo de paténcia);
(ii) diminui¢do do potencial reprodutivo; (iii) atenwacio da viruléncia; (iv)
retencdo da imunidade; (v) estabilidade da atenuacio (Shirley & Bedrnik,
1997). A dificuldade para a obtengdo dessas cepas baseia-se no fato de que
algumas cepas precoces ndo conferem imunidade protetora total contra cepas
heter6logas e/ou ndo estarem atenuadas apesar de serem precoces. A seguranca
na utilizacd0 dessas cepas estd associada 2 diminui¢do do desenvolvimento de
estdgios assexunados nas células do epitélio intestinal, com conseqiiente
reducdo na produgdo de oocistos, além de causar menor dano as células

intestinais das aves e menor disseminacgdo de oocistos nos galpdes.



Recentemente, foi desenvolvida no Brasil uma cepa precoce de E.
acervulina, cuja cepa parental foi isolada a partir de uma amostra de campo,
obtida de galinhas “caipiras”, com histérico negativo para uso de
medicamentos anticoccidianos. A cepa precoce foi obtida por passagens
sucessivas dos primeiros oocistos eliminados em aves ndo infectadas, até a
estabilizacdo do periodo pré-patente de eliminacdo dos oocistos. Os
parimetros utilizados para a caracterizagio da cepa precoce foram: periodo
pré-patente de eliminagdo dos primeiros oocistos, atenuacio da
patogenicidade, anpédlises histopatolégicas da mucosa intestinal de aves
infectadas, teste preliminar de imunizac3io e testes de sensibilidade a diversos
medicamentos anticoccidianos, atestando a sua precocidade e atenuacio em

relacdo a cepa parental (Kawazoe & Manarini, 2001).



Figura 1 — Ciclo de vida de Eimeria spp. - Apbs deixarem os esporocistos os esporozoitos (1) penetram em uma célula do
epitelio intestinal (2). Com divisSes mitdticas sucessivas dentro de um meronte (3), forma-se a primeira geragao de
merozoitos {4), que rompem a células parasitada e 530 liberados para a luz intestinal {5), podendo assim penetrar em novas
céhidas (6), reiniciando um nove ciclo merogdnico (7, 8}, que cuimina com a formacZo da segunda geragdo de merozoitos
(9, 10). Apbs romper a células hospedeira os merozoitos formades (11) podem entrar em uma nova célula epitetial do
intesting (12) e gerar a terceira gera¢do de merozoitos {13, 14), Grande parte dos merozoitos de segunda {11) e todos da
terceira gerag@io (15) penetram em uma nova célula epitelial. Alguns tornam-se microgametdcitos {186, 17), os quais
produzem uma grande quantidade de microgametas (18), e outros tornam-se macrogametas (19, 20). Os macrogametas
sép fertilizados pelos microgametas e tormam-se zigotos (21), que posteriormente formam a parede cistica para formar as
oocistos. Apds seu desenvolvimento, os oocistos caem nz fuz infestinal contendo um esporonte e sdo eliminados para o
meio ambiente ¢om as fezes (22) onde sofre divisdo nuclear meittica formando os esporoblastos (23) e divis3o mitdtica
para a formacg&o de quatre esporocistos, cada um contendo dois esporozoitos. Tem-se agora 0 cocisto maduro infectante
(24} que pode ser ingeride por uma galinha. (Roberts & Janovy-Jr., 1996)



JUSTIFICATIVA

Segundo dados da Associacdo Paulista de Avicultura (APA, 2001), o
Brasil € considerado um dos maiores produtores ¢ exportadores de frango de
corte no mundo. Assim como em outros paises, criacbes comerciais de
galinhas livres de coccidiose tem se tornado extremamente raras (Bigs, 1982;
Williams, 1999).

No Brasil, dados estatisticos mostram que a coccidiose ¢ responsivel por
perdas anuais de aproximadamente 30 milhdes de délares (Castro, 1994).
Segundo o mesmo autor a inddstria avidria apresentou uma considerdvel
evolugdo na quantidade de animais produzidos nas iiltimas décadas. Em
contrapartida, a produgdo de novas drogas pela inddstria farmacéutica nfio teve
proporcionalmente o mesmo crescimento. Conseqiientemente, a facilidade com
que as espécies de Eimeria spp. desenvolvem resisténcia aos medicamentos
utilizados comercialmente e os elevados gastos associados ao desenvolvimento
de novos firmacos, podem ser considerados os principais responséveis pela re-
emergéncia observada da coccidiose a partir da década de 80 no Brasil
{Castro, 1994),

Como alternativa 20s medicamentos anticoccidianos, diversas granjas
brasileiras iniciaram a utilizacio de vacinas com cepas virulentas (Coccivac
B®/D® e Immunox®) e atenuadas (Livacox®) como medida imunoprofildtica.
Contudo, o elevado custo de importagio destes produtos e a ocorréncia de
variacdo antigénica em algumas espécies, tal como observado em populagdes
de E. maxima, ¢ em menor grau em E. acervulina, podem atuar como

importantes obstdculos para a eficiéncia de sua utilizagio.



