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Ei  m eri a   s p e ci e s   ar e   o bli g at e   i ntr a c ell ul ar  p ar a sit e s   t h at  u s u all y   r e pli c at e  i n 

i nt e sti n al c ell s  a n d   c a n   c a u s e   t h e di s e a s e  c o c ci di o si s.   C o c ci di o si s    of   li v e st o c k 

a n d   p o ultr y   i n c ur s  si g ni fi c a nt   pr o d u cti o n   l o s s e s  a n d   c o  m pr o  mi s e s   a ni  m al  

w elf ar e,   wit h   t h e gr e at e st  i  m p a ct o c c urri n g  i n c hi c k e n  pr o d u cti o n.  C o ntr ol   of  

c o c ci di o si s  i s c h all e n gi n g,  r e q uiri n g g o o d  h u s b a n dr y  a n d  eff e cti v e  dr u g  or  li v e 

v a c ci n e  pr o p h yl a xi s,  a n d  t h er e i s d e  m a n d  f or m or e   s c al a bl e  a n d  c o st - eff e cti v e  

v a c ci n e s.   Pr ot ei n s   s e cr et e d   fr o  m  d e n s e   gr a n ul e s   (  G R A s)  pl a y   cr u ci al   r ol e s  i n 

i ntr a c ell ul ar s ur vi v al  i n m a n y   a pi c o  m pl e x a n s,  b ut  k n o  wl e d g e  of  t h e s e or g a n ell e s  

a n d   t h eir  s e cr et e d   pr ot ei n s   i n  Ei  m eri a   i s  e xtr e  m el y   li  mit e d.  I n  t hi s  st u d y,   w e   

o b s er v e d  a  r e d u c e d G R A   pr ot ei n  r e p ert oir e e n c o d e d  i n Ei  m eri a  s p p.  g e n o  m e s  

c o  m p ar e d  t o T o x o pl a s  m a  g o n dii  ( 2 3 v s.  7 1)  wit h   j u st 1 2  ort h ol o g u e s  i d e ntifi e d  i n 

t h e Ei  m eri a  t e n ell a g e n o  m e.  I n sili c o  a n al y si s  of  t hr e e of  t h e s e p ut ati v e  d e n s e  

gr a n ul e  pr ot ei n s  -  Et  G R A 9,  Et  G R A 1 2 a,  a n d  Et  G R A 1 2 b  - r e v e al e d  t h e pr e s e n c e  of  

si g n al  p e pti d e s  i n Et  G R A 9  a n d  Et  G R A 1 2 b,  w hil e   n o n e  w a s   d et e ct e d  i n Et  G R A 1 2 a.  

S e q u e n c e   a n al y si s   of   E.   t e n ell a  fi el d  i s ol at e s  r e v e al e d  a  li  mit e d  n u  m b er  of  

p ol y  m or p hi s  m s   i n  t h e  g e n e s   e n c o di n g   t h e s e  t hr e e  pr ot ei n s,   s u g g e sti n g  

p urif yi n g  s el e cti o n  p o s si bl y  r el at e d t o t h eir f u n cti o n al i  m p ort a n c e. I n c o ntr a st,  

E.   m a xi  m a    s h o  w e d   gr e at er   v ari ati o n,   i n di c ati n g  r el a x e d  s el e cti v e   pr e s s ur e   or  

di v er sif yi n g  s el e cti o n.  W h e n   e x pr e s s e d  a s  r e c o  m bi n a nt pr ot ei n s  all  t hr e e w er e   

r e c o g ni s e d  b y   s er a   fr o  m  c hi c k e n s   pr e vi o u sl y   i nf e ct e d  wit h    E.   t e n ell a.  T h eir  

p ot e nti al   r ol e  i n  p ar a sit e   i ntr a c ell ul ar  ni c h e   f or  m ati o n  a n d   cl o s e   i nt er a cti o n 

wit h   t h e h o st  c ell  m a k e s   t h e  m pr o  mi si n g  a nti g e n s  f or v a c ci n e  d e v el o p  m e nt.  T o  

e v al u at e  t hi s p ot e nti al,  Et  G R A 9  w a s   e x pr e s s e d  a s  a  r e c o  m bi n a nt pr ot ei n  a n d  u s e d  

t  o  v a c ci n at e   c hi c k e n s   pri  or   t  o  E.   t e n ell a  c h all e n g e.   I  m  m u ni s ati  o n  wit h   

r e c o  m bi n a nt Et  G R A 9  r e d u c e d p ar a sit e  l o a d i n t h e c a e c a  b y  8 5. 7  %,  c o  m p ar a bl e  

t o  i  m  m u ni s ati o n  wit h    r e c o  m bi n a nt  Et A  M A 1,   a n   a nti g e n   pr e vi o u sl y   s h o  w n   t o 

c o nf er  si g ni fi c a nt  pr ot e cti o n.  
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Ei  m eri a , d e n s e  gr a n ul e,  G  R A 9,   c o c ci di o si s,  v a c ci n e,  c o ntr ol  
0 1  fr o nti er si n. or g 
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1  I ntr o d u cti o n 

C o c ci di osis   i n c hi c k e ns  is a  s e v er e i nt esti n al dis e as e  c a us e d  b y  

i nf e cti o n  wit h    o n e   or   m or e    pr ot o z o a n   p ar asit es   fr o  m  t h e  g e n us  

Ei  m eri a , p h yl u  m  A pi c o  m pl e x a   (1 ), wit h   pr of o u n d  i  m pli c ati o ns f or 

a ni  m al  w ell- b ei n g   a n d  pr o d u cti vit y.  C o c ci di osis   h as  b e e n  esti  m at e d  

t o c ost  t h e gl o b al  c hi c k e n  pr o d u cti o n  s e ct or o v er  £ 1 0  billi o n  e v er y  

y e ar  (2 ), c o  m pr o  misi n g  c hi c k e n  w ei g ht   g ai n  a n d  f e e d c o n v ersi o n  

wit h    ass o ci at e d   c osts   f or  c o ntr o l,  i n cl u di n g  d uri n g   s u b cli ni c al 

i nf e cti o n.  As    t h e  p o ultr y   i n d ustr y  is  vit al   t o  gl o b al   f o o d  s e c urit y 

(3 ), m a n a gi n g   c o c ci di osis  is ess e nti al  t o pr ot e ct  b ot h  a ni  m al  a n d  

h u  m a n  h e alt h  (4 , 5 ). 

Si n c e   1 9 4 8,   c o c ci di osis   m a n a g e  m e nt    i n  i nt e nsi v e  c hi c k e n  

p r o d u cti o n   h a s   p ri  m a ril y   r e li e d  o n   a nti c o c ci di al   d r u g s  

a d  mi nist er e d   t hr o u g h  f e e d  or   w at er    (6 ).  H o  w e v er,    t h eir  us e   h as  

r ais e d c o n c er ns  a b o ut  s el e cti o n f or dr u g  r esist a n c e, e n vir o n  m e nt al  

a n d  f o o d r esi d u es, a n d  i n c o nsist e nt effi c a c y  a cr oss  Ei  m eri a  s p p. (7 , 

8 ).  Li v e   a n d   li v e- att e n u at e d  a n ti c o c ci di al  v a c ci n es   pr o vi d e   a n  

alt er n ati v e   f or  c o c ci di osis   c o ntr ol,   i n d u ci n g  r o b ust,  l o n g-l asti n g 

i  m  m u nit y  a n d   cl o s el y   mi  mi c ki n g    n at u r al   e x p o s u r e   wit h o ut   

dri vi n g  r esist a n c e (9 , 1 0 ). H o  w e v er,   d es pit e  effi c a c y  c o  m p ar a bl e  t o 

a nti c o c ci di al  dr u gs  (6 ), t h e a d o pti o n  of  li v e n o n- att e n u at e d  v a c ci n es  

h as   b e e n   li  mit e d  i n  t h e  br oil er   i n d ustr y  d u e   t o  ris ks  of   dis e as e  

tr a ns  missi o n  i n  m ulti- a g e    fl o c ks   (1 1 – 1 3 ),  c o n c er ns   a b o ut   ti  m el y 

i  m  m u nit y  i n  s h ort-li v e d  br oil ers   (1 4 ),  a n d   p ot e nti al   i  m p a cts  o n  

e arl y   gr o  wt h   (1 5 ).  Li v e   att e n u at e d   a nti c o c ci di al   v a c ci n es   h a v e  

o v er c o  m e  m a n y   of  t h es e c h all e n g es,  b ut  u pt a k e  h as  b e e n  hi n d er e d  

b y  r el ati v el y hi g h  v a c ci n e  pr o d u cti o n  c osts  a n d  li  mit e d pr o d u cti o n  

c a p a cit y  d u e  t o c o nstr ai nts  i n i n vi v o  a  m pli fi c ati o n  (1 6 – 1 9 ). 

R e c o  m bi n a nt  v a c ci n es  h a v e  l o n g b e e n  c o nsi d er e d  a  pr o  misi n g  

alt er n ati v e  t o a nti c o c ci di al  dr u gs  a n d  li v e v a c ci n es,  wit h   p ot e nti al  

b e n e fi ts  f or  l a y er  a n d   br e e di n g   bir ds   a n d   p ossi bl y   br oil ers   b y  

i n cr e asi n g  pr o d u cti vit y   a n d   r e d u ci n g  dr u g   us e.   U n d erst a n di n g   

h ost- p at h o g e n   i nt er a cti o ns,  s u c h  as   t h e  r ol e  of   s urf a c e  a nti g e ns  

( S  A  Gs) a n d  pr ot ei ns  s e cr et e d fr o  m mi cr o n e  m es   (  MI  Cs) i n p ar asit e  

m o v e  m e nt   a n d  i n v asi o n, h as  ai d e d  i n t h e i d e ntifi c ati o n  of  v a c ci n e  

c a n di d at es  (2 0 – 2 7 ). H o  w e v er,   d es pit e  eff orts  si n c e t h e 1 9 8 0s  (2 8 ), 

n o  r e c o  m bi n a nt a nti c o c ci di al  v a c ci n e  h as  r e a c h e d t h e m ar k et,   p artl y  

d u e   t o  c h all e n g e s   i n  li n ki n g  i  m  m u n o g e ni cit y  wit h    i  m  m u n e 

pr ot e cti o n   (2 9 ).  S e v er al   Ei  m eri a   a nti g e ns   h a v e   b e e n   i d e ntifi e d   as  

v a c ci n e  c a n di d at es,  i n cl u di n g A pi c al   M e  m br a n e   A nti g e n   1  (  A  M  A 1) 

(3 0 , 3 1 ), I  m  m u n e M a p p e d   Pr ot ei n  1  (I  M P 1) (3 0 , 3 2 ), Mi cr o n e  m e   

Pr ot ei n   3   (  MI  C 3)  (2 3 ),  a n d   ot h ers   (1 6 ).  A d  mi nist eri n g    t h es e 

a nti g e n s   i n  t h e  f o r  m  of   r e c o  m bi n a nt   pr ot ei ns   e x pr es s e d   i n 

diff er e nt   s yst e  ms  ( e. g.  Esc h eric hi a   c oli)  (3 3 ),  D  N  A    v a c ci n es   (3 4 ), 

or   t hr o u g h  v e ct or e d   t e c h ni q u es  li k e  tr a ns g e ni c  Ei  m eri a   (2 4 ), 

S al  m o n ell a  t y p hi  m uri u  m (3 5 )  or   S acc h ar o  m yc es  c er e visi a e (1 8 , 2 5 ) 

h as  s h o  w n pr o  mis e  i n r e d u ci n g p ar asit e  r e pli c ati o n a n d  i nt esti n al 

p at h ol o g y  (2 3 , 2 4 , 3 0 ). H o  w e v er,   f urt h er d e v el o p  m e nt  a n d  a  br o a d er  

s el e cti o n  of   v a c ci n e   c a n di d at es   ar e   n e e d e d   b ef or e   a   r e c o  m bi n a nt 

v a c ci n e  b e c o  m es  vi a bl e.  

D e ns e   gr a n ul e  pr ot ei ns  (  G R  As) ar e  a  cl ass  of  pr ot ei ns  t h at pl a y  

cr u ci al  r ol es i n t h e s ur vi v al a n d  d e v el o p  m e nt  of  c o c ci di a n  p ar asit es.  

T h es e  pr ot ei ns  ar e  us u all y  st or e d a n d  s e cr et e d fr o  m d e ns e  gr a n ul es,  

s p h eri c al, m e  m br a n e- b o u n d   or g a n ell es  i n t h e c yt o pl as  m  of  m a n y   
Fr o nti er s  i n I  m  m u n ol o g y 0 2  
a pi c o  m pl e x a n   p ar asit es.   U p o n    e ntr y   i nt o  a   h ost   c ell,   G R  As   

c o ntri b ut e   t o  t h e  f or  m ati o n  of   t h e  p ar asit o p h or o us   v a c u ol e  

m e  m br a n e    a n d   i ntr a v a c u ol ar  n et  w or k,   w hi c h    ar e   ess e nti al   f or 

i ntr a c ell ul ar  s ur vi v al   of   t h e  p ar asit e   (3 6 ).  G R  A s    h a v e   b e e n  

e xt e nsi v el y  st u di e d i n T o x o pl as  m a  g o n dii  (3 7 ) a n d  m a n y   T.  g o n dii  

G R  A s    a r e   i  m  m u n o g e ni c  a nti g e n s,   eli citi n g   st r o n g   i  m  m u n e 

r es p o ns es  i n v ol vi n g  T   a n d   B   c ells   (3 8 – 4 1 ).  A d diti o n all y,    s e v er al 

G R  As    c o nt ai n   p e pti d es   t h at  bi n d   t o  m aj or    hist o c o  m p ati bilit y  

c o  m pl e x   (  M  H  C)  m ol e c ul es,    s u g g esti n g  t h e y  c o ul d   b e   t ar g ets  f or 

c yt ot o xi c   T   c ells   (4 2 ,  4 3 ).  D u e    t o  t h eir  i n v ol v e  m e nt  i n  p ar asit e  

d e v el o p  m e nt,   l o c alis ati o n  at   t he   h ost- p ar asit e   i nt erf a c e  i n  t h e 

p ar asit o p h or o us  v a c u ol e  m e  m br a n e   ( P  V  M), a n d  a bilit y  t o tri g g er 

i  m  m u n e r es p o ns es, G R  As   h a v e  e  m er g e d  as  pr o  misi n g  c a n di d at es  

f or v a c ci n es  a g ai nst  c o c ci di a n  i nf e cti o ns (4 2 , 4 3 ). A   s  m all n u  m b er  of  

p ot e nti al   Ei  m eri a   G R  A    pr ot ei ns   h a v e   b e e n   i d e ntifi e d   t hr o u g h 

g e n o  mi c,   tr a ns cri pt o  mi c  (4 4 – 4 8 ),  a n d   pr ot e o  mi c   st u di es  (1 7 ). 

T his  st u d y ai  m e d  t o e x pl or e  t h e E.  t e n ell a G R  A   pr ot ei n  r e p ert oir e 

usi n g  i n silic o t o ols a n d  t o i d e ntif y c a n di d at es  f or i  m  m u n ol o gi c al 

e v al u ati o n.  F o c usi n g  o n  t h e r ol e of  t h es e pr ot ei ns  i n h ost- c ell  ni c h e  

est a blis h  m e nt  a n d  t h eir r e p ort e d i  m  m u n o g e ni cit y i n ot h er  c o c ci di a  

(3 6 , 4 9 – 5 1 ), w e   als o  e v al u at e d  Et  G R  A 9  as  a  v a c ci n e  a nti g e n  a g ai nst  

E.  t e n ell a i nf e cti o n. 
2  M at eri al s   a n d  m et h o d s   

2. 1  S el e cti o n  of  v a c ci n e  c a n di d at e s  

2. 1. 1  I d e ntifi c ati o n  of  G R A   ort h ol o g u e s  
G e n es   e n c o di n g  G R  A   pr ot ei ns  i n T.  g o n dii  (str ai n M E 4 9)   w er e   

i d e ntifi e d  b y  r e vi e  wi n g 3 8  p a p ers  fr o  m 1 9 8 9  t o 2 0 2 2.  P u b  M e d  a n d  

G o o gl e   S c h ol ar  w er e   s e ar c h e d usi n g  c o  m bi n ati o ns  of  t h e k e y  w or ds  

‘T o x o pl as  m a ’,  ‘n o v el ’,  ‘G R  A    pr ot ei n ’,  ‘T g  G R  A ’,  a n d   n u  m eri c al  

d esi g n ati o ns   ( e. g.,  ‘G R  A 1  ’).  A c c essi o n    n u  m b ers   o bt ai n e d   fr o  m 

t h es e  st u di es  w er e    us e d   t o  c oll e ct   pr ot ei n   d at a,   w hi c h    w er e   

s u bs e q u e ntl y  a n al ys e d   usi n g   T o x o  D B   (5 2 )  [(htt ps://t o x o d b. or g/  

t o x o/ a p p)]  i n  J a n u ar y  2 0 2 2.   T h e   d ef a ult   N  C BI    B L  A S T   t o ol  w as   

e  m pl o y e d  t o i d e ntif y g e n es,  g e n o  mi c   s e q u e n c es, E S Ts,   or  P o p S et  

s e q u e n c es  wit h    B L  A S T   si  mil arit y  t o  t h e  i n p ut  s e q u e n c es.  T h e  

p air  wis e   o v erl a p   r a n g e d  fr o  m  1. 4  %   t o  1 1. 5  %,   wit h    a n   E- v al u e  

t hr es h ol d of  ≤ 0. 0 0 1.  T his  a n al ysis  w as   e xt e n d e d  t o ot h er  T.  g o n dii  

str ai ns (  G T 1, V E  G)   a n d  Ei  m eri a  s p e ci es t o i d e ntif y a d diti o n al  G R  A-

c o di n g  s e q u e n c es. A d diti o n all y,   t h e fi lt ers e n c o  m p ass e d  “ g e n es ”  a n d  

“ d at a   s ets”   t o  r efi n e   t h e  r es ults,  w hil e    s p e cifi c   fi el ds   i n cl u di n g 

“ a p oll o   a n n ot ati o ns ” ,  “ I nt er Pr o  d o  m ai ns ” ,  “ ort h ol o g u es ” ,  “ P  D B  

c h ai ns ”, “ pr o d u ct  d es cri pti o ns ” , “P u b  M e d ”  a n d  “ us er  c o  m  m e nts ”  

w er e    s el e ct e d   t o  fi lt er  t h e  o ut c o  m es.   T h e   pr ot ei ns   Et  G R  A 9,  

Et  G R  A 1 2 a  a n d  Et  G R  A 1 2 b  w er e   s el e ct e d f or f urt h er i n v esti g ati o n, 

e x cl u di n g   ot h er   c a n di d at es   d u e   t o  f a ct ors  s u c h  as   i n c o  m pl et e  or  

u n a v ail a bl e   s e q u e n c e  d at a,   s e q u e n c e  c o  m pl e xit y,   a n d   l o  w  l e v els 

of  e x pr essi o n.  

2. 1. 2  I n sili c o  a n al y si s  of  pr ot ei n  f e at ur e s 
I n  T o x o  D B,   t h e  ‘pr ot ei n   f e at ur es  a n d   pr o p erti es ’ s e cti o n  w as   

us e d   t o  i n v esti g at e  ess e nti al   tr aits  f or  Et  G R  A 9,   Et  G R  A 1 2 a,   a n d  
fr o nti er si n. or g 
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Et  G R  A 1 2 b,  d e fi ni n g  a  mi n o  a ci d  c o  m p ositi o n,  pr e di ct e d  m ol e c ul ar   

w ei g ht,   c h ar g e,  a n d  t h e pr es e n c e  of  si g n al p e pti d es  (s u p p ort e d b y  

Si g n al P   6. 0   o nli n e   s oft  w a r e),   t r a n s  m e  m b r a n e  d o  m ai n s   a n d  

gl y c os yl p h os p h ati d yli n osit ol  (  G PI) a n c h ors.  H y dr o p h o bi c   r e gi o ns 

w er e   i d e ntifi e d  usi n g  Pr ot S c al e  (5 3 ) a n d  t h e K yt e   a n d  D o olittl e   s c al e 

(5 4 ).  M a xi  m u  m    Li k eli h o o d   (  M L),  N ei g h b o ur-J oi ni n g    (  NJ)  a n d  

U n  w ei g ht e d    P ai r   G r o u p    M et h o d    wit h    A rit h  m eti c    M e a n   

(  U P  M  G  A) p h yl o g e n eti c  tr e es w er e   g e n er at e d  wit h   1, 0 0 0  b o otstr a p  

s u p p ort t o c o  m p ar e  E.  t e n ell a pr ot ei ns  wit h   h o  m ol o g o us  s e q u e n c es 

fr o  m ot h er  p ar asit es.  H o  m ol o g o us   s e q u e n c es w er e   i d e ntifi e d  usi n g  

B L  A S T p   a n d   r e c o v er e d  fr o  m  T o x o  D B,   t h e n  ali g n e d   a n d   c ur at e d  

usi n g  C L  C   M ai n   W or k b e n c h   ( v ersi o n 8. 1. 3;  Qi a g e n,   D e n  m ar k).   M L   

tr e es w er e   i nf err e d usi n g  M E  G  A   1 1  (5 5 ) wit h   L  G +  G  (  G R  A 9) or  J T T 

+  G   (  G R  A 1 2 a  a n d   b   c o  m bi n e d)   s u bstit uti o n  m o d els.    A nti g e ni c   

d et er  mi n a nts   w er e    pr e di ct e d   wit h    K ol as k ar    a n d   T o n g a o n k ar ’s 

m et h o d    (5 6 ),  a n d   n ati v el y   dis or d er e d   r e gi o ns  w er e    i d e ntifi e d  

usi n g   Pr  D  O S   (5 7 ).  Pr e di ct e d   pr ot ei n   str u ct ur es  w er e    g e n er at e d  

u si n g   I- T  A S S E R  (5 8 )  a n d   Al p h a F ol d    (5 9 ,  6 0 )  wit h  d ef a ult  

p ar a  m et ers,   i n c or p or ati n g  t hr e a di n g,  a b   i niti o  m o d eli n g,    a n d  

c o  m p aris o ns   wit h    P  D B   str u ct ur es .  A d diti o n all y,    B- h a pl ot y p e  

e pit o p e   bi n di n g   pr e di cti o n   f or  Et  G R  A 9   utilis e d   S  Y F P EI T  HI  

s oft  w ar e  [(w  w  w.s yf p eit hi. d e  )]  (6 1 ).  C hi c k e n    B- F 4,   B- F 1 2,   B- F 1 5,  

a n d   B- F 1 9   cl ass   I  m ol e c ul es    w er e    c o nsi d er e d,   a n d   e pit o p es   w er e   

i d e ntifi e d  b as e d  o n  t h e a  mi n o  a ci d  s e q u e n c e. 

2. 1. 3  P  C R  
Pl a s  mi d s   a n d   p ri  m e r s   w e r e    d e si g n e d   u si n g   C L  C    M ai n   

W or k b e n c h    v 2 2   (  Qi a g e n, Hil d e n,   G er  m a n y;    T o ol b o x   >   M ol e c ul ar   

Bi ol o g y   T o ols   >   Pri  m ers   a n d   Pr o b es   >   D esi g n    Pri  m ers).   P  C R  

a  m pli fi c ati o n  w as   p erf or  m e d  usi n g  Pl ati n u  m  T a q  D  N  A   p ol y  m er as e  

( Lif e T e c h n ol o gies,  P aisl e y,  U  K).   T he  2 5  m l r e a cti o n mi xt ur e   i n cl u d e d 

1 x  T a q  b uff er,  1. 5  m  M   M g Cl 2 , 0. 2  m  M   d  N T Ps  ( Pr o  m e g a, C hil  w ort h,   

U  K),   0. 2  m M   of  e a c h  pri  m er  ( Si g  m a-  Al dric h, S uff ol k,  U  K),   2  U   of  

Pl ati n u  m  T a q  D  N  A   P ol y  mer as e,  a n d  t e  m pl at e D  N  A,   pr e p ar e d  wit h   

D  N as e- a n d   R  N as e-fr e e  w at er   ( Fis h er S ci e nti fi c,  L o u g h b or o u g h,  U  K).   

T her  m al  c y cli n g,  c o n d u ct e d  o n  a  Si  m pli  A  m p  T her  m al  C y cl er   ( Fis h er 

S ci e nti fi c),   b e g a n   wit h    a n   i niti al  d e n at ur ati o n   ste p  at   9 5° C   f or  1  

mi n ut e,   f oll o  w e d b y  3 0  c y cl es  of  d e n at ur ati o n  at  9 5°  C  f or 3 0  s e c o n ds, 

a n n e ali n g   at   a   t e  m p er at ur e  r a n ge  of   5 2 – 5 8°  C   ( d e p e n di n g  o n   t he 

pri  m er)   f or  3 0   s e c o n ds,  a n d  el o n g ati o n   at   7 2° C   f or  1   mi n ut e   p er  

kil o b as e   of   t he  a  m pli c o n.   A    fi n al   e xt e nsi o n   ste p  at   7 2° C   f or  1 0  

mi n ut es   c o  m pl et e d  t he pr ot o c ol.  D  N  A   fr a g  me nt el e ctr o p h or esis  w as   

p erf or  m e d   usi n g   0. 8 – 1. 5  %   (  w/ v)  a g ar os e   g els.   M ol e c ul ar    gr a d e  

a g ar os e   p o w d er   ( Fis h er  S ci e nti fi c)   w as    diss ol v e d   i n  5 0   ml   of  0. 5 x  

tris- b or at e- et h yl e n e di a  mi n et etr a ac eti c a ci d  ( T B E) b uff er  ( Pr o  m e g a). 

2. 1. 4  V ali d ati o n  of  a n n ot at e d  T o x o  D B  s e q u e n c e s  
a n d  a n al y si s  of  si n gl e  n u cl e oti d e  p ol y  m or p hi s  m s  

G e n o  mi c   ( g  D  N  A) a n d  c o  m pl e  m e nt ar y  ( c  D  N  A) D  N  A   e xtr a ct e d  

fr o  m s p or ul at e d o o c ysts  of  t h e Ei  m eri a  t e n ell a H o u g ht o n   r ef er e n c e 

str ai n,  as   pr e vi o usl y   d es cri b e d   (6 2 )  w er e    us e d   as   t e  m pl at es  t o 

a  m plif y   et gr a 9 ,  et gr a 1 2 a   a n d   et gr a 1 2 b   usi n g   s p e ci fi c   pri  m ers  

(S u p pl e  m e nt ar y   T a bl e   1 ).  T h e   r es ulti n g  P  C R   pr o d u cts   w er e   

cl o n e d  i nt o p  G E  M  T- E as y  pl as  mi ds  ( Pr o  m e g a), tr a nsf or  m e d i nt o 

Esc h eric hi a   c oli  Si n gl e-  Us e   C o  m p et e nt    C ells    (J  M 1 0 9)  ( Pr o  m e g a), 
Fr o nti er s  i n I  m  m u n ol o g y 0 3  
a n d  pl as  mi d  D  N  A   w as   e xtr a ct e d  usi n g  t h e QI  A pr e p   S pi n  Mi ni pr e p   

Kit    (  Qi a g e n),   f oll o  wi n g  t h e  m a n uf a ct u r e r s  ’  r e c o  m  m e n d e d  

pr ot o c ols.  T h e  e xtr a ct e d  pl as  mi ds  w er e   t h e n s e q u e n c e d t o v ali d at e  

a n n ot ati o ns  fr o  m T o x o  D B.  g  D  N  A  fr o  m 1 8  ar c hi v e  fi el d  s a  m pl es, 

i n cl u di n g E.  t e n ell a a n d  Ei  m eri a  m a xi  m a   fr o  m v ari o us  g e o gr a p hi c  

ori gi ns,  w er e   us e d  f or S  N P  a n al ysis  ((6 3 ); S u p pl e  m e nt ar y  T a bl es  1 B , 

2 ).  G e n o  m e    s e q u e n c e  ass e  m bli es   fr o  m  ei g ht   E.   t e n ell a  r ef er e n c e 

str ai ns  ori gi n ati n g   fr o  m  t h e  U  K,    U S,    J a p a n,  a n d   Ni g eri a    w er e   

utilis e d   f or  a   br o a d er   s p ati al  S  N P   a n al ysis   (6 4 ),  c o n d u ct e d   i n 

sili c o  usi n g   t h e  l o c al  B L  A S T   f u n cti o n.  S e q u e n ci n g   d at a   w er e   

c ur at e d  a n d  a n al ys e d  wit h   C L  C   M ai n   W or k B e n c h   v 2 2.  
2. 1. 5  E x pr e s si o n  a n d  p uri fi c ati o n  of  r e c o  m bi n a nt 
Et  G R A  pr ot ei n s  

Pri  m ers  i n c or p or ati n g B a  m  H-I  a n d  N ot-I   sit es (S u p pl e  m e nt ar y  

T a bl es  1  C , D  ) w er e   us e d  t o a  m plif y  f ull-l e n gt h et gr a 9  a n d  t hr e e s u b­

s e cti o n fr a g  m e nts (r e c Et  G R  A 9- F 1, r e c Et  G R  A 9- F 2 a n d  r e c Et  G R  A 9­

F 3)   (S u p pl e  m e nt ar y   Fi g ur e   1 ).  C o di n g    s e q u e n c es,  e x cl u di n g   t h e 

si g n al p e pti d e,  w er e   a  m pli fi e d  b y  P  C R  fr o  m p  G E  M  T- e as y  pl as  mi ds  

(s e cti o n  2. 1. 3),   di g est e d   b y   t h e  B a  m  H-I   a n d   N ot-I    r estri cti o n 

e n z y  m es   (  N E B)  a n d   cl o n e d   i nt o  t h e  p E T- 3 2 b   v e ct or   ( pr e vi o usl y 

li n e aris e d wit h   t h e s a  m e r estri cti o n e n z y  m es;  N o v a g e n)   usi n g  T 4  

li g a s e  ( P r o  m e g a ).   T h e    r e c o  m bi n a nt   c o n st r u ct s   w e r e    t h e n 

tr a nsf or  m e d i nt o c o  m p et e nt  c ells   a n d  pl as  mi d   pr e p ar ati o ns  w er e   

c arri e d  o ut  as  d es cri b e d  pr e vi o usl y  (s e cti o n 2. 1. 4).  T h e  cl o n es  w er e   

s e q u e n c e d   b y   G  A T  C    Bi ot e c h   S e r vi c e s   ( E u r ofi n s,   K o n st a n z,   

G er  m a n y)    usi n g   T 7   a n d   S P 6   pri  m ers   ( pr es e nt  i n  t h e  p E T­

3 2 b  pl as  mi d).  