Deatre as sete espécies causadoras da coccidiose avidria, as espécies
consideradas mais importantes sdo E. acervulina, devido ao elevado potencial
reprodutivo, ¢ E. maxima, ambas com alta prevaléncia pas granjas e relativa
facilidade para o desenvolvimento de resisténcia as drogas comercialmente
utilizadas para o controle da coccidiose no mundo (Chapman, 1982; Kawazoe

et al., 1991; Kawazoe & Di Fabio, 1994; Williams et al., 1996).

OBJETIVO
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade da cepa
atenuada “Cu” de E. acervuling em induzir imunidade protetora em galinhas,
ap6s desafios com sua cepa homoéloga “Cu” e duas cepas heter6logas “PeFa” e
i
Para essa avaliacdo foram utilizados os seguintes critérios:
1. Ganho de Peso
2. Escore de lesdo da mucosa intestinal

3. Produgido de oocistos.
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MATERIAL E METODOS

1 - AVES. Foram utilizadas galinhas (Gallus gallus) da linhagem White
Leghorn. S8o aves SPF (Specific Pathogen Free) amplamente utilizadas para
experimentacdo cientifica. As mesmas foram mantidas nas dependéncias do
biotério de aves, livre de patégenos, do Departamento de Parasitologia,
Instituto de Biologia, UNICAMP,.

A partir do 1° dia de idade, as aves foram alocadas em gaiolas de metal
(51x40cm), com acesso irrestrito a 4gua filtrada e rag¢3o inicial para aves
destituida de qualquer medicamento. A periodicidade de iluminacido foi de 9
horas de luz e 15 horas de escuro, sendo que as luzes foram acessas s 8 horas
da manhd e apagadas as 17 horas da tarde. As aves permaneceram em
temperatura ambiente.

Embora a sexagem de aves ao 1 dia de idade seja conseguida por
especialistas, a empresa fornecedora das aves (Merial Sadde Animal) n3o
dispde de tal funciondrio, de modo que a sexagem ao inicio do experimento
nido pode ser realizada. Conseqiientemente, os grupos de aves por gaiolas
foram aleatoriamente compostos por aves de ambos 0s sexos.

O sacrificio das aves para verificacido do escore de lesdo foi realizado por
deslocamento cervical. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitd

de Etica em Experimenta¢do Animal (CEEA/Unicamp - Protocolo no. 316-1).

2 - PARASITOS. Foram utilizadas: cepa precoce “Cu” de E. acervulina
obtida pela Profa. Dra. Urara Kawazoe para a imunizacio das aves; cepa

homdéloga parental “Cu” e cepas heterélogas “PeFa” e “I” de E. acervulina
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para desafio das aves imunizadas. As cepas si@oc mantidas no Laboratério de
Coccidiose Avidria do Departamento de Parasitologia, IB, UNICAMP. As
cepas “Cu” e “I”, utilizadas no presente trabalho foram isoladas de galinhas
“caipiras”, dentro do Estado de SZo Paulo, sem histérico de uso de
medicamentos anticoccidianos. A cepa “PeFa” foi isolada em uma granja
comercial no Estado de Sdo Paulo, com histérico de uso de medicamentos
anticoccidianos de uso comercial.

Previamente 2 realizaciio de cada experimento, os oocistos de cada cepa
foram produzidos em aves. Os oocistos encontrados npas fezes foram
purificados utilizando o método de flutuacio em solugdo saturada de NaCl
(Long et al,, 1976), e a esporulagdio foi realizada em solugio de dicromato de
potdssio a 2% na presenca de O, a temperatura ambiente (28°C). Oocistos
esporulados foram mantidos em dgua destilada, a temperatura de
aproximadamente 4°C. Foram utilizados oocistos com no méximo 0ito semanas
de armazenamento, periodo em que os oocistos comservam a sua viabilidade

(Long et al., 1976).