F or   et gr a 1 2 a   a n d   et gr a 1 2 b ,  pri  m ers   w er e    d esi g n e d   wit h    t h e 

N E B uil d er    Ass e  m bl y    t o ol  (  N E B,  Hit c hi n,    U  K)    ( e x cl u di n g  si g n al 

p e pti d es),  a n d  s e q u e n c es w er e   a  m pli fi e d  b y  P  C R  a n d  cl o n e d  i nt o 

p E T- 3 2 b   ( pr e vi o usl y  li n e aris e d  wit h    B a  m  H-I   H F    a n d   N ot-I    H F   

r estri cti o n  e n z y  m es   (  N E B))  usi n g   N E B uil d er    Hi Fi    a n d   Gi bs o n   

Ass e  m bl y   (  N E B). Cl o n es   w er e   s e q u e n c e d usi n g  T 7  pr o  m ot er  a n d  

S P 6  t er  mi n al pri  m ers.  

R e c o  m bi n a nt  pr ot ei ns  w er e   e x pr ess e d  i n E.  c oli B L- 2 1  (  D E 3) 

p L ys S  (  N o v a g e n) c ulti v at e d  i n L B  m e di u  m   wit h   a  m pi cilli n  ( 1 0 0 µ  M) 

( Si g  m a-  Al dri c h)  a n d   i n d u c e d  wit h    1   m  M    I P T  G  ( Si g  m a-  Al dri c h) 

w h e n   c ult ur es  r e a c h e d a n  o pti c al  d e nsit y  (  O  D 6 0 0) of  0. 6.  Aft er   4  

h o urs  of  i n d u cti o n, b a ct eri al  p ell ets  w er e   c oll e ct e d  a n d  l ys e d usi n g  

B u g B ust er ®   r e a g e nt (  Milli p or e) or  i n- h o us e l ysis b uff er,  f oll o  wi n g 

t h e s a  m e m et h o d   as  M ar u g a n-  H er n a n d e z   et  al.  (6 2 ). T h e  l ys at e w as   

s o ni c at e d  at   2 0   k  H z   f or  1 0   mi n ut es    i n  3 0-s e c o n d   b ursts,   t h e n 

c e ntrif u g e d  at  1 6, 0 0 0  x  g  f or 1 5  mi n ut es   at  4°  C,  wit h   t h e r es ulti n g 

l ys at e  a n d   p ell ets   st or e d   at   - 2 0°  C.  S o di u  m   d o d e c yl-s ul p h at e  

p ol y a cr yl a  mi d e  g el  el e ctr o p h or esis  ( S  D S- P  A  G E; s e cti o n 2. 1. 6)  w as   

us e d  t o ass ess  t h e pr es e n c e  of  i n d u c e d pr ot ei ns.  T h e  pr es e n c e  of  

r e c Et  G R  As, t a g g e d wit h   fi v e  histi di n es  (  His-t a g) at  t h e C-t er  mi n us,   

w as    v ali d at e d   b y   i  m  m u n o bl ot  usi n g   a nti-  His-t a g   a nti b o di es  

(I n vitr o g e n).  W h e n    r e c  G R  As  w er e    c o nt ai n e d   i n  i n cl usi o n  b o di es  

(i ns ol u bl e fr a cti o n), t h es e w er e   cl e a n e d  i n a  P B S  p  H  7. 4,  0. 5  %  Trit o n  

X- 1 0 0  s ol uti o n a n d  s ol u bilis e d i n a  P B S  p  H  7. 4,  8  M  ur e a,  4 0  m  M   

i  mi d a z ol e s ol uti o n. R e c o  m bi n a nt  pr ot ei ns  w er e   p uri fi e d  fr o  m t h e 

s p e cifi c  fr a cti o n usi n g  His Tr a p T  M   H P   c ol u  m ns  (  C yti v a) a n d  t h e 

A  K T  A   St art  s yst e  m (  C yti v a). 
fr o nti er si n. or g 
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2. 1. 6  S  D S - P A  G E  a n d  i  m  m u n o bl otti n g 
D e p e n di n g    o n   t h e  e x p eri  m e nt al   pr o c e d ur e,   pr ot ei ns   w er e   

el e ctr o p h or es e d  at  2 0 0  V   f or 4 0  mi n ut es   usi n g  a  P S 6 0 0 – 6 0 0  V olt   

P o  w er  S u p pl y  (  H o ef er) o n  eit h er  si n gl e-l a n e or  1 0-  w ell  N u P  A  G E   

Bis- Tris  g els  (I n vitr o g e n). G els   w er e   t h e n pr o c ess e d  usi n g  a n  X  C ell  

S ur e L o c k  Mi ni-  C ell   s yst e  m (I n vitr o g e n), f oll o  w e d b y  t h e tr a nsf er of  

pr ot ei ns   o nt o   P  V  D F   m e  m br a n es    (  C yti v a  A  m ers h a  m    H y b o n d).   

M e  m br a n es    w er e    i n c u b at e d  wit h    s er a  at   v ar yi n g   dil uti o ns   of  

c o  m  m er ci al   a nti b o di es   f or  1   h o ur.   Aft er    t hr e e  5-  mi n ut e   w as h es   

wit h   T B S- T  w e e n  0. 0 5  %,  m e  m br a n es   w er e   i n c u b at e d wit h   s e c o n d ar y 

a nti b o di es   f or  1   h o ur.   Aft er    a n   a d diti o n al   r o u n d  of   w as h es,   

d et e cti o n  w as   c arri e d  o ut  b y  c h e  mil u  mi n es c e n c e  wit h   I  m  m o bili o n 

Cr es c e n d o    W est er n    H R P    S u bstr at e   (  Milli p or e)  or   c hr o  m o g e ni c  

vi s u ali s ati o n   wit h    1 - St e p   T  M B - Bl otti n g    S u b st r at e   S ol uti o n  

( T h er  m o  Fis h er   S ci e nti fi c).   I n  t h e  c as e   of   c h e  mil u  mi n es c e n c e,  

b a n ds  w er e   vis u alis e d  a n d  c a pt ur e d  usi n g  U  V   li g ht wit h   a  G   B  O X  

i  m a gi n g s yst e  m a n d  G e n e S n a p   7. 1 2  s oft  w ar e. 

2. 1. 7  E v al u ati o n  of  r e c o  m bi n a nt Et  G R A  pr ot ei n s  
f or i  m  m u n e r e c o g niti o n 

T o    e v al u at e   i  m  m u n e  r e c o g niti o n   b y   i nf e ct e d  c hi c k e n s,  

r e c o  m bi n a nt   p r ot ei n s   ( r e c Et  G R  A 9,    r e c Et  G  R  A 9   f r a cti o n s, 

r e c Et  G R  A 1 2 a, r e c Et  G R  A 1 2 b a n d  r e c Et  A  M  A 1 (2 4 ) w er e   s u bj e ct t o 

i  m  m u n o bl ot  ass a ys   a g ai nst   s er a  fr o  m  u ni nf e ct e d   ( n aï v e)  or   E.  

t e n ell a  i nf e ct e d  c hi c k e n s.   I n  b ri ef,   A P  H  A    ( L o h  m a n n  V al o)   

c hi c k e ns   r e c ei v e d  a   si n gl e  or al   i n o c ul ati o n  of   1, 0 0 0   s p or ul at e d 

o o c ysts  of  t h e E.  t e n ell a H o u g ht o n   r ef er e n c e str ai n at  t hr e e w e e ks   

of   a g e.   Bl o o d   w as    c oll e ct e d   f or  s er u  m  pr e p ar ati o n   7   d a ys   p ost-

i nf e cti o n. T h e  c oll e cti o n  w as   c arri e d  o ut  b y  c e ntrif u gi n g  t h e bl o o d  

at   2, 0 0 0   ×   g   f or  1 2   mi n ut es    at   4°  C   t o  o bt ai n   t h e  s er u  m.  Si x  

mi cr o gr a  ms    of   e a c h   r e c o  m bi n a nt  pr ot ei n   w er e    el e ctr o p h or es e d  

a n d   aft er   i  m  m u n o bl otti n g  w er e    i n c u b at e d  wit h    c hi c k e n   s er a 

dil ut e d  1: 1 0 0  ( n aï v e) or  1: 1 0, 0 0 0  (i nf e ct e d). D et e cti o n   w as   c arri e d  

o ut  wit h   H R P- c o nj u g at e d   s e c o n d ar y a nti b o di es  (r a b bit a nti- c hi c k e n  

I g Y  (  H + L))  (I n vitr o g e n)  at   a   1: 1 0, 0 0 0   dil uti o n,   f oll o  w e d  b y  

c h e  mil u  mi n es c e nt  or  c hr o  m o g e ni c  d e v el o p  m e nt.  
2. 2  M ai nt e n a n c e   of  p ar a sit e s  

T o  a  m plif y  E.  t e n ell a H o u g ht o n   r ef er e n c e str ai n, 1 5  mi x e d-s e x   

f o ur-  w e e k- ol d  s p e cifi c   p at h o g e n-fr e e   L o h  m a n n   V al o    c hi c k e ns  
Fr o nti er s  i n I  m  m u n ol o g y 0 4 
a c c o  m  m o d at e d   i n  wir e-  fl o or e d   c a g es   w er e    i nf e ct e d  wit h    4, 0 0 0  

o o c ysts  (6 5 ). Aft er   o n e  w e e k,   bir ds  w er e   sl a u g ht er e d, a n d  o o c ysts  

w er e   c oll e ct e d  fr o  m t h e c a e c a,  s p or ul at e d, a n d  p uri fi e d  (6 6 ) f or us e  

i n  i  m  m u nis ati o n  a n d   c h all e n g e   wit hi n    t  w o  m o nt hs,    as   w ell    as   a  

s o ur c e f or g  D  N  A  a n d  c  D  N  A  (s e cti o ns 2. 1. 4  a n d  2. 1. 5).  
2. 3  A s s e s si n g  v a c ci n e  p ot e nti al  of  
r e c Et  G R A 9 a g ai n st  c hi c k e n  c o c ci di o si s  

2. 3. 1  A ni  m al s  a n d  p ar a sit e s  
F or   t h e  v a c ci n ati o n   st u d y,  4 8   f e  m al e  H y-li n e    Br o  w n   l a y er 

c hi c k e ns  w er e   s o ur c e d fr o  m H y-li n e   U  K   Lt d  o n  d a y  0  a n d  arri v e d  

alr e a d y   v a c ci n at e d   a g ai nst   M ar e k  ’s  dis e as e.   All    c hi c k e ns   w er e   

pr o vi d e d  wit h   c o  m  m er ci al  or g a ni c  st art er f e e d ( a nti c o c ci di al-fr e e) 

a n d  w at er   a d  li bit u  m a n d  w er e   h o us e d  i n a  m  m o ni a-f u  mi g at e d  wir e-

fl o or e d  c a g es.  

2. 3. 2  E x p eri  m e nt al  d e si g n  
C hi c k e ns    w er e    c a g e d   i n  si x  gr o u ps   of   ei g ht   a ni  m als   a n d  

a c cli  m atis e d   f or  o n e   w e e k    (T a bl e   1 ).  Aft er    wi n g-t a g gi n g    f or 

i n di vi d u al i d e ntifi c ati o n,  gr o u ps  1  a n d  2  s er v e d as  u ni nf e ct e d  a n d  

i nf e ct e d c o ntr ols  a n d  di d  n ot  r e c ei v e i  m  m u nis ati o ns. Gr o u ps   3  t o 5  

r e c ei v e d   t h r e e  i  m  m u ni s ati o n s,  w hi c h    w e r e    a d  mi ni st e r e d  

s u b c ut a n e o usl y at  t  w o diff er e nt  p oi nts  i n t h e i nt ers c a p ul ar r e gi o n, 

st arti n g at  o n e  w e e k   of  a g e  ( d a y 7)  wit h   o n e-  w e e k  i nt er v als b et  w e e n  

e a c h   d os e.   Gr o u p    3   r e c ei v e d  a dj u v a nt   o nl y,   wit h    Tit er  M a x   G ol d   

A dj u v a nt   ( 1 0 0 µl/ d os e;  Si g  m a)  f or t h e fi rst t  w o d os es  ( d a ys 7  a n d  

1 4)  a n d  I n c o  m pl et e Fr e u n d ’s A dj u v a nt   ( 1 0 0 µl/ d os e;  Si g  m a)  f or t h e 

t hir d ( d a y 2 1).  Gr o u ps   4  a n d  5  r e c ei v e d 5 0  µ g  of  r e c Et  G R  A 9 or  

r e c Et  A  M  A 1 p er  d os e  p er  bir d,  r es p e cti v el y, wit h   t h e c orr es p o n di n g  

a dj u v a nt  d es cri b e d  f or gr o u p  3.  Gr o u p   6  w as   or all y  v a c ci n at e d  wit h   

1 0 0  E.  t e n ell a H o u g ht o n   s p or ul at e d o o c ysts  i n 1  ml   of  distill e d  w at er   

at  2  w e e ks   ( d a y 1 4)  a n d  3 0 0  o o c ysts  at  3  w e e ks   ( d a y 2 1)  t o si  m ul at e 

n at ur al  p ar asiti c  r e c y cli n g. 

O n e   d a y  b ef or e  E.  t e n ell a c h all e n g e  ( d a y 3 4),  bl o o d  w as   c oll e ct e d  

fr o  m t h e br a c hi al  v ei n  of  e a c h  c hi c k e n  t o ass ess  a nti b o d y  r es p o ns es. 

T  w o  w e e ks   aft er  t h e fi n al  i  m  m u nis ati o n ( d a y 3 5),  gr o u ps  2  t o 6  w er e   

c h all e n g e d  wit h   3 0 0  s p or ul at e d E.  t e n ell a H o u g ht o n   o o c ysts  i n 1  ml   

of  distill e d  w at er.   C hi c k e ns   w er e   s a crifi c e d  5  d a ys  aft er  t h e c h all e n g e  

( d a y  4 0)   b y   c er vi c al   disl o c ati o n.   Bl o o d   w as    c oll e ct e d   fr o  m  t h e 

j u g ul ar  v ei n   i  m  m e di at el y  p ost-  m ort e  m,   a n d   s er a  w er e    e xtr a ct e d  
T A B L E  1    E x p eri  m e nt al  d e si g n  a n d  gr o u p  di stri b uti o n  f or t h e v a c ci n ati o n  tri al. 

Gr o u p   (  N / gr o u p) Tr e at  m e nt  D o s e   R o ut e    E.  t e n ell a c h all e n g e  

G 1   ( 8) U n v a c ci n at e d,   u n c h all e n g e d  c o ntr ol  –  –  N o   

G 2   ( 8) U n v a c ci n at e d,   c h all e n g e d  c o ntr ol  –  –  

Y es  

( 3 0 0 o o c yst/ bir d)  

G 3   ( 8) A dj u v a nt   c o ntr ol  –  

S u b c ut a n e o usG 4   ( 8) r e c Et  G R  A 9 
5 0  u g/ bir d  

G 5   ( 7) r e c Et  A  M  A 1 

G 6   ( 6) E.  t e n ell a o o c ysts  
1 0 0  o o c yst/ bir d  

3 0 0  o o c yst/ bir d  
Or al   
 
fr o nti er si n. or g 
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b y  c e ntrif u g ati o n  as  d es cri b e d  pr e vi o usl y  (s e cti o n 2. 1. 7).  C a e c a   w er e   

c oll e ct e d  a n d  p at h ol o gi c al  l esi o ns w er e   s c or e d i n t h e ri g ht/l eft c a e c a  

a c c or di n g   t o  J o h ns o n  a n d   R ei d   (6 7 ),  t h e n  b ot h   c a e c a   w er e    s n a p 

fr o z e n i n dr y  i c e. B o d y  w ei g hts   w er e   r e c or d e d at  7,  1 4,  2 1,  3 5  a n d  

4 0  d a ys.  