3 — EXPERIMENTO. Para 2 avaliacdo da imunidade protetora, as aves foram
imunizadas com a cepa precoce “Cu” de E. acervulina e desafiadas com a cepa
homé6loga parental “Cu” e duas cepas parentais heter6logas “PeFa” e “I”. Cada
experimento foi realizado em triplicata, onde cada grupo foi composto de
cinco aves por gaiola.
3.1. — Dose de oocistos para a imunizacio das aves: as aves foram
imunizadas com 1 x 10* oocistos em 0,5 mL de 4gua destilada por ave,

inoculadas por via oral, mediante o uso de uma seringa de 1,0 mL. As aves
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receberam a primeira dose de imunizagio da cepa precoce “Cu” com sete
dias de idade, € uma dose reforco com 14 dias de idade.

3.2. - Dose de oocistos para o desafio das aves imunizadas: as aves
foram desafiadas com 21 dias de idade, mediante inoculagfo, via oral, de 2
x 10° oocistos em 0,5 mL de 4gua filtrada por ave. Foram utilizadas as
cepas parentais “Cu”, “PeFa” ¢ “I” de E. acervulina para os desafios.

Os controles positivos foram constituidos por grupos de aves ndo
imunizadas e infectadas pelas cepas parentais (PA) “Cu”, “PeFa” e “I” de E.
acervulina no 21° dia de idade com 2 x 10° oocistos por ave. Ao ini’cio dos
experimentos 0s controles negativos, formados por aves nio imunizadas e ndo
infectadas, tiveram suas fezes examinadas para a verificacio da presenca de
00Cistos.

Para avaliacdo do periodo de eliminagdo de oocistos (periodo de
paténcia), um grupo de aves imunizado e desafiado permaneceu até o fim da

eliminacdao de oocistos.

a) EXPERIMENTO I

Grupoe I. aves imunizadas e desafiadas com a cepa “Cu” parental (PA) para
a observagic do escore de les@o da mucosa intestinal e ganho de peso das
aves;

Grupo II: aves infectadas com a cepa “Cu” PA para a observac¢iio do escore
de lesdo da mucosa intestinal e ganho de peso das aves (controle positivo);

Grupo III: aves nfo imunizadas e ndo infectadas (controle negativo);

Grupo IV: aves imunizadas e desafiadas com cepa “Cu” PA para a

observacido do periodo patente de elimina¢iio de oocistos;
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Grupo V: aves nfio imunizadas e infectadas com a cepa “Cu” PA no 21° dia
de vida, para a observa¢do do periodo patente de eliminacdo de oocistos

(controle positivo).

b) EXPERIMENTO 11

Grupo I aves imunizadas e desafiadas com cepa “PeFa” PA para a
observacio do escore de lesdo da mucosa intestinal ¢ ganho de peso das aves;

Grupo TI: aves infectadas com a cepa “PeFa” PA (controle positivo) para a
observacdo do escore de lesdo da mucosa intestinal e ganho de peso das aves;

Grupo III: aves ndo imunizadas e ndo infectadas (controle negativo);

Grupo IV: aves imunizadas e desafiadas com a cepa “PeFa” PA para
observacao do periodo patente de eliminacio de oocistos;

Grupo V: aves ndo imunizadas e infectadas com a cepa “PeFa” PA, no 21°
dia de vida, para a observacio do periodo patente de eliminacio de oocistos

(controle positivo).

¢) EXPERIMENTO III
Grupo I: aves imunizadas e desafiadas com cepa “I” PA para a observacio
do escore de lesdo da mucosa intestinal e ganho de peso das aves;
Grupo II: aves infectadas com a cepa “I” PA (controle positivo) para a
observacdo do escore de lesdo da mucosa intestinal e ganho de peso das aves;
Grupo III: aves ndo imunizadas e nfo infectadas (controle negativo);
Grupo IV: aves imunizadas e desafiadas com cepa “I” PA para observagio

do periodo patente de elimina¢io de oocistos;
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Grupo V: aves ndo imunizadas e infectadas com cepa “I” PA, no 21° dia de
vida, para a observagdo do periodo patente de eliminagdo de oocistos (controle
positivo).