2. 3. 3  D  N A   e xtr a cti o n  a n d  p ar a sit e  q u a ntit ati o n  b y  
q u a ntit ati v e  P  C R  

G e n o  mi c    D  N  A    ( g  D  N  A)  w as    e xtr a ct e d   fr o  m  t h a  w e d  c a e c al  

tiss u es  aft er   r e  m o vi n g  f a e c al  c o nt e nts,   sli ci n g  a n d   h o  m o g e nisi n g  

wit h    R L T   Pl us   b uff er   a n d   a   Tiss u e R u pt or   II  (  Qi a g e n).  T h e  

h o  m o g e n at e  w as   pr o c ess e d  usi n g  a n  All Pr e p   D  N  A/ R  N  A   Mi ni   Kit   

as  r e c o  m  m e n d e d b y  t h e m a n uf a ct ur er   (  Qi a g e n). g  D  N  A  q u alit y  a n d  

c o n c e ntr ati o n   w er e    ass ess e d   wit h    a   N a n o dr o p    D e  N o vi x    D S- 1 1   

S eri es.   Q u a ntit ati v e    r e al-ti  m e  P  C R   ( q P  C R)  w as    p erf or  m e d   as  

d e s c ri b e d   p r e vi o u sl y   (6 8 )  t o   as s e s s   E.   t e n ell a  g e n o  m e   c o p y  

n u  m b er   i n  t h e  c a e c a   usi n g   a   C F  X 9 6    T o u c h ®   R e al- Ti  m e   P  C R  

D et e cti o n    S yst e  m   ( Bi o- R a d).  Pri  m ers   f or  t h e  E.   t e n ell a  R  A P  D­

S  C  A R   m ar k er    T n- E 0 3 – 1 1 6   a n d   c hi c k e n   t at a- bi n di n g  pr ot ei n  

(S u p pl e  m e nt ar y   T a bl e   1 E )  w er e    us e d.   St a n d ar d   c ur v es   w er e   

g e n er at e d   f or  a bs ol ut e   q u a nti fi c ati o n   usi n g   pl as  mi ds   p  G E  M-

Et S  C  A R   a n d   p  G E  M- T B P,   wit h    1 0-f ol d   s eri al  dil uti o ns   fr o  m  1 0 7  

t o 1 0 1  c o pi es,  as  d es cri b e d  pr e vi o usl y  (6 9 ). 

A n al ysis    of   q P  C R   d at a   w as    c o n d u ct e d   usi n g   C F X    M a estr o   

S oft  w ar e   2. 3   ( Bi o- R a d).  T h e   n u  m b e r   of   g e n o  m e s   f r o  m  t h e 

c hi c k e n   ( T B P)  a n d   t h e  E.   t e n ell a  ( S  C  A R)  w as    c o  m p ar e d   t o  t h e 

pl as  mi d   st a n d ar d  s eri es.  Tri pli c at e   d at a   ( p ar asit e  g e n o  m e   c o p y  

n u  m b er)   w as    a v er a g e d   f or  e a c h   s a  m pl e  a n d   st a n d ar dis e d  b y  

c o  m p aris o n   wit h    t h e  h ost   g e n o  m e   ( c hi c k e n)  c o p y   n u  m b er   as   a  

r ati o of  E.  t e n ell a/ c hi c k e n g e n o  m es.  I n di vi d u al d at a  w as   e x cl u d e d  if 

t h e st a n d ar d d e vi ati o n  fr o  m t h e tri pli c at e a n al ysis  e x c e e d e d  0. 5.  
2. 3. 4  I  m  m u n o bl ot s f or pr e - c h all e n g e  s er a  
a s s e s s  m e nt  

S er a   c oll e ct e d   p ost- v a c ci n ati o n   b ut   pri or   t o  t h e  E.   t e n ell a 

c h all e n g e   w er e    t est e d  a g ai nst   r e c Et  G R  A 9,   r e c Et  A  M  A 1,   a n d   a  

l ys at e of  2 0  milli o n   E.  t e n ell a s p or o z oit es, o bt ai n e d  b y  tr e ati n g t h e 

s p or o z oit es usi n g  i c e- c ol d P B S  b uff er  ( p  H 7. 4)  c o nt ai ni n g  i  mi d a z ol e 

( 4 0  m  M),    gl y c er ol   ( 5  %),  a n d   Trit o n   X- 1 0 0    ( 0. 5  %).  T his   w as   

f oll o  w e d  b y   a   5-  mi n ut e   i n c u b ati o n  a n d   s o ni c ati o n  t o  e n h a n c e  

pr ot ei n  yi el d.  E a c h  r e c o  m bi n a nt pr ot ei n  ( 6 m g)  w as   pr o c ess e d  vi a  

S  D S- P  A  G E  a n d  tr a nsf err e d t o P  V  D F  m e  m br a n es   as  d es cri b e d  i n 

s e cti o n  2. 1. 6.   S er a   w er e    dil ut e d   1: 1 0 0   f or  n e g ati v e   c o ntr ols   a n d  

1: 1 0, 0 0 0  f or i  m  m u nis e d c hi c k e ns,  f oll o  w e d b y  i n c u b ati o n usi n g  a  

Mi ni- P R  O T E  A  N    II  a p p ar at us   ( Bi o R a d).  M e  m br a n es    w er e    t h e n 

i n c u b at e d  wit h    a   1: 1 0, 0 0 0   dil uti o n   of   s e c o n d a r y   a nti b o d y  

( p ol y cl o n al   a nti - c hi c k e n   I g  Y - pe r o xi d a s e,   I n vit r o g e n ),  a n d  

d e v el o p e d   u si n g   c h e  mil u  mi n e s c e nt   d et e cti o n,   wit h    b a n d s  

vis u alis e d  as  o utli n e d  i n s e cti o n 2. 1. 6.  
2. 3. 5  St ati sti c al  a n al y si s  
St atisti c al   a n al ys es   w er e    c o n d u ct e d   wit h    Gr a p h P a d    Pris  m   1 0  

usi n g  o n e-  w a y  A  N  O  V  A   f or w ei g ht   g ai n  (f oll o  w e d b y  T u k e y ’s t est 
Fr o nti er s  i n I  m  m u n ol o g y 0 5  
f or p ost- h oc  c o  m p aris o ns),  p air e d  t-t est f or c a e c al  p ar asit e  l o a d, a n d  

Kr us k al-  W allis   t est f or l esi o n s c or es. 
2. 4  Et hi c s  st at e  m e nt  

All   w or k   wit h   c hi c k e ns  c o  m pli e d  wit h   t h e A ni  m als   ( S ci e ntifi c  

Pr o c e d ur es)   A ct    1 9 8 6   a n d   w as    p erf or  m e d   u n d er   t h e  U  K    H o  m e   

Of  fi c e   Li c e n c e,   wit h    a p pr o v al   fr o  m  t h e  R o y al   V et eri n ar y    C oll e g e   

A ni  m al   W elf ar e   Et hi c al  R e vi e  w  B o d y  (  A  W E R B). 
3  R e s ult s  

3. 1  C o  m p ar ati v e   a n al y si s  wit h   T.  g o n dii  
i d e ntifi e d  2 3  Ei  m eri a  G R A   pr ot ei n  
ort h ol o g u e s  

A n al ysis    of   Ei  m eri a   g e n o  m es   i d e ntifi e d   a   li  mit e d  n u  m b er   of  

g e n es  pr e di ct e d  t o e n c o d e  pr ot ei ns  wit h   si  mil arit y t o T.  g o n dii  G R  A   

pr ot ei ns   ( T g  G R  As).  A    t ot al  of   7 1   G R  A    e n c o di n g   g e n es   w er e   

i d e ntifi e d   i n  t h e  T.   g o n dii   G T 1,    M E 4 9    a n d/ or   V E  G    g e n o  m e  

s e q u e n c e   as s e  m bli es   (S u p pl e  m e nt a r y   T a bl e   3 ).  Of    t h e s e  7 1,  

ort h ol o g u es   w er e    d et e ct e d   f or  2 3   i n  at   l e ast  o n e   Ei  m eri a   s p e ci es 

(S u p pl e  m e nt ar y  T a bl e  3 ). T  w o  m or e   Ei  m eri a  G R  A   pr ot ei ns  w er e   

i d e ntifi e d  b y  ‘n a  m e ’ s e ar c hi n g i n T o x o  D B  ( p ut ati v e G R  A 1 0 bis   a n d  

G R  A 1 1 bis);   h o  w e v er,  t h e y w er e   n ot  f o u n d t o b e  ort h ol o g u es  t o T.  

g o n dii   p r ot ei n s.   F o r   E.   t e n ell a,  g e n e s   e n c o di n g   1 2   p ut ati v e  

ort h ol o g u es  of  T.  g o n dii  G R  A   pr ot ei ns  w er e    i d e ntifi e d  ( Et  G R  A 9, 

Et  G R  A 1 0,  Et  G R  A 1 1,  Et  G R  A 1 2 a,  Et  G R  A 1 2 b,  Et  G R  A 3 8,  Et  G R  A 4 4,  

E t  G  R  A 5 2,    E t  G  R  A 5 3,    E t  G  R  A 6 1,    E t  G  R  A 6 3,    E t  G  R  A 6 6 )   

(S u p pl e  m e nt ar y   T a bl e   3 ).  A  m o n g    t h es e,  t h e  e xt e nt   of   si  mil arit y 

wit h    t h eir  c orr es p o n di n g   ort h ol o g o us   T.   g o n dii   pr ot ei ns   v ari e d  

fr o  m 1 9  %  f or Et  G R  A 5 2  t o 4 2. 3 4  %  f or Et  G R  A 6 6,  b as e d  o n  t h e f ull 

l e n gt h  of   e a c h   pr ot ei n   (S u p pl e  m e nt ar y   T a bl e   3 ).  T h e   l o  w est 

si  mil arit y  v al u es   w er e    f o u n d  f or  T g  G R  As   ass o ci at e d   wit h    c yst  

w alls    ( n ot  a   f e at ur e  of   t h e  Ei  m eri a   lif e c y cl e),  n a  m el y   T g  G R  A 5 2  

a n d  T g  G R  A 5 3.  C o n v ers el y,   t h e hi g h est  si  mil arit y p er c e nt a g es  w er e   

o bs er v e d   f or  pr ot ei ns   t ar g et e d  t o  t h e  P  V  M   i n  T.   g o n dii ,  s u c h  as  

T g  G R  A 4 4  a n d  T g  G R  A 6 6.  
3. 2  G R A 9,   G R A 1 2 a   a n d  G R A 1 2 b   
d e  m o n str at e d  di sti n ct  li n e a g e s a cr o s s  
T o x o pl a s  m a , C y cl o s p or a  , a n d  Ei  m eri a  

Et  G R  A 9,  Et  G R  A 1 2 a  a n d  Et  G R  A 1 2 b  w er e   s el e ct e d f or f urt h er 

a n al ysis.  Et  G R  A 9  a n d  Et  G R  A 1 2 a  h a v e  pr e vi o usl y  s h o  w n a b u n d a nt  

e x pr essi o n  as  t h e y w er e   i d e ntifi e d  i n m ulti pl e   pr ot e o  mi c  st u di es (1 7 , 

4 8 ). M or e o v er,   Et  G R  A 9  w as   s h o  w n t o b e  s e cr et e d fr o  m s p or o z oit es 

i n a  C as 9/  C RI S P R   t a g gi n g e x p eri  m e nt  (4 5 ). Et  G R  A 1 2 b  e x pr essi o n  

w as   n ot  d et e ct e d  i n t h es e st u di es b ut  w as   i n cl u d e d h er e  d u e  t o t h e 

si  mil arit y i n a  mi n o  a ci d  s e q u e n c e l e n gt h a n d  i ntr o n/ e x o n str u ct ur e 

wit h   Et  G R  A 1 2 a,  pl us  t h e a v ail a bilit y  of  w ell- a n n ot at e d   s e q u e n c es. 
fr o nti er si n. or g 
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P h yl o g e n eti c   a n al ysis   r e v e al e d  t h e  pr es e n c e   of   f o ur  disti n ct  

cl a d es   t h at  ill ustr at e  t h e  e v ol uti o n ar y   r el ati o ns hi ps  wit hi n    G R  A 9   

a  m o n g  T.  g o n dii , C ycl os p or a  c a y et a n e nsis a n d  Ei  m eri a  (Fi g ur e  1 ). 

T h e  fi rst cl a d e  c o  m pris e d  T g  G R  A 9,  r ei nf or ci n g a  li n e a g e-s p e cifi c  

t o  t his  s p e ci es  as   t h e  o nl y  r e pr es e nt ati v e  i n  t h e  a n al ysis   e xt er n al  

t o  t h e  Ei  m erii d a e   f a  mil y.  T h e   s e c o n d  cl a d e   ill ustr at e d  a   cl os e  

ass o ci ati o n   b et  w e e n   E.   n ec atri x   a n d   E.   t e n ell a.  C.   c a y et a n e nsis 

G  R  A 9    (  C y  G  R  A 9)   r e s ol v e d   i n  a   cl a d e   o n   it s  o  w n,   cl o s el y  

r el at e d  t o  t h e  f o urt h  cl a d e   t h at  e n c o  m p ass e d   Ei  m eri a   br u n etti,  

Ei  m e ri a   m a xi  m a,    Ei  m e ri a   p r a e c o x,   Ei  m e ri a   a c e r v uli n a   a n d  

Ei  m eri a   mitis  .  T h e   t  w o  Ei  m eri a   cl a d es   e x hi bit e d   a   hi g h er   d e gr e e  

of   si  mil arit y  t o  e a c h   ot h er   c o  m p ar e d   t o  t h eir  si  mil arit y  wit h    T.  

g o n dii .  F urt h er  m or e,   b ot h   Ei  m eri a   cl a d es   m ai nt ai n e d    a   cl os er  

r es e  m bl a n c e  t o  t h e  C y  G R  A 9    h o  m ol o g u e   i n  C.   c a y et a n e nsis  t h a n 

t o T.  g o n dii . 

A n al ysi n g    G R  A 1 2 a    a n d   G R  A 1 2 b    pr ot ei n   s e q u e n c es  t o g et h er 

pl a c e d  all  G R  A 1 2   s e q u e n c es fr o  m Ei  m eri a  t h at i nf e ct c hi c k e ns  i n 

di sti n ct   s u b- cl a d e s   f or  a   a n d   b   s e q u e n c e   t y p e s  (Fi g u r e   1 ). 

C o  m p aris o n    wit h    Ei  m erii d a e   t hat   i nf e ct  m a  m  m als    r e v e al e d  a  

disti n ct  cl a d e  f or C.  c a y et a n e nsis G R  A 1 2 a   a n d  b  s e q u e n c es, m ost   

cl os el y  r el at e d t o G R  A 1 2 a   fr o  m Ei  m eri a  f alcif or  mis –  a  s p e ci es t h at 

s p e cifi c all y  i nf e cts t h e h o us e  m o us e   (M us   m usc ul us  ). G R  A 1 2 a   a n d  b  

s e q u e n c es fr o  m T.  g o n dii  w er e   m or e   dist a ntl y  r el at e d. 
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3. 3  Pr ot ei n  pr o fi li n g ill u str at e d t h e 
pr e s e n c e  of  si g n al  p e pti d e s,  b al a n c e d  
h y dr o p h o bi cit y  a n d  a nti g e ni c  
d et er  mi n a nt s,  a n d  l o  w d e gr e e  of  
di s or d er e d  r e gi o n s 

Et  G R  A 9  w as   pr e di ct e d  t o c o  m pris e  2 7 1  a  mi n o  a ci ds  wit h   a n  N-

t e r  mi n al   si g n al   p e pti d e   c o  m p o s e d   of   2 3   a  mi n o   a ci d s  

(S u p pl e  m e nt ar y   T a bl e   4 ).  Et  G R  A 1 2 a   i n cl u d es  4 0 7   a  mi n o   a ci ds  

a n d   c o nt ai ns   a n   N-t er  mi n al    r e gi o n  s p a n ni n g  2 6   a  mi n o   a ci ds,  

i niti all y pr es u  m e d  t o f u n cti o n as  a  si g n al p e pti d e  (S u p pl e  m e nt ar y  

T a bl e  4 ). H o  w e v er,   u nli k e  cl assi c al  s e cr et or y si g n al p e pti d es,  t his 

r e gi o n i n cl u d es t hr e e hi g hl y  p ol ar  ar gi ni n e  r esi d u es, r e  mi nis c e nt of  

t  wi n- ar gi ni n e ( R R R) tr a nsl o c at e d si g n al p e pti d es.  S p e ci fi c all y,  w h e n   

t h e pr ot ei n  is tr u n c at e d t o r e  m o v e t h e R R R  s e q u e n c e, t h e pr e di cti o n  

s c or e dr o ps  b el o  w  0. 5,  s u g g esti n g t h at Et  G R  A 1 2 a  d o es  n ot  p oss ess  a  

f u n cti o n al si g n al p e pti d e  (S u p pl e  m e nt ar y  Fi g ur e  2 ). A d diti o n all y,   

w hil e    a   tr a ns  m e  m br a n e  ( T  M)  d o  m ai n   f e at ur e  w as    i d e ntifi e d,   its 

h y dr o p h o bi c  n at ur e  is n ot  str o n gl y pr e di ct e d.  Et  G R  A 1 2 b  e n c o d e d  a  

pr ot ei n   c o  m prisi n g   3 9 5   a  mi n o   a ci ds   wit h    a n   N-t er  mi n al    si g n al 

p e pti d e  b ut,  u nli k e  Et  G R  A 1 2 a,  it l a c k e d a  tr a ns  m e  m br a n e d o  m ai n.  

N o   si g n al f or t h e a d diti o n  of  a  gl y c os yl p h os p h ati d yli n osit ol  a n c h or  

w as   d et e ct e d  (S u p pl e  m e nt ar y  T a bl e  4 ). 
FI  G  U  R E  1  

O pti  m al   M a xi  m u  m   Li k eli h o o d  (  M L) tr e e f or ( A) Ei  m eri a  s p p.  G R A 9   i nf err e d fr o  m a  3 6 1  a  mi n o  a ci d  ali g n  m e nt  u si n g  L  G  +   g a  m  m a,  a n d  ( B) Ei  m eri a  s p p.  

G R A 1 2 a   a n d  b  fr o  m a  4 8 9  a  mi n o  a ci d  ali g n  m e nt  u si n g  J T T  +   g a  m  m a,  c o  m p ar e d  t o T o x o pl a s  m a  g o n dii  ( T g) a n d  C y cl o s p or a   c a y et a n e n si s  (  C c y) 

ort h ol o g u e s.  T h e  p er c e nt a g e  of  1, 0 0 0  b o ot str a p  it er ati o n s pr e s e nti n g  wit h   t hi s t o p ol o g y i n m or e   > 7 0  %  of  e x a  m pl e s  i s s h o  w n  f or M L/  N ei g h b o ur -

J oi ni n g  (  N J)/  U n  w ei g ht e d P air  Gr o u p   M et h o d   wit h   Arit h  m eti c  M e a n   (  U P  M  G A) m et h o d s.   E a c,  Ei  m eri a  a c er v uli n a ; E br,  Ei  m eri a  br u n etti ; Ef a,  Ei  m eri a  

f al cif or  mi s; E  m a,  Ei  m eri a  m a xi  m a  ; E  mi,  Ei  m eri a  miti s  ; E n e,  Ei  m eri a  n e c atri x ; Et e,  Ei  m eri a  t e n ell a. 
fr o nti er si n. or g 
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T h e  h y dr o p h o bi cit y  s c or es of  all  pr ot ei ns  e x hi bit e d  a  r a n g e of  - 3 

t o + 3,  r efl e cti n g  a  b al a n c e d  distri b uti o n  of  h y dr o p h o bi c  a n d  n o n-

h y dr o p h o bi c  r e gi o ns i n a  n e ar  1: 1  r ati o, r es ulti n g i n o v er all  n e utr al  

pr o fi l es.  A    si  mil arit y  i n  h y dr o p h o bi cit y   p att er ns   w as    o bs er v e d  

a  m o n g   all   t h e  pr ot ei ns,   wit h    t h e  hi g h est   d e gr e e   of   r es e  m bl a n c e 

o bs er v e d   b et  w e e n   t h e  Et  G R  A 1 2 a   a n d   Et  G R  A 1 2 b   ort h ol o g u es,  

w h e r e    t h e  p att e r n s   w e r e    n e a rl y   i d e nti c al  d e s pit e   s e q u e n c e  

di v er g e n c e  (S u p pl e  m e nt ar y  Fi g ur e  3 ). 

C o nsist e nt   a nti g e ni cit y  p att er ns  w er e   o bs er v e d  a cr oss  all  t hr e e 

Et  G R  As,  wit h   a v er a g e  a nti g e ni c  pr o p e nsiti es  r a n gi n g fr o  m 1. 0 2 0 5  t o 

1. 0 3 7 6   ( > 1. 0 0   ar e   c o nsi d er e d   p ot e nti al   a nti g e ni c   d et er  mi n a nts),  

s u g g esti n g  t h e  pr es e n c e   of   r e gi o ns  li k el y  t o  b e   s urf a c e- e x p os e d 

wit hi n    t h e  m ol e c ul e    (S u p pl e  m e nt ar y   Fi g ur e   4 ).  M or e o v er,    t h e 

ass ess  m e nt  of  t h e t hr e e c a n di d at e  Et  G R  As  pr e di ct e d  t h e pr es e n c e  

of  1 1  t o 1 7  a nti g e ni c  d et er  mi n a nts  (S u p pl e  m e nt ar y  T a bl e  5 ). T h e  

e x pr ess e d   r e c o  m bi n a nt  s u bfr ag  m e nts   fr o  m  Et  G R  A 9   c o nt ai n e d  

v ar yi n g   n u  m b ers   of   c o  m pl et e   a nti g e ni c   d et er  mi n a nts:   t  w o  i n 

Fr a g  m e nt  1,  t  w o i n Fr a g  m e nt  2,  a n d  f o ur i n Fr a g  m e nt  3.  

Dis or d er e d    r e gi o ns  e n a bl e   fl e xi bl e   i nt er a cti o ns,  p ot e nti all y  

i nfl u e n ci n g   h o st- p at h o g e n   d y n a  mi c s,   i  m  m u n e  e v a si o n,   a n d  

p at h o g e ni cit y   w hil e    s er vi n g  a s  p ost-tr a nsl ati o n al   m o di  fi c ati o n  

sit es  a n d   i  m  m u n e  t ar g ets.  Pr e di ct e d   dis or d er e d   r e gi o ns  w er e   

a n al ys e d,  c o nsi d eri n g  r esi d u es wit h   s c or es a b o v e  t h e 0. 3  t hr es h ol d 

as   dis or d er e d.   Et  G R  A 9   e x hi bit e d   a   pr ot ei n   str u ct ur e   wit h o ut   

p r o  mi n e nt   di s o r d e r e d   r e gi o n s.   H o  w e v e r,    Et  G  R  A 1 2 a   a n d  

Et  G R  A 1 2 b   dis pl a y e d   disti n cti v e   p att er ns,   wit h    t  w o  p e a ks   at   t h e 

t er  mi n al r e gi o n, i n di c ati n g t h e pr es e n c e  of  dis or d er e d  r e gi o ns wit h   

pr o p e nsit y   v al u es   ar o u n d   0. 6   (S u p pl e  m e nt ar y   Fi g ur e   5 ).  Si  mil ar  

p att er ns  w er e   o bs er v e d  i n t h eir T.  g o n dii  ort h ol o g u es,  hi g hli g hti n g  
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t er  mi n al  r e gi o ns  as   ar e as   dis pl a yi n g   dis or d er   (S u p pl e  m e nt ar y  

Fi g ur e  6 ). 

T h e   pr e di ct e d   3  D   c o nf or  m ati o n   of   Et  G R  A 9,   g e n er at e d   usi n g  

Al p h a F ol d   (Fi g ur e  2 ), s u g g ests a  c o  m p a ct  gl o b ul ar  str u ct ur e wit h   a  

dist e n d e d  c o nf or  m ati o n  pr e d o  mi n a ntl y  c o  m p os e d  of  al p h a- h eli c es.  

T h e   m o d el    f e at u r e s  m ulti pl e    s e c o n d a r y   str u ct u r al   el e  m e nt s,  

i n cl u di n g  i nt ri c at el y  f ol d e d  al p h a - h eli c e s   a n d   b et a - st r a n d s  

f or  mi n g a  d e fi n e d  h y dr o p h o bi c  c or e.  T h e  str u ct ur e c o  m pris es  t  w o 

disti n ct  d o  m ai ns:  a  c e ntr al  c or e  d o  mi n at e d  b y  t hr e e a nti p ar all el  b -

s h e ets  i n  a   s a n d  wi c h-li k e  arr a n g e  m e nt,   fl a n k e d   b y   N-  a n d    C-

t e r  mi n al  r e gi o n s   e n ri c h e d   i n  a  - h eli c e s.   I -  T  A S S E  R  f u rt h e r 

i d e ntifi es  t hr e e dis p ers e d  bi n di n g  sit es wit hi n   t h e Et  G R  A 9  pr ot ei n  

s e q u e n c e (S u p pl e  m e nt ar y  Fi g ur e  7  A ). 

Str u ct ur al   pr e di cti o ns   f or  Et  G R  A 1 2 a   a n d   Et  G R  A 1 2 b   fr o  m 

Al p h a F ol d   s u g g est a  pr o p e nsit y  t o a d o pt  c oil e d- c oil  m otifs   i n t h eir 

3  D  c o nf or  m ati o ns,  c h ar act eris e d  b y  r e p e ati n g al p h a- h eli c al  s e g  me nts 

(Fi g ur e   2 ).  N ot a bl y,    I- T  A S S E R  pr e di cti o ns   i n di c at e d  a   hi g h  

c o n c e ntr ati o n  of  p ot e nti al  li g a n d bi n di n g  sit es cl uster e d  i n t h e c or e  

r e gi o n s   of   t h e s e  p r ot ei n s   (S u p pl e  m e nt a r y   Fi g u r e s   7 B ,  C  ). 

A d diti o n all y,    a n al ysis   of   Et  G R  A 1 2 b   r e v e als   t h e  pr es e n c e   of  

d o  m ai ns   r es e  m bli n g  t h os e  of   a n   i n osit ol- 3- p h os p h at e  s y nt h as e 

e n z y  m e,  i n cl u di n g a  pr e di ct e d  a cti v e  sit e (S u p pl e  m e nt ar y  Fi g ur e  7  D ). 

F urt h er  Et  G R  A 9  pr ot ei n  s e q u e n c e a n al ysis  usi n g  S Y F P EI T  HI  

s oft  w ar e pr e di ct e d  si x c hi c k e n  T- c ell  e pit o p e  sit es (T a bl e  2 ). T h es e  

e pit o p es  t ar g et f o ur disti n ct  c hi c k e n  B- h a pl ot y p es  ( B- F 1 2, B- F 1 5,  B­

F 1 9   a n d   B- F 4)   e n c o di n g   t h e  M  H  C-I    m ol e c ul e.    F o ur   i d e ntifi e d  

e pit o p e  sit es w er e   s p e cifi c  f or t h e B- F 1 2  h a pl ot y p e,  w hil e   a  si n gl e 

e pit o p e  is r e c o g nis e d f or b ot h  B- F 1 9  a n d  B- F 4.  N ot a bl y,   n o  e pit o p e  

f or t h e B- F 1 5  m ol e c ul e   w as   f o u n d. 
FI  G  U  R E  2  

T erti ar y  3  D  pr ot ei n  str u ct ur e s  of  Et  G R A 9  ( A), Et  G R A 1 2 a  ( B), a n d  Et  G R A 1 2 b  (  C), pr e di ct e d  u si n g  Al p h a F ol d.  C ol o ur s   r e pr e s e nt p er -r e si d u e  c o n fi d e n c e  

l e v el s ( p L  D  D T): v er y  hi g h  ( p L  D  D T >  9 0)  i n d ar k  bl u e,  hi g h  ( 9 0 >  p L  D  D T  >  7 0)  i n li g ht bl u e,  l o  w ( 7 0 >  p L  D  D T  >  5 0)  i n y ell o  w,  a n d  v er y  l o  w ( p L  D  D T <  

5 0)  i n or a n g e.  R e gi o n s  wit h   p L  D  D T  b el o  w  5 0  m a y   b e  u n str u ct ur e d  i n i s ol ati o n. 
fr o nti er si n. or g 



S a n c h e z - Ar s u a g a  et  al.  1 0. 3 3 8 9 /fi  m  m u. 2 0 2 5. 1 6 0 5 9 8 4  
3. 4  S e q u e n c e  v ari a bilit y  w a s   l o  w f or gr a 9,  
gr a 1 2 a  a n d  gr a 1 2 b  i n E.  t e n ell a c o  m p ar e d  
t o E.  m a xi  m a   

T h e  pr e di ct e d  g e n o  mi c  l o ci i n T o x o  D B  f or et gr a 9,  et gr a 1 2 a  a n d  

et gr a 1 2 b   c o nt ai n   a   t ot al  of   1, 0 0 5,   1, 4 0 0   a n d   1, 3 0 5   b as e   p airs,  

s p a n ni n g  t hr e e,  t  w o  a n d   t  w o  e x o ns,   r es p e cti v el y.   et gr a 9   a n d  

et gr a 1 2 b  s e q u e n c es a  m pli fi e d  fr o  m t h e E.  t e n ell a H o u g ht o n   str ai n 

i n t his st u d y e x hi bit e d  a  p erf e ct  m at c h   of  1 0 0  %  s e q u e n c e i d e ntit y 

wit h   t h e pr e di cti o ns  d eri v e d  fr o  m t h e H o u g ht o n   r ef er e n c e str ai n i n 

t h e d at a b as e.  H o  w e v er,   i n t h e c as e  of  et gr a 1 2 a , a  n o n-s y n o n y  m o us  

p ol y  m or p his  m  w as   d et e ct e d  ( c o di n g p ositi o n  1 2  ( L( 1 2) F). 

L o  w  l e v els of  s e q u e n c e v ari ati o n  w er e   d et e ct e d  w h e n   D  N  A   fr o  m 

fi el d  is ol at es w as   us e d  f or a  m pli fi c ati o n  a n d  s e q u e n ci n g of  et gr a 9,  

et gr a 1 2 a  a n d  et gr a 1 2 b  (T a bl e  3 ), r e v e ali n g o n e  s y n o n y  m o us S  N P  i n 

et gr a 9  (i n fi el d  s a  m pl e 2 3. 3,  P ol a n d;  S u p pl e  m e nt ar y  T a bl e  2 ), o n e  
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n o n-s y n o n y  m o us  S  N P  i n et gr a 1 2 a  ( pr es e nt i n H o u g ht o n   a n d  2 5. 2­

N e  w   Z e al a n d;  S u p pl e  m e nt ar y  T a bl e  2 ), a n d  o n e  n o n-s y n o n y  m o us  

S  N P   i n  et gr a 1 2 b   (f o u n d  i n  H o u g ht o n,    Wis c o nsi n,    Ni p p o n,    a n d  

2 5. 2-  N e  w  Z e al a n d;  S u p pl e  m e nt ar y  T a bl e  2 ). I n c o ntr ast,  E.  m a xi  m a   

e x hi bit e d  si g nifi c a ntl y  hi g h er  p ol y  m or p his  m  c o u nts,  wit h   e  m gr a 9  

s h o  wi n g 1 3  S  N Ps,  e  m gr a 1 2 a  t  w o S  N Ps  a n d  e  m gr a 1 2 b  t hr e e S  N Ps.  