O teste de imunidade foi avaliado mediante trés pardmetros:
(1) Ganho de peso: As pesagens das aves foram realizadas antes (aves com
2] dias de idade) e ap6s o desafio (28 dias de idade). As diferencas de
peso para cada ave foram registradas, obtendo-se entdo o peso médio

por grupo de aves (n=15);

(2) Contagem de oocistos: As fezes totais depositadas sobre uma bandeja
forrada com papel, no Ifundo das gaiolas, foram coletadas diariamente
as 9 horas da manhi durante o periodo de eliminacioc dos oocistos. As
fezes foram entio homogeneizadas com 4gua filtrada, em um
homogeneizador elétrico. Foi retirado 1 mL da amostra e adicionado a
9 mL de solugdo saturada de NaCl e ap6s homogeneiza¢io dessa
solucdo, o liquido foi colocado na cémara de MacMaster para a
contagem dos oocistos (Long et al.,, 1976). A contagem foi realizada a

partir do quarto dia pés-infecgdo até o término da sua eliminacéo.

(3) Escore de lesio da mucosa intestinal: o escore de lesdo foi realizado
segundo método de Johnson & Reid (1970) que consiste na atribuic¢do
de graus (1 a 4) as lesdes observadas na mucosa intestinal entre a
regido superior (duodenal) e a regido mediana do intestino delgado. As

caracteristicas para cada nivel do escore de lesio sdo apresentadas no

Quadro 2.
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Quadre 2. Caracteristicas do escore de lesfio para Eimeria acervulina

Escore Caracteristicas
0 Nenhuma lesdo macroscépica.
1 ILesBes com estrias brancas transversais c¢onfinadas no duodeno. Méaximo de 5

lesdes por cm?.

9 Lesdes com estrias brancas transversais ainda nfo coalescentes. Lesdes podem se
estender abaixo do duodeno. Contelido ¢ paredes intestinais normais.

Lesdes coalescentes, lesSes com uma cobertura esbranquigada. Parede intestinal
3 engrossada e o contetido intestinal aquoso. Lesdes podem se estender até o
resquicio do saco vitelino.

Lesdes coalescentes, coloragio branca acinzentada. Parede intestinal engrossada

4 com exuadato cremoso. Mucosa pode estar inflamada, avermelhada ou apresentar
petéguias hemorrdgicas. LesOes como estrias tramsversais brancas tipicas, na
parte média do intestino.

Fonte: Johson & Reid, 1970

4 - ANALISE ESTATISTICA.

Para as andlises estatisticas de ganho de peso e escore de lesdo foi
utilizada a Andlise de Varifncia de uma Via (ANQOVA), seguida pelo Teste de
Comparagdes Miiltiplas de Bonferroni. Para andlise da elimina¢io de oocistos
utilizou-se o teste t. Os valores foram considerados estatisticamente
significantes quando P<0,05. Todos os testes estatisticos foram realizados no
software GraphPad InStat, versdo 3.00 (1998).
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RESULTADOS

1 - Ganho de peso
O ganho de peso médio por ave, nos animais imunizados e
desafiados com as cepas “Cu”, “PeFa” e “I” de E. acervulina, pode ser

observado na Tabela 1.

Tabela 1. Ganho de peso médio das aves imunizadas com Eimeria acervulina

“Cu” precoce e desafiadas com as cepas parentais “Cu”, “PeFa” e “I”

Ganho de Peso Médio
Grupo de Aves “Cu” “PeFa” “p
% (g) % (g) % (g)
Imunizado e desafiado 90,6 (74,0%16) 87.6 (60,2+23) 75,3 (60,4%25,7)

Controle positivo 57,4 (46,8+20,1) 52,5 (36,1+£19,3) 56,3 (45,2%14,6)

Controle negativo 100 (81,6126,7) 100 (68,7+17) 100 (80,2+18.1)

O grupo de aves imunizado com a cepa precoce “Cu” e desafiado
com sua cepa homéloga parental, apresentou diferenca estatisticamente
significante (P<0,01) no ganho de peso quando comparado ao grupo controle
positivo. Resultados semelhantes foram verificados no segundo experimento,
onde as aves foram desafiadas com a cepa heter6loga “PeFa” (P<0,01). Nas
aves imunizadas e desafiadas com a cepa “I”, embora tenha sido observado
ganho de peso, n3o houve diferen¢a estatisticamente significante em relagdo

ao grupo controle positivo (P>0,05) (Fig.2).
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Fig. 2 -~ Percentagem do ganho peso médic das aves imunizadas com E.
acervulina cepa precoce “Cu” e desafiadas com as cepas parentais homdéloga
“Cu” e heterdlogas “PeFa” e *I". As letras diferentes representam diferengas

significantes. * P<0,05.

2 — Producio de oocistos

A produgdo de oocistos no perfodo entre 1 a 14 dias pds - imunizagdo
com a cepa precoce “Cu” ¢é referente aos oocistos eliminados pelas aves
imunizadas, antes do desafio com as cepas parentais. Verificou-se que a
produgio total de oocistos foi relativamente pequena (“Cu” = 17,1 x 107
“PeFa” = 1,8 x 10%; “I” = 3,7 x 10%), com picos de eliminagdo dos parasitos
decrescendo gradualmente com o passar dos dias. No grupo de animais do
Experimento I houve maior producdo de oocistos, sendo observados 3 picos de
elimina¢do. A quantidade e o padrdio de oocistos produzidos nos Experimentos
IT e III foram semelhantes. A partir do 153° dia pés-imuniza¢do os cocistos
eliminados sdo referentes ao desafio com as cepas parentais “Cu”, “PeFa” ¢
“I” (Tabela 2).
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No Experimento I, apds o desafio com a cepa parental “Cu”, o controle
positivo apresentou um ndimero elevado de oocistos. O periodo de paténcia se
estendeu por 7 dias, gerando 2 picos de eliminacdo. Contudo, nio foram

observados cocistos no grupo imunizado e desafiado (Figura 3).

Tabela 2. Produc¢do total média de oocistos em aves imunizadas e desafiadas

com as cepas parentais “Cu”, “PeFa” e “I” de E. acervulina.

Producho total média de
Eliminacio de oocistos .
oocistos/ave (x 10%)
por grupo
GGCu$7 “Pe}j‘a” 6‘1‘”
Imunizado 0* 3,5% 14,5
Controle positivo 70,8 138.4 45,6

(*) significante {P<0,05)

ﬁ\\j m imunizado 0 Controle + |___

Qocistos eliminadosfave (x10 5}

Dias apds infeccao

ST 9 g

21 o3 25 27

Fig. 3 - Produgdo de oocistos em aves imunizadas com E. acervulina “Cu” precoce,

desafiadas com 2x10° oocistos de E. acervulina “Cu” parental.
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No Experimento Il, onde as aves foram desafiadas com a cepa parental
“PeFa”, o grupo imunizado ¢ desafiado apresentou uma baixa producgio de
oocistos com relacdo ao controle positivo. O controle positivo também

apresentou dois picos de ¢liminacgdo de oocistos (Figura 4).
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2223 94 25 26 g7
Dias apos infecgao 25 26 27

Fig. 4 - Produgdo de oocistos em aves imunizadas com oocistos de E. acervulina

“Cu” precoce e desafiadas com 2x10° oocistos de E. acervulina “PeFa” parental.

No Experimento III foi observado um ndmero elevado de oocistos
produzidos pelas aves imunizadas em relacdo aos experimentos anteriores.
Nio houve diferenga estatistica significante (P>0.05) entre o grupo desafiado
com a cepa parental “I” e o grupo controle positivo. Além disso, em
comparacdo aos outros experimentos, o controle positivo apresentou uma

reducio no periodo patente (somente 5 dias) e no nidmero de oocistos

eliminados (Figura 5).
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Fig. 5 - Producdo de oocistos em aves imunizadas com oocistos de E. acervulina

“Cu” precoce, desafiadas com 2x10° oocistos de E. acervulina “I” parental.

3 — Escore de lesdo:

O resultado do escore de lesio para cada experimento pode ser
verificado na Tabela 3. Os grupos de aves imunizadas e desafiadas nos trés
experimentos nio apresentaram lesdes aparentes na mucosa intestinal. No

entanto, nas aves controle foram constatadas Iesdes de média intensidade.
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Tabela 3. Escore de lesdo na mucosa intestinal, em aves imunizadas pela cepa
precoce “Cu” de E. acervulina e desafiadas com as cepas parentais homéloga

“Cu” e heter6logas “PeFa” ¢ “I” (n=13 por grupo)

E. acervulina - cepas parentais
Grupe de aves

CGCu” GGPeFaSS “I”
Imunizado 0,0+£0,0 0,0+0,0 02+04
Coantrole positivo 24+0,7 1,0£0,2 22+0,6
DISCUSSAO

Entre os diversos fatores que atuam na complexa interagcdio parasito-
hospedeiro, a idade do hospedeiro parece ser um dos fatores determinantes no
estabelecimento da imunidade em aves infectadas com espécies de Eimeria
(Danforth, 1998. Chapman, 2000), sendo de extrema importincia a
determinagdio dessa idade para conferir imunidade protetora contra a
coccidiose avidria em granjas comerciais, como melhor maneira de controlar
essa doenca. Outro fator importante diz respeito ao nidmero de parasitos que
deve ser utilizado para conferir essa imunidade ideal.