T h es e   p ol y  m or p hi c   sit es  i n  E.   m a xi  m a    w er e    pr es e nt   i n  m ulti pl e   

s a  m pl es, i n di c ati n g g e n ui n e  g e n eti c  di v ersit y.  S p e ci fi c all y,  e  m gr a 9  

c o nt ai n e d   1 3   p ol y  m or p hi c   sit es,  i n cl u di n g  ei g ht   c o di n g   a n d   fi v e  

n o n- c o di n g   p ol y  m or p his  ms.   A  m o n g    t h e  c o di n g   p ol y  m or p his  ms,  

f o ur w er e   s y n o n y  m o us a n d  f o ur w er e   n o n-s y n o n y  m o us.  e  m gr a 1 2 a  

dis pl a y e d  t  w o p ol y  m or p hi c  sit es wit hi n   c o di n g  r e gi o ns, wit h   o n e  

b ei n g  s y n o n y  m o us a n d  t h e ot h er  n o n-s y n o n y  m o us.  e  m gr a 1 2 b  h a d  

t hr e e  p ol y  m or p hi c   sit es:  t  w o  c o di n g   p ol y  m or p his  ms   ( b ot h  n o n-

s y n o n y  m o us)  a n d   o n e   n o n- c o di n g   p ol y  m or p his  m.   N u cl e oti d e   

di v ersit y   ( Pi),  a   m etri c    f or  ass essi n g   p ol y  m or p his  m   wit hi n    a  
T A B L E  3    G e n eti c   v ari ati o n  a n d  S  N P  a n al y si s  a cr o s s  s a  m pl e d  s p e ci e s  a n d  l o ci. 

et gr a 9    et gr a 1 2 a    et gr a 1 2 b    e  m gr a 9    e  m gr a 1 2 a    e  m gr a  1 2 b  

N o.   s e q u e n c es a n al ys e d  1 5  1 6  1 4  1 1  8  1 0  

N o.   c o u ntri es  r e pr es e nt e d 9  9  8  7  5  7  

N o.   sit es ( b as e p airs)  1 0 0 5  1 4 0 0  1 3 0 5  1 1 2 1  1 3 1 1  1 0 1 9  

N o.   p ol y  m or p hi c  sit es 1  1  1  1 3  2  3  

C o di n g   p ol y  m or p his  ms  1  1  1  8  2  2  

N o n- c o di n g   p ol y  m or p his  ms  0  0  0  5  0  1  

S y n o n y  m o us  p ol y  m or p his  ms  1  0  0  4  1  0  

N o n-s y n o n y  m o us   p ol y  m or p his  ms  0  1  1  4  1  2  

N o.   h a pl ot y p es  2  2  2  1 0  2  3  

H a pl ot y p e   di v ersit y  0. 1 3 3  0. 2 3 3  0. 4 4 0  0. 9 8 2  0. 4 2 9  0. 5 1 1  

V ari a n c e   of  h a pl ot y p e  di v ersit y  0. 0 1 2 6 1  0. 0 1 5 7 8  0. 0 1 2 5 4  0. 0 0 2 1 5  0. 0 2 8 4 6  0. 0 2 7 0 0  

St a n d ar d  d e vi ati o n  of  h a pl ot y p e  di v ersit y    0. 1 1 2  0. 1 2 6  0. 1 1 2  0. 0 4 6  0. 1 6 9  0. 1 6 4  

N u cl e oti d e   di v ersit y  ( Pi) 0. 0 0 0 1 3  0. 0 0 0 1 7  0. 0 0 0 3 4  0. 0 0 5 6 3  0. 0 0 0 6 9  0. 0 0 0 9 0  

A dj ust e d   d  N/ d S  + 1  0. 5  2  2  1  1  3  

T aji  m a ’s (  D) - 1. 1 5 - 0. 4 4 0. 8 4  0. 4 1  0. 4 1  - 1. 0 3 
 

T A B L E  2    S u  m  m ar y  of  t h e c hi c k e n  T - c ell  e pit o p e s  pr e di ct e d  wit hi n   et gr a 9  u si n g  S Y F P EI T  HI  s oft  w ar e.  

M  H  C -I   m ol e c ul e   
A n c h or s  
( p o siti o n) 

Pr e s e nt  N u  m b er   
A  mi n o  

a ci d  p o siti o n  
R ef er e n c e  

C hi c k e n   B- F 1 2  
V,   I ( 5) 

V   ( 9) 
Y E S  4  

V( 1 1 2)-  V   ( 1 1 6) 

V   ( 1 5 0)-  V( 1 5 4) 

I ( 2 0 6)-  V( 2 1 0) 

V( 2 6 5)-  V( 2 6 9)   

(7 0 ) 
C hi c k e n   B- F 1 5  

R  ( 2) 

Y  ( 8) 
N  O   0  –  

C hi c k e n   B- F 1 9  
R  ( 2) 

Y,  P,  L,  F  ( 8) 
Y E S  1  R( 2 9)  -  P( 3 5) 

C hi c k e n   B- F 4  

D,   E  ( 2) 

D,   E  ( 5) 

E  ( 8) 

Y E S  1  E( 1 3 5)  -  E( 1 3 8)-  E ( 1 4 1) 
fr o nti er si n. or g 



S a n c h e z - Ar s u a g a  et  al.  1 0. 3 3 8 9 /fi  m  m u. 2 0 2 5. 1 6 0 5 9 8 4  
p o p ul ati o n,  w as   s u bst a nti all y hi g h er  i n E.  m a xi  m a   t h a n i n E.  t e n ell a 

(T a bl e  3 ). T h e  d  N/ d S  r ati os s u g g est diff er e nt  s el e cti o n pr ess ur es  o n  

t h e g e n es.  F or  et gr a 1 2 a , et gr a 1 2 b , a n d  e  m gr a 1 2 b , t h e r ati os i n di c at e 

p ositi v e  s el e cti o n, w h er e   n o n-s y n o n y  m o us  m ut ati o ns   ar e  f a v o ur e d. 

F or   e  m gr a 9   a n d   e  m gr a 1 2 a ,  t h e  r ati os  s u g g est  n e utr al   e v ol uti o n,  

w h er e    s y n o n y  m o us  a n d   n o n-s y n o n y  m o us   m ut ati o ns    o c c ur   at  

si  mil ar  r at es.  Fi n all y,   f or  et gr a 9 ,  t h e  r ati o  i n di c at es  p urif yi n g  

s el e cti o n, w h er e   s y n o n y  m o us m ut ati o ns   ar e  f a v o ur e d (T a bl e  3 ). 
3. 5  R e c o  m bi n a nt  Et  G R A 9,  Et  G R A 1 2 A  a n d  
Et  G R A 1 2 3 B  w er e   r e c o g ni s e d b y  s er a  fr o  m 
c hi c k e n s  pr e vi o u sl y  i nf e ct e d wit h   E.  t e n ell a 

Fr a cti o ns   of   r e c Et  G R  A 9  (r e c Et  G R  A 9- F 1,  r e c Et  G R  A 9- F 2  a n d  

r e c Et  G  R  A 9 - F 3 ),   r e c Et  G  R  A 9,   Et  G  R  A 1 2 a,   Et  G  R  A 1 2 b   a n d  

r ec Et  A  M  A 1 ( all l ac ki n g si g n al p e pti d e)  w er e   s u c c essf ull y e x pr esse d  

i n E.  c oli a n d  p uri fi e d  as  s ol u bl e pr ot ei n  (S u p pl e  m e nt ar y  Fi g ur e  8 ). 

S er a   o bt ai n e d   fr o  m  c hi c k e ns   pr e vi o usl y   i nf e ct e d  wit h    E.   t e nell a 

c o nsist e ntl y   r e c o g nis e d  f ull-l e n gt h  Et  G R  A 9   (Fi g ur e   3 ),  b ut   o nl y  

r ec Et  G R  A 9- F 2 s h o  w e d s o  m e d e gr e e  of  r e c o g niti o n w h e n   t h e t hr ee 

disti n ct   fr a g  m e nts  w er e    t est e d.  Et  G R  A 1 2 a   a n d   Et  G R  A 1 2 b   als o  

s h o  w e d  cl e ar   r e c o g niti o n w h e n    i n c u b at e d  wit h   s er a fr o  m  i nf e ct e d 

c hi c k e ns  (Fi g ur e  3 ). 
3. 6  I  m  m u ni s ati o n of  c hi c k e n s  wit h   
r e c Et  G R A 9 e n h a n c e d  w ei g ht   g ai n  
f oll o  wi n g c h all e n g e  

T he  a bilit y  of  r e c Et  G R  A 9 t o c o nf er  i  m  m u n o pr ot e cti o n a g ai nst  

c o c ci di osis   i n  c hi c k e ns   w as    e v al u at e d   t hr o u g h  a n   i n  vi v o   tri al 

i n cl u di n g a  gr o u p  v a c ci n at e d  wit h   r ec Et  G R  A 9 a n d  s e v er al c o ntr ols  

(T a bl e   1 ).  N o    diff er e n c es   i n  w ei g ht    g ai n   w er e    o bs er v e d   b et  w e e n  

gr o u ps   b ef or e   t h e  c h all e n g e   (Fi g ur e   4  A );  h o  w e v er,   si g nifi c a nt  

diff er e n ces  w er e   o bs er v e d  aft er  t h e c h all e n g e  b et  w e e n  u n v a c ci n at e d  

u n c h all e n g e d   ( n e g ati v e  c o ntr ol)   a n d   u n v a c ci n at e d   c h all e n g e d  

( p o siti v e   c o nt r ol)   g r o u p s   (  G 1   a n d   G 2    i n  Fi g u r e   4 B   a n d  

S u p pl e  m e nt ar y  T a bl e  6 ). A   si g nifi c a nt  i  m pr o v e  m e nt i n w ei g ht   g ai n  

aft er  c h all e n g e  w as   f o u n d i n t h e gr o u p  v ac ci n at e d  wit h   r ec Et  G R  A 9 

(  G 4) c o  m p ar e d  wit h   p ositi v e  c o ntr ol  (  G 2) a n d  a dj u v a nt- o nl y  (  G 3) 

gr o u p  ( p > 0. 0 0 1) (  O n e-  W a y A  N  O  V  A   a n d  T u k e y ’s  t est);   Fi g ur e  4 B  

a n d   S u p pl e  m e nt ar y   T a bl e   6 );  w ei g ht    g ai n   f or  t h e  r e c Et  G R  A 9 

v a c ci n at e d  gr o u p  (  G 4) i n cr e as e d b y  2 8. 3  %  c o  m p ar e d  t o t h e p ositi v e  

c o ntr ol   gr o u p   (  G 2)  (S u p pl e  m e nt ar y   T a bl e   6 ).  Gr o u ps    i  m  m u nis e d 

wit h   r e c Et  A  M  A 1 a n d  E.  t e nell a o oc ysts  (  G 5 a n d  G 6)   di d  n ot  e x hi bit  

st atisti c all y si g nifi c a nt  i  m pr o v e  m e nt o v er  t he p ositi v e  c o ntr ol.  
 

3. 7  S p e ci fi c  a nti b o d y  r e s p o n s e s w er e   
d et e ct e d  aft er  i  m  m u ni s ati o n wit h   
r e c Et  G R A 9, r e c A  M A 1 a n d  E.  t e n ell a o o c y st s  

S er a   fr o  m  t h e  c o ntr ol   gr o u ps   (  G 1-  G 3)  di d   n ot   s h o  w  s p e cifi c  

r e c o g niti o n   a g ai n st   r e c Et  G R  A 9   (Fi g u r e   5  A )  o r  r e c Et  A  M  A 1  
Fr o nti er s  i n I  m  m u n ol o g y 0 9 
(Fi g ur e   5 B )  b y   i  m  m u n o bl ot.  S er a   fr o  m  c hi c k e ns   v a c ci n at e d   wit h   

r e c Et  G R  A 9  (  G 4)  s p e cifi c all y   r e c o g nis e d  r e c Et  G R  A 9  (Fi g ur e   5  A ) 

a n d  f ail e d t o r e c o g nis e r e c Et  A  M  A 1 (Fi g ur e  5 B ). Li k e  wis e,  s er a fr o  m 

c hi c k e ns  v a c ci n at e d  wit h   r e c Et  A  M  A 1 (  G 5), s p e cifi c all y  r e c o g nis e d 

r e c Et  A  M  A 1   (Fi g u r e   5 B )  a n d   di d   n ot   r e c o g ni s e   r e c Et  G R  A 9  

(Fi g ur e  5  A ). S er a  fr o  m c hi c k e ns  v a c ci n at e d  wit h   o o c ysts  fr o  m E.  

t e n ell a (  G 6) r e c o g nis e d b ot h  r e c o  m bi n a nt pr ot ei ns,  e vi d e n ci n g  t h e 

pr es e n c e  of  s p e cifi c  a nti b o di es  g e n er at e d  b y  c hi c k e ns  a g ai nst  n ati v e  

Et  G R  A 9  a n d  Et  A  M  A 1  (Fi g ur es  5  A , B ). 
3. 8  C a e c al   l e si o n s w er e   o nl y  r e d u c e d i n 
c hi c k e n s  pr e vi o u sl y  e x p o s e d  t o E.  t e n ell a 
o o c y st s  

N o   si g nifi c a nt  diff er e n c e  i n c a e c al  l esi o n s e v erit y w as   d et e ct e d  

b et  w e e n  t h e u n v a c ci n at e d  c h all e n g e d  c o ntr ol  gr o u p  a n d  a n y  of  t h e 

r e c o  m bi n a nt   p r ot ei n   v a c ci n a t e d  g r o u p s,   alt h o u g h   hi g h e r  

pr o p orti o ns   of   i n di vi d u als  pr es e nt e d   wit h    s c or es  of   0   i n  t h e 

Et  G R  A 9  a n d  Et  A  M  A 1  v a c ci n at e d  gr o u ps  (  G 2 c o  m p ar e d  t o G 3- 5,   

Fi g ur e  6 ). C o ntr asti n gl y,   n o  c a e c al  l esi o ns w er e   d et e ct e d  i n c hi c k e ns  

v a c ci n at e d  b y  pri or  E.  t e n ell a o o c yst  e x p os ur e  f oll o  wi n g c h all e n g e  

(  G 6, Fi g ur e  6 ). 
3. 9  E.  t e n ell a r e pli c ati o n w a s   r e d u c e d b y  
v a c ci n ati o n  b ut  v ari e d  b et  w e e n  c a e c a  i n 
i n di vi d u al c hi c k e n s  

C a e c al   p ar asit e  l o a d at  fi v e  d a ys  p ost-i nf e cti o n  w as   ass ess e d  b y  

q u a ntit ati v e  P  C R,  c o  m bi ni n g  v al u es  fr o  m t h e l eft a n d  ri g ht c a e c a  

fr o  m  e a c h   i n di vi d u al  as   a   si n gl e  d at a   p oi nt   p er   c hi c k e n.   A   

st atisti c all y  si g nifi c a nt   d e cr e as e   i n  p ar asit e   l o a d  ( e x pr ess e d  as  

p ar asit e   g e n o  m e   c o p y   n u  m b er   p er   h ost   g e n o  m e   c o p y   n u  m b er)  

w as    o nl y   o bs er v e d   f or  t h e  gr o u p   v a c ci n at e d   b y   pri or   E.   t e n ell a 

i nf e cti o n (  G 6) w h e n   c o  m p ar e d  t o t h e u n v a c ci n at e d  p ositi v e  c o ntr ol  