Deste modo, no presente trabalho, as imuniza¢des foram realizadas no 7°
dia de vida das aves, com refor¢o no 14° dia, sendo desafiadas com a cepa

homéloga “Cu” e heterélogas “PeFa” e “I” de E. acervulina. Com relagio ao
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ganho de peso, as aves desafiadas com a cepa parental homéloga apresentaram
imunidade protetora quase total (96%). As aves desafiadas com a segunda cepa
parental obtiveram protecdo de 87.6% e a tltima, mostrou imunidade protetora
menor de 75%. Os resultados podem ser considerados satisfatérios, pelo fato
de todos estarem conferindo imunidade acima de 75%.

McDonald & Ballingall (1983) realizando imuniza¢Bes com a cepa
atenuada HP de E. acervulina em aves de um, quatro e sete dias de idade
obtiveram resultados mais satisfatérios em aves imunizadas com sete dias de
idade. Outros estudos tém mostrado que os descendentes de aves péedeiras
infectadas com espécies de Eimeria mostraram-se protegidos contra o desafio
com a cepa homdéloga. Anticorpos maternos parecem ser 0s responsdveis pela
protecdo 1mune dos descendentes durante a primeira semana de vida (Smith et
al., 1994; Wallach, et al., 1995; Wallach, 1997), o que vai de encontro com a
escolha de iniciar as imuniza¢bes do presente trabalho no sétimo dia de vida
das aves.

A determinagdo da dose de imunizacio em nossos experimentos foi
adotada com base em estudos anteriores realizados no Laboratério de
Coccidiose Avidria do Departamento de Parasitologia do Instituto de Biologia
da Unicamp e nos resultados encontrados na literatura cientifica. A dose de
10° oocistos foi capaz de conferir resultados satisfatérios com relagio ao
ganho de peso e auséncia de lesSes nas aves imunizadas no presente trabalho.
Long & Johnson (1988), trabalhando com a cepa atenuada HP de E.
acervulina, também observaram melhores resultados com a utilizacio de doses
com 10° oocistos. Contrariamente, Joyner & Norton (1973, 1976) comparando

a utilizacZo de doses didrias de cinco oocistos de E. tenella durante 28 dias e a
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aplicagdo da mesma quantidade de oocistos, em uma tnica dose, observaram
que o ndmero de oocistos eliminados foi semelhante nos dois procedimentos.
Contudo, as aves que receberam doses continuas apresentaram imunidade
quase total quanto ao ganho de peso e eliminacdo de oocistos ap6s desafio com
a cepa homoéloga. Em termos de praticidade para uso em granjas comerciais,
este dltimo procedimento torna-se invidvel de ser aplicado.

Um aspecto n3o observado em nosso experimento diz respeito ao fato de
que apés a administra¢do das doses de oocistos, muitos destes podem passar
intactos pelo trato intestinal sem que haja o excistamento dos parasitos, e
conseqiienternente sem que ocorra a infecgio das aves (Williams, 1995).
Contudo, muitos destes oocistos liberados no solo continuam vidveis. Seria
interessante ter estimado a quantidade de oocistos excretados sem ©
desenvolvimento dos parasitas no intestinos das aves, pois este fato poderia
dar uma idéia da amplitude da infec¢do para a imunizagdo obtida.

Nos Experimentos I e II houve uma reducio significativa na eliminagdo
dos oocistos nas aves imunizadas ap6s o desafio, comparadas aos seus
respectivos controles positivos. Essas aves nfio apresentaram sinais clinicos
aparentes. Por outro lado, no Experimento III, aves desafiadas com a cepa “I”,
a prote¢do foi um pouco menor que nos dois outros experimentos, porém
podendo ser considerado satisfatério. Neste experimento, o nimero de oocistos
eliminados pelo grupo controle positivo em relacdo aos grupos positivos das
outras cepas parentais foi bem menor, provavelmente uma caracteristica
intrinseca dessa cepa.

Devido a impossibilidade de sexagem das aves com um dia de vida, os

experimentos foram conduzidos com aves de ambos os sexos. Segundo
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Williams & Catchpole (2000), nio ocorrem diferencas significativas quanto a
suscetibilidade entre os sexos de aves infectadas com espécies de Eimeria.
Contudo, este procedimento pode causar um aumento do desvio-padrio na
andlise estatistica, como foi verificado em nossos resultados.

A aplicagdo de duas doses para a imunizacdo das aves em nossos
experimentos teve o propé6sito de simular a realidade observada em aves
criadas nas granjas comerciais. Aves infectadas com espécies de Eimeria e
mantidas em gaiolas nido sofrem re-infec¢Ges pelo fato de ndo terem contato
direto com 0s oocistos eliminados nas fezes, ao contrdrio das aves de granjas
mantidas no chdo dos galpdes, favorecendo as infecgBes ciclicas com pequeno
ndmero de oocistos, o que contribui para o desenvolvimento da imunidade
protetora (Joyner & Norton, 1976; Williams, 2002).

A imunizacdo das aves com a cepa atenuada “Cu” conferiu imunidade
menor (75%) do que nos dois outros experimentos, quando desafiadas com a
cepa parental “I”, provavelmente devido & presenca de variacdo antigénica
desta cepa em relacdc 2 cepa “Cu” precoce. Contrariamente, os resultados
observados ap6s o desafio com a cepa “PeFa” sugerem uma maior identidade
antigénica com a cepa precoce “Cu”. O cardter de protecdo imune intra-
especifica pelas espécies de Eimeria avidrias tem sido bem revisado em vdirios
trabalhos (Yun et al., 2000; Lillehoj & Lillehoj, 2000). Contudo, vérios
estudos mostram diferentes conclusdes acerca da importancia da variacio
antigénica. Norton & Joyner (1980), obtiveram protecdo total em desafios
entre cepas heter6logas de E. acervulina, a partir da imunizagio com 10°
oocistos. Joyner (1969), relatou o encontro de protecio parcial na producio de

oocistos em aves imunizadas e desafiadas com cepas heterélogas de E.
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acervulina. Karim & Trees (1989) obtiveram resultados similares em infecgdes
com isolados de E. acervulina, mas nio observaram correlacdo entre o ganho
de peso e a produgdo de oocistos. Smith et al. (2002) trabalhando com as cepas
“H” e “W” de E. maxima observaram niveis diferentes de resposta imune de
acordo com a utilizagdo destas cepas do parasito e da linhagem das aves nos
ensaios, demonstrando o complexo cariter da interacdo entre a diversidade
antigénica destes parasitas e 0s caracteres genéticos dos hospedeiros.

Nos trés experimentos realizados no presente trabalho, ndo foram
observadas lesGes na mucosa intestinal das aves imunizadas, diferentemente
dos controles positivos onde a mesma dose utilizada foi responsdvel por lesdes
de média intensidade nos Experimentos I e III, e de baixa intensidade no
Experimento II, significando protegio dessas aves imunizadas contra presenca
de infeccio maciga na mucosa intestinal e consegiientemente a auséncia das
lesGes no local. Essa prote¢do obtida nos experimentos também é importante
por dificultar possiveis infec¢bes secundérias por microrganismos
oportunistas. Estudos sobre a interacdo das espécies de Eimeriz com outros
microrganismos presentes na flora intestinal de galinhas tém recebido pouca
aten¢do até o momento. Contudo, o conhecimento destas interagdes pode ser
de grande importincia para a melhor compreensio do processo patogénico
observado nas infecgdes coccidianas. Alguns estudos tém relatado a ocorréncia
de um efeito sinérgico na interacfio entre espécies de Eimeria e a bactérias
Escherichia coli e Clostridium perfringens, agentes causadores de necrose
hemorrdagica da mucosa intestinal em galinhas (Bradley & RadhaKrishnan,
1973; Kimura et al, 1976; Baba et al., 1997, Hegazy et al., 1999). O

desenvolvimento das eimérias nas células intestinais, muitas vezes, pode
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provocar lesGes na mucosa que propiciam védrias acdes bacterianas, tais como:
adesdo, replicagdo e produgiio de suas toxinas sobre as mucosas danificadas
(Williams et al., 2003).

Acredita-se que a interrup¢iio do uso de algumas drogas anticoccidianas
que exercem comprovado efeito deletério sobre certas bactérias de interesse
médico-veterindrio, poderiam aumentar o risco de infecgSes secunddrias
associadas com lesbes intestinais produzidas pelas vacinas vivas
comercializadas (Watkins et al., 1997).