(  G 2) ( 9 9. 9  % r e d u cti o n; Fi g ur e  7  A ). P ar asit e  l o a d w as   r e d u c e d i n t h e 

a dj u v a nt- o nl y  ( 7 9. 8  % r e d u cti o n; G 3),   r e c Et  G R  A 9 ( 8 5. 7  %; G 4)   or  

r e c Et  A  M  A 1 ( 8 8. 8  %; G 5)   i  m  m u nis e d gr o u ps  c o  m p ar e d  t o G 2,   b ut  

hi g h  i ntr a- gr o u p v ari ati o n  pr e cl u d e d  st atisti c al si g nifi c a n c e.  W h e n   

l eft  a n d   ri g ht  c a e c a   p ar asit e   r e pli c ati o n  w as    a n al ys e d   s e p ar at el y, 

c o  m p ar a bl e   a v e r a g e   r e d u cti o n s   i n  p a r asit e   r e pli c ati o n   w e r e   

o bs er v e d  a cr oss  gr o u ps,  wit h   r e d u c e d i ntr a- gr o u p v ari ati o n.  T h us,  

p ar asit e  r e pli c ati o n w as   si g nifi c a ntl y  r e d u c e d i n t h e a dj u v a nt- o nl y,  

r e c Et  G R  A 9, r e c Et  A  M  A 1, a n d  pri or  E.  t e n ell a i nf e cti o n- v a c ci n at e d 

gr o u ps  (  G 3-  G 6) c o  m p ar e d  t o t h e u n v a c ci n at e d  c h all e n g e d  c o ntr ol  

gr o u p  (  G 2) (Fi g ur e  7 B ). 
4  Di s c u s si o n   

D e ns e    gr a n ul e   pr ot ei ns   (  G R  As)  s e cr et e d  b y   a pi c o  m pl e x a n  

p ar asit es  ar e  ess e nti al  f or h ost  c ell  i n v asi o n, wit h   d e cisi v e  r ol es i n 

est a blis hi n g  t h e i ntr a c ell ul ar ni c h e  (7 1 ). N ot a bl e   v ari ati o ns  i n G R  A   

r e p ert oir es  b et  w e e n   a pi c o  m pl e x a n   g e n er a   a n d   s p e ci es  m a y    b e  
 fr o nti er si n. or g 
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t ail o r e d  t o  s p e ci fi c   h o st- p a r a sit e   i nt e r a cti o n s  a n d   lif e  c y cl e  

r e q uir e  m e nts.  G R  As    h a v e   b e e n   e xt e nsi v el y   st u di e d  i n  T.   g o n dii , 

w h er e    a   l ar g e  n u  m b er   ar e   a b u n d a ntl y   e x pr ess e d   d uri n g   t h e 

t a c h y z oit e st a g e, ass o ci at e d  wit h   t h e a c ut e  p h as e  of  i nf e cti o n (7 2 ). 

I n c o ntr ast,   b ot h   t h e n u  m b er   of  e x pr ess e d   G R  A    g e n es  a n d   t h eir 

e x pr essi o n  l e v els ar e  c o nsi d er a bl y  l o  w er i n T.  g o n dii  s p or o z oit es a n d  

m er o z oit es    (i nt esti n al  st a g es  i n  t h e  d e fi niti v e   h ost,   e q ui v al e nt   t o 
Fr o nti er s  i n I  m  m u n ol o g y 1 0  
Ei  m eri a  s p or o z oit es a n d  m er o z oit es)   (7 3 ). T his  diff er e n c e  is li k el y t o 

st e  m  fr o  m  t h e  disti n ct   m e c h a nis  ms    of   r e pli c ati o n  e  m pl o y e d   b y  

t a c h y z oit es a n d  m er o z oit es   [ e n d o d y o g e n y vs.  e n d o p ol y g e n y  (7 4 )] as  

w ell   as  t h e r e q uir e  m e nt f or pr ol o n g e d  t a c h y z oit e s ur vi v al wit hi n   t h e 

p ar asit o p h or o us   v a c u ol e  ( P  V) b ef or e  d e v el o pi n g   i nt o tiss u e c ysts  

a n d  est a blis hi n g  t h e c hr o ni c  p h as e  of  i nf e cti o n. A d diti o n all y,   G R  As   

i n  T o x o pl as  m a   pl a y   a   cr u ci al   r ol e  i n  s u p p orti n g  t h e  l o n g-t er  m 
FI  G  U  R E  3  

I  m  m u n o bl ot s s h o  wi n g  r e c o  m bi n a nt pr ot ei n  r e c o g niti o n. ( A) r e c Et  G R A 9 fr a g  m e nt 1;  ( B) r e c Et  G R A 9 fr a g  m e nt 2;  (  C) r e c Et  G R A 9 fr a g  m e nt 3;  

(  D) r e c Et  G R A 9; ( E) r e c Et  G R A 1 2 a; ( F) r e c Et  G R A 1 2 b. Bl a c k  arr o  w h e a d s  i n di c at e e x p e ct e d  r e c o  m bi n a nt si z e s,  wit h   m ol e c ul ar   w ei g ht s   ( k  D a) a b o v e.  

P o siti v e  r e c o g niti o n i s m ar k e d   wit h   r e d s q u ar e s;  r e d arr o  w h e a d s  s h o  w  r e c o g niti o n b y  t h e a nti -  Hi s  t a g a nti b o d y.  O nl y   r e c Et  G R A 9 fr a g  m e nt 2  

( B), r e c Et  G R A 9 (  D), r e c Et  G R A 1 2 a ( E) a n d  r e c Et  G R A 1 2 b ( F) e x hi bit e d  r e c o g niti o n b y  s er a  fr o  m i nf e ct e d c hi c k e n s.  I  C, i nf e ct e d c hi c k e n;  A  H T,  a nti -  Hi s  

t a g a nti b o d y;  N  C,   n aï v e  c hi c k e n.  ( A–  D)   r e pr e s e nt i  m  m u n o bl ot s vi s u ali s e d  u si n g  c hr o  m o g e ni c  t e c h ni q u e s, w hil e   ( E, F)  w er e   a n al y s e d  b y  

c h e  mil u  mi n e s c e n c e.  
fr o nti er si n. or g 
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p ersist e n c e  of  c ysts.  T his,  al o n g  wit h   t h e si g nifi c a ntl y  br o a d er  h ost   

r a n g e  of   T.   g o n dii   t a c h y z oit es  (7 5 ),  c o ul d   e x pl ai n   w h y    t h e  G R  A    

r e p ert oir e   i d e ntifi e d   i n  Ei  m eri a   s p p.  t h at  i nf e cts  c hi c k e ns   is  

a p pr o xi  m at el y  o n e-t hir d  t h e si z e of  t h e T.  g o n dii  G R  A   r e p ert oir e.  
Fr o nti er s  i n I  m  m u n ol o g y 1 1  
T his  li  mit e d r e p ert oir e w as   f urt h er e vi d e n c e d  b y  t h e f a ct t h at o nl y  

t  w el v e  G R  As    h a v e   b e e n   a n n ot at e d   f or  E.   t e n ell a  i n  t h e  T o x o  D B  

d at a b as e,   l ess  t h a n  a   si xt h  of   t h e  T g  G R  As   a n n ot at e d   i n  t h e  T.  

g o n dii  g e n o  m e.  
FI  G  U  R E  5  

I  m  m u n o bl ot s of  r e c Et  G R A 9 ( A) a n d  r e c Et A  M A 1 ( B) e v al u at e d  a g ai n st  c hi c k e n  s er a  fr o  m t h e diff er e nt  e x p eri  m e nt al  gr o u p s  u s e d  i n t h e ef fi c a c y  st u d y.  

Gr o u p   1:  s er a  fr o  m n e g ati v e  c o ntr ol;  Gr o u p   2:  p o siti v e  c o ntr ol;  Gr o u p   3:  a dj u v a nt  o nl y;  Gr o u p   4:  c hi c k e n s  i  m  m u ni s e d wit h   r e c Et  G R A 9; Gr o u p   5:  

c hi c k e n s  i  m  m u ni s e d wit h   r e c Et A  M A 1; Gr o u p   6:  c hi c k e n s  i  m  m u ni s e d wit h   E.  t e n ell a Wi s   o o c y st s  (T a bl e  1 ). A nti b o d y - a nti g e n  r e c o g niti o n i s hi g hli g ht e d  

b y  a  w hit e   s q u ar e.  T hi s  w a s   o b s er v e d  e x cl u si v el y  i n G 4   a n d  G 6   a g ai n st  r e c Et  G R A 9 a n d  G 5   a n d  G 6   a g ai n st  r e c Et A  M A 1. 
FI  G  U  R E  4  

B o d y  w ei g ht   g ai n  i n gr a  m s  of  H y -li n e   Br o  w n  l a y er c hi c k e n s,  m e a s ur e d   ( A) b ef or e  t h e c h all e n g e  ( d a y s 7 –  3 5)  a n d  ( B) aft er  t h e c h all e n g e  ( d a y s 3 5 –  4 0).  

E x p eri  m e nt al  gr o u p s  ar e  s h o  w n  o n  t h e x - a xi s,  a n d  b o d y  w ei g ht   g ai n  i s s h o  w n  o n  t h e y - a xi s.  E a c h  d ot  r e pr e s e nt s a n  i n di vi d u al c hi c k e n  ( n  = 6–  8  p er  

gr o u p).  I n ( A) n o  si g ni fi c a nt  diff er e n c e s  w er e   o b s er v e d  b et  w e e n  gr o u p s  ( p >  0. 0 5;  O n e -  w a y   A  N  O V A,  T u k e y  m ulti pl e   c o  m p ari s o n  c orr e cti o n).  Gr o u p s   

m ar k e d   wit h   diff er e nt  l ett er s w er e   si g ni fi c a ntl y  diff er e nt  ( P <  0. 0 5).  
fr o nti er si n. or g 
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C o  m p ar ati v e    g e n eti c   a n al ys is  of   Et  G R  A 9,   Et  G R  A 1 2 a   a n d  

Et  G R  A 1 2 b   wit h    t h eir  ort h ol o g u es   i n  ot h er   Ei  m eri a   s p p.,   C.  

c a y et a n e nsis , a n d  T.  g o n dii , r e v e al e d r el ati o ns hi ps c o nsist e nt  wit h   

pr e vi o us  st u di es at  ot h er  l o ci (6 3 , 7 6 , 7 7 ). A  mi n o   a ci d  s e q u e n c es 

fr o  m E.  n ec atri x  a n d  E.  t e n ell a w er e   m or e   cl os el y  c o  m p ar a bl e  t o 

e a c h   ot h er   t h a n  t h e  ot h er   Ei  m eri a   s p e ci es  t h at  i nf e ct  c hi c k e ns,  

s u p p orti n g s u g g esti o ns t h at at  l e ast t  w o disti n ct  a n c estr al  Ei  m eri a  

li n e a g es  m a y    h a v e   gi v e n   ris e  t o  t h e  s p e ci es  i nf e cti n g  c hi c k e ns  

t o d a y (7 7 ). 

A n al ysis   of  Et  G R  A  pr ot ei ns  r e v e al e d disti n ct  str u ct ur al f e at ur es. 

Li k e   ot h e r   G R  A s    (  N c  G R  A 2,  T g  G R  A 9,    N c  G R  A 9,    T g  G R  A 1 2,   

T g  G R  A 6,   T g  G R  A 7,   T g  G R  A 1 4),   Et  G R  A 9   is  a   s  m all-si z e d  pr ot ei n  

( 2 9   k  D a ).   et g r a 9   w a s    f o u n d  t o  h a v e   t  w o  i nt r o n s,  t o  b e  

pr e d o  mi n a ntl y   h y dr o p hili c   ( alt h o u g h  h y dr o p h o bi c   r e gi o ns  ar e  

als o   pr es e nt)   a n d   t o  c o nt ai n   a   p ut ati v e   N-t er  mi n al    h y dr o p h o bi c  

si g n al  p e pti d e   of   2 3   a  mi n o   a ci ds.   T h es e   fi n di n gs   ar e   sli g htl y 

diff er e nt  t o w h at   w as   fi rst f o u n d b y  A dj o g bl e   et  al.  (7 8 ) w h e n   t his 

gr o u p  d es cri b e d  G R  A 9   fr o  m T o x o pl as  m a ; or  L ei n e  w e b er  et  al.  (5 0 ) 

t o its ort h ol o g u e  i n N e os p or a   c a ni n u  m, w hi c h   c o nt ai n e d  o nl y  o n e  

i ntr o n. B e y o n d  t h es e diff er e n c es,  t h e o v er all  c h ar a ct eristi cs  r e  m ai n 

c o n si st e nt.   T g  G  R  A 9    h a s   b e e n   d e s c ri b e d   a s   p r e d o  mi n a ntl y  

h y dr o p hili c,  alt h o u g h  s h ort h y dr o p h o bi c  a - h eli c es h a v e  als o  b e e n  

i d e ntifi e d   (7 8 ).  Si  mil arl y,   L ei n e  w e b er   et   al.   (5 0 )  c h ar a ct eris e d  

N c  G R  A 9   as  h y dr o p hili c  wit h   s h ort er h y dr o p h o bi c  r e gi o ns. I n t h e 

c as e  of  Et  G R  A 9,  m ulti pl e   a - h eli c al r e gi o ns w er e   i d e ntifi e d,  t hr e e of  

w hi c h   e x hi bit e d  a  m p hi p hili c  pr o p erti es,  s u g g esti n g a  p ot e nti al  r ol e 
Fr o nti er s  i n I  m  m u n ol o g y 1 2  
i n  p r ot ei n -li pi d   i nt e r a cti o n s.  T h e s e    st r u ct u r al   f e at u r e s  a r e  

c o  m  m o nl y   o bs er v e d   a  m o n g   s e cr et e d  G R  A    pr ot ei ns   i n  T.   g o n dii  

a n d   N.    c a ni n u  m  (7 9 ).  I n  c o ntr ast,   Et  G R  A 1 2 a   is  a   sli g htl y  l ar g er 

pr ot ei n   ( 4 6  k  D a)   wit h    o n e   i ntr o n,  h y dr o p hili c   pr o p erti es,   a n d   a  

pr e di ct e d  tr a ns  m e  m br a n e d o  m ai n  ( T  M), alt h o u g h  t his pr e di cti o n  is 

w e a k.   T o x o  D B  d ef a ult  a n al ysis  i niti all y s u g g est e d t h e pr es e n c e  of  a  

si g n al p e pti d e  f or t his pr ot ei n,  b ut  t h e T  M  d o  m ai n  m a y   o v erl a p  wit h   

t h e  p ot e nti al   si g n al  p e pti d e.   T o x o  D B   m a y    n ot   h a v e   a c c ur at el y  

i d e ntifi e d   t h e  N-t e r  mi n u s,    p o s si bl y   d u e   t o  a   f r a  m e s hift  o r  

s e q u e n ci n g  err or,   w hi c h    c o ul d   h a v e   i  m p a ct e d  t h e  d et er  mi n ati o n  

of  t h e tr u e i niti ati o n c o d o n,  li k el y p ositi o n e d  u pstr e a  m.  T o  f urt h er 

cl arif y,   Si g n al P   6. 0   pr e di cti o n   w as    r u n,  w hi c h    c o n fi r  m e d  t h at 

Et  G R  A 1 2 a   d o es   n ot   h a v e   a   si g nal   p e pti d e.   Et  G R  A 1 2 b   s h ar es 

si  mil ar  c h ar a ct eristi cs   t o  Et  G R  A 1 2 a   b ut   l a c ks  t h e  p ut ati v e   T  M  

d o  m ai n.  Si  mil ar  t o T o x o pl as  m a , a  c o  m p ar a bl e  p er c e nt a g e  of  t h eir 

a  mi n o   a ci d   s e g  m e nt  w as    pr e di ct e d   t o  a d o pt   a n   al p h a- h eli c al  

s e c o n d ar y str u ct ur e. 