Segundo Chapman (2000), vacinas atenuadas ndo deveriam ser
patogénicas, ¢ conseqiientemente ndo deveriam causar lesdes no epitélio
intestinal. Contudo, em estudos realizados com quatro vacinas atenuadas
comerciais, duas apresentaram lesdes intestinais com escore variando entre 1 e
3, sem apresentar correlagio com a diminui¢do no ganho de peso dos animais
imunizados.

Um dos fatores da patogenia das lesBes intestinais est4 associado 2 alta
capacidade reprodutiva das espécies de FEimeria, em particular, ao
desenvolvimento dos seus quatro ciclos assexuados e a formacgio de grande
nimero de formas sexuadas e de resisténcia na E. acervulina. Contudo, as
cepas atenuadas tém caracteristicamente seus ciclos assexuados diminuidos em
dois ciclos (Shirley & Bedrnik, 1997). Portanto, o encontro de lesdes
intestinais causadas por vacinas atenuadas é contraditério e sugere a presenca
de uma atenuagdo parcial em algumas das espécies que complem essas
vacinas.

Estudos tém mostrado que a introducdo de cepas atenuadas em granjas

com histérico de resisténcia as drogas anticoccidianas leva a diminuicdo da

27



resisténcia, patogenicidade e diversidade das espécies de campo. As causas
destes fenOmenos aparentemente se devem a ocorréncia de recombinagio
génica e da propria competicdo inter e intra-especifica entre as cepas
{Chapman et al., 2002; Williams, 2002).

Dentre os vérios fatores que podem influenciar no estabelecimento da
imunidade protetora, a variagdo antigénica observada em diversas cepas de
Eimeria spp. pode ser considerada uma barreira potencial quanto ao sucesso da
utilizacdo de vacinas vivas atenuadas no controle da coccidiose avidria. A
solucdo poderia ser o desenvolvimento e a adicio de cepas atenuédas na
composi¢do destas vacinas, objetivo nem sempre ficil de se obter devido ao
fato de muitas cepas precoces ﬁéo perderem a sua viruléncia (Danforth, 1998,
Chapman, 2000). Este foi, por exemplo, o caso da vacina comercial Paracox,
que foi reformulada pela adicdo de duas cepas atenuadas de E. maxima
(Williams, 2002). Como foi sugerido por Danforth (1998), ¢ desenvolvimento
de cepas atenuadas a partir de isolados regionais poderia implementar a
utilizacdo desta metodologia no controle da coccidiose avidria.

Outro fator importante € a variacio de susceptibilidade entre linhagens de
galinhas para as sete espécies de Eimeria. A linhagem das aves utilizada em
nossos experimentos ndc € a mesma linhagem utilizada para criagio em
granjas comerciais. Desta forma, seria interessante a realizacdo de estudos
para verificar a suscetibilidade das linhagens de granjas comerciais brasileiras
em relagdo a infecgbes coccidianas e 3 imunidade protetora apés imunizagido
com cepas atenuadas desenvolvidas no Brasil. Bumstead & Millard (1992),
trabalhando com as sete espécies de Eimeria e com oito linhagens de galinhas,

observaram diferentes padrGes de susceptibilidade na producgido de oocistos.
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Lillehoj (1988, 1994) também observou variagbes trabalhando com as
linhagens “SC” e “TK”. A diferenca parece estar associada a capacidade de
proliferacdo dos linfécitos CD8 e CD4. O aumento de linfécitos CD8 na
linhagem “SC” foi correlacionado com a menor quantidade de oocistos
eliminados em comparaciio a eliminagio da linhagem “TK”.

A partir dos dados obtidos no presente trabalho, pode-se sugerir que
sejam realizados estudos adicionais para a avaliacio da capacidade
imunoprotetora da cepa atenuada “Cu” de E. acervulina em linhagens de aves
utilizadas em granjas comerciais brasileiras, para melhor conhecer os efeitos
de prote¢do imune dessa cepa atenuada nessas aves, e verificar a viabilidade

de sua utilizacao como futura vacina atenuada.
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CONCLUSOES

No presente trabalho, a cepa atenuada “Cu” de E. gcervulina mostrou ser
capaz de conferir imunidade protetora intra-especifica em aves desafiadas com
sua cepa homoéloga e duas cepas heterbiogas, sugerindo seu potencial uso na
composicdo de uma vacina atenuada contra E. acervulina encontradas no
Brasil.

A imunidade parcial observada nas aves imunizadas com a cepa atenuada
“Cu”, desafiadas com as cepas heter6logas “PeFa” e “I”, pode estar associada

a presenca de variagdo antigénica entre essas cepas.
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