A nti g e ni cit y   pl ots  s u g g est str o n g i  m  m u n o g e ni c p ot e nti al  f or all  

s el e ct e d   Et  G  R  A s,   c o n si st e nt   wit h    fi n di n g s   i n  T.    g o n dii . 

I  m  m u nis ati o n wit h   r e c o  m bi n a nt T g  G R  A 9  a n d  T g  G R  A 1 2  i n mi c e   

h as  r es ult e d i n si g nifi c a nt  i  m  m u n e r es p o ns es, m ar k e d   b y  el e v at e d  

l e v els of  t h e pr o-i n fl a  m  m at or y  c yt o ki n es  i nt erf er o n- g a  m  m a (I F  N-g ) 

a n d  i nt erl e u ki n- 1 2 (I L- 1 2) (8 0 ). A d diti o n all y,   M aji di a ni   et  al.  (8 1 ) 

d e v el o p e d  a  m ulti- e pit o p e   v a c ci n e  usi n g  M  H  C- bi n di n g   a n d  B- c ell  

e pit o p es  fr o  m T g  G R  A 1 2,  T g S  A  G 1,  T g R  O P 1 6  a n d  T g  MI  C 4.  T his  

v a c ci n e  si g nifi c a ntl y  i n cr e as e d s p e cifi c  a nti b o d y  l e v els a g ai nst  t h es e 

pr ot ei ns,   e n h a n c e d   I g  G 2 a  pr o d u cti o n,   a n d   pr o  m ot e d   a   T h 1  

i  m  m u n e  r es p o ns e  c h ar a ct eris e d   b y   el e v at e d   I F  N-g   l e v els.  W hil e   

i  m  m u n o g e ni cit y  is  i  m p ort a nt  f or  v a c ci n e   d e v el o p  m e nt   a g ai nst  

a pi c o  m pl e x a ns,  it is n ot  t h e s ol e f a ct or f or sti  m ul ati n g pr ot e cti o n.  

N e v ert h el ess,   o ur  fi n di n gs  s u g g est t h at G R  As   i n Ei  m eri a  c o ul d  s er v e 

as  p ot e nti al  c a n di d at es  f or v a c ci n e  d e v el o p  m e nt.  

T h e   st r u ct u r al   p r e di cti o n s   f o r  Et  G R  A 9,   Et  G R  A 1 2 a,   a n d  

Et  G R  A 1 2 b,   g e n er at e d   usi n g   Al p h a F ol d    a n d   I- T  A S S E R,  off er  

c o  m pl e  m e nt ar y   i nsi g hts.  Al p h a F  ol d,   utilisi n g   a d v a n c e d   d e e p-

l e a r ni n g  al g o rit h  m s,   p r o vi d e s   hi g hl y   a c c u r at e   at o  mi c -l e v el  

pr e di cti o ns,   es p e ci all y   f or  pr o t ei ns  wit h o ut    e x p eri  m e nt al   d at a  

(5 9 ).  I n  c o nt r a st,   I- T  A S S E R  r eli e s   m o r e    o n   t e  m pl at e- b a s e d 

m o d elli n g,    eff e cti v el y   i d e ntif yi n g  bi ol o gi c all y   si g nifi c a nt   f e at ur es 

li k e  bi n di n g   sit es  a n d   e n z y  m e   c at al yti c   sit es  ( E  C),  w hi c h    ar e  

i  m p ort a nt f or u n d erst a n di n g  pr ot ei n  f u n cti o n a n d  i nt er a cti o ns (8 2 ). 

I n c hi c k e ns,  v ari ati o ns  i n t h e M  H  C- B   r e gi o n, p arti c ul arl y  t h e 

p e pti d e- bi n di n g   s p e cifi cit y   of   B F 2   (  M  H  C  cl ass   I),  ar e   li n k e d  t o 

r esist a n c e  or   s us c e pti bilit y  t o  p at h o g e ns   (8 3 – 8 5 )  a n d   v a c ci n e  

r es p o ns es (8 6 , 8 7 ). H o  w e v er,   t h e s p e cifi c  B- h a pl ot y p es  i nfl u e n ci n g  

r esist a n c e t o Ei  m eri a  ar e  n ot  f ull y u n d erst o o d  a n d  c a n  v ar y  wit h   

f a ct ors li k e a g e,  i  m  m u n e c o  m p et e n c e  a n d  g e n eti cs  (8 8 , 8 9 ). Fr o  m  

t h e f o ur B- h a pl ot y p es  a v ail a bl e  t o pr e di ct  bi n di n g  t o M  H  C   cl ass  I 

m ol e c ul es    (w  w  w.s yf p eit hi. d e  ),  t his  st u d y  f o u n d  t h at  Et  G R  A 9  

c o nt ai ns  e pit o p es  pr e di ct e d  t o bi n d  B- F 4,  B- F 1 2,  a n d  B- F 1 9,  b ut  

n o  B- F 1 5.  H o  w e v er,   t his d o es  n ot  r ul e o ut  t h e pr es e n c e  of  e pit o p es  

bi n di n g   ot h er   h a pl ot y p es   n ot   a v ail a bl e   f or  pr e di cti o n   a n al ysis.  

R e s e a r c h    o n   V  A L  O    S p e ci fi c  P at h o g e n   F r e e  ( S P F)   c hi c k e n s  

i d e ntifi e d   B- F 1 5,   B- F 1 9,   a n d   B- F 2 1   as   t h e  m ost    fr e q u e nt  B­

h a pl ot y p es  (9 0 ). H o  w e v er,   d o  mi n a nt  B- h a pl ot y p es  i n c o  m  m er ci al  
FI  G  U  R E  6  

C a e c al   l e si o n s c or e s  fi v e  d a y s  aft er  t h e c h all e n g e.  E x p eri  m e nt al  gr o u p s  

ar e  s h o  w n  o n  t h e x - a xi s,  a n d  l e si o n s c or e s  ar e  s h o  w n  o n  t h e y - a xi s.  

E a c h  m ar k er   r e pr e s e nt s o n e  c hi c k e n  ( n  = 6 - 8). ( *) Gr o u p s   wit h   

si g ni fi c a ntl y  diff er e nt  m e a n   l e si o n s c or e s  c o  m p ar e d  wit h   t h e e q ui v al e nt  

u n v a c ci n at e d,  c h all e n g e d  c hi c k e n  gr o u p  (  G 2) ( p o siti v e c o ntr ol).  
fr o nti er si n. or g 
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l a y ers ( as H y- Li n e   h y bri ds  us e d  i n t his tri al), li k el y t o pr es e nt  mi x e d   

B- h a pl ot y p es   d u e   t o  cr oss br e e di n g   f or  pr o d u cti o n   tr aits,  r e  m ai n 

l ar g el y  u n c h ar a ct eris e d.   H e n c e,    t h e  r el e v a n c e  of   t h es e  pr e di ct e d  

e pit o p es   w o ul d    d e p e n d   o n   t h e  m ai n    B- h a pl ot y p es   cir c ul ati n g   i n 

c o  m  m er ci al  fl o c ks.  

A nti b o di es   ar e  t h o u g ht t o pl a y  a  mi n or   r ol e i n t h e pr ot e cti v e  

i  m  m u n e r es p o ns e a g ai nst  Ei  m eri a  s p p. i nf e cti o ns i n c hi c k e ns  (9 1 ), 

wit h    T- c ell-  m e di at e d    i  m  m u n e  r e s p o n s e s   f o u n d  t o  b e   m o r e   

i  m p ort a nt  (9 2 – 9 5 ).  N o n et h el ess,    t h e  r e c o g niti o n  of   r e c Et  G R  A 9, 

r e c Et  G R  A 1 2 a a n d  r e c Et  G R  A 1 2 b e x pr ess e d  as  r e c o  m bi n a nt pr ot ei ns  

b y  s er a fr o  m c hi c k e ns  pr e vi o usl y  i nf e ct e d wit h   E.  t e n ell a o o c ysts  

e vi d e n c e d  t h at t his a nti g e n  w as   n at ur all y  r e c o g nis e d b y  t h e i  m  m u n e 

s yst e  m of  c hi c k e ns,  l e a di n g t o t h e a cti v ati o n  of  a d a pti v e  i  m  m u nit y 

m e c h a nis  ms.   T h e  str o n g er r e c o g niti o n of  r e c Et  G R  A 9 c o  m p ar e d  t o 

t h e t hr e e fr a g  m e nts s u g g ests t h e pr es e n c e  of  m ulti pl e   li n e ar e pit o p es  

t h at m a y   a ct  s y n er gisti c all y  t o eli cit   a n  i  m  m u n e r es p o ns e,  r at h er 

t h a n  d e p e n di n g   s ol el y  o n   c o nf or  m ati o n al   e pit o p es.   A  m o n g    t h e 

fr a g  m e nts, Fr a g  m e nt  2  w as   t h e m ost   str o n gl y r e c o g nis e d, d es pit e  

h a vi n g   f e  w er  pr e di ct e d   a nti g e ni c   d et er  mi n a nts   t h a n  Fr a g  m e nt   3,  

w hi c h   h a d  t h e hi g h est  n u  m b er.  T his  i n di c at es t h at a  hi g h er  n u  m b er  

of   pr e di ct e d   a nti g e ni c   sit es  d o es   n ot   n e c ess aril y   c orr el at e   wit h   

i n cr e as e d  r e c o g niti o n  b y   s er a  fr o  m  c hi c k e ns   pr e vi o usl y   i nf e ct e d 

wit h    E.   t e n ell a.  A d diti o n all y,    t his  c o ul d   r efl e ct   a   m or e    ar bitr ar y  

m e as ur e   of  t h e l e v el a n d  d ur ati o n  of  pr ot ei n  e x p os ur e  t o t h e h ost  
Fr o nti er s  i n I  m  m u n ol o g y 1 3  
i  m  m u n e s yst e  m, w hi c h   m a y   f urt h er j ustif y t h e us e  of  r e c Et  G R  A 9 f or 

t h e s u bs e q u e nt v a c ci n ati o n  tri al. 

W h e n    s el e cti n g  v a c ci n e   c a n di d at es,   it  is  ess e nti al   t h at  t h e y 

e x hi bit   l o  w  g e n eti c   v ari a bilit y   i n  fi el d   str ai ns  t o  r e d u c e   t h e 

p ot e nti al   f or  i  m  m u n e  es c a p e   m e c h a nis  ms.    F or   t his,  gr a 9 ,  gr a 1 2 a  

a n d  gr a 1 2 b  s e q u e n c es fr o  m E.  m a xi  m a   a n d  E.  t e n ell a w er e   i n cl u d e d 

i n  a   S  N P   a n al ysis.   E.   t e n ell a  s h o  w e d  l o  w er  di v ersit y   i n  et gr a  

s e q u e n c es,  m a ki n g    t h e  m  a p p e ali n g   v a c ci n e   c a n di d at es   d u e   t o 

t h eir  p ot e nti al   i  m  m u n e  r e c o g n iti o n  a cr oss   str ai ns  a n d   l o  w er 

p ot e nti al   f or  v a c ci n e   es c a p e.   W hil e    n o   P  C R   err ors   w er e    e vi d e nt,  

e  m gr as  c o ul d  als o  b e  pr o  misi n g  c a n di d at es  f or E.  m a xi  m a  , alt h o u g h  

m or e    S  N Ps   w e r e    f o u n d  f or  t his  s p e ci es,   alr e a d y   k n o  w n   f or 

e x hi biti n g  a  gr e at er  g e n eti c  a n d  a nti g e ni c  di v ersit y  (9 6 , 9 7 ). 

T h e   i  m  m u nis ati o n  of   c hi c k e ns   wit h    r e c Et  G R  A 9   r e d u c e d  

p ar asit e   l o a d  fi v e   d a ys   p ost- c h all e n g e   b y   8 5. 7  %   c o  m p ar e d   t o 

u ni  m  m u nis e d   c o ntr ols.   T his   l e v el  of   r e d u cti o n  cl os el y   mirr or e d   

t h at o bs er v e d   i n  c hi c k e ns   v a c ci n at e d   wit h    r e c Et  A  M  A 1  of   8 8. 8  %.  

N ot a bl y,   t his p er c e nt a g e  e x c e e d e d  r e d u cti o ns pr e vi o usl y  r e p ort e d i n 

si  mil ar st u di es, wit h   v al u es  of  6 6  %  (3 1 ) a n d  6 4. 7  %  (1 8 ), alt h o u g h  

t h e m et h o d   of  pr ot ei n  e x pr essi o n  a n d  d eli v er y  us e d  diff er e d  i n t h e 

l att er e x p eri  m e nt  (S.  c er e visi a e). H o  w e v er,   t h es e r es ults s h o ul d b e  

t a k e n wit h   c a uti o n,  as  a  si g nifi c a nt  d e cr e as e  i n p ar asit e  l o a d w as   als o  

o bs er v e d  i n t h e gr o u p  t h at r e c ei v e d o nl y  a dj u v a nt  f or i  m  m u nis ati o n 

( 7 9. 8  %).  T his   s h o  w e d  a   c o ntri b uti o n   of   t h e  a dj u v a nt   t o  t h e 
FI  G  U  R E  7  

P ar a sit e  g e n o  m e  c o p y  n u  m b er  a s s e s s e d  b y  q P  C R  of  g e n o  mi c  D  N A   e xtr a ct e d  fr o  m c a e c a  f oll o  wi n g c h all e n g e,  c orr e ct e d  u si n g  c hi c k e n  T B P  c o p y  

n u  m b er  f or e a c h  c hi c k e n.  E a c h  m ar k er   r e pr e s e nt s a n  i n di vi d u al c hi c k e n  (A : n  = 6 –  8  p er  gr o u p)  or  c a e c a  (B : l eft: gr e e n;  ri g ht: r e d; n  = 1 2 –  1 6  p er  

gr o u p).  E x p eri  m e nt al  gr o u p s  ar e  s h o  w n  o n  t h e x - a xi s,  a n d  t h e c orr e ct e d  E.  t e n ell a g e n o  m e  c o p y  n u  m b er  i s s h o  w n  o n  t h e y - a xi s.  E a c h  gr o u p ’s  

m e di a n   a n d  9 5  %  c o n fi d e n c e  i nt er v al (  CI) ar e  s h o  w n.  Gr o u p s   wit h   si g ni fi c a ntl y  diff er e nt  m e di a n   p ar a sit e  g e n o  m e  c o p y  n u  m b er s  c o  m p ar e d  t o t h e 

u n v a c ci n at e d  c h all e n g e d  c hi c k e n  gr o u p  (  G 2) ar e  i n di c at e d wit h   a n  a st eri s k  ( *). T h e  p er c e nt a g e  r e d u cti o n i n p ar a sit e  l o a d c o  m p ar e d  t o t h e 

u n v a c ci n at e d,  c h all e n g e d  c hi c k e n  gr o u p  (  G 2) i s s h o  w n  a b o v e  t h e gr a p h s.  
fr o nti er si n. or g 
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e n h a n c e d  l e v els of  pr ot e cti o n  a c hi e v e d  w h e n   i  m  m u nisi n g wit h   e a c h  

of   t h e  r e c o  m bi n a nt  pr ot ei ns.   A dj u v a nts    t h at  a cti v at e   p att er n-

r e c o g niti o n   r e c e pt or s   ( e. g.,  T L R s,    N  O  D-li k e    r e c e pt or s)   c a n  

sti  m ul at e   i n n at e  i  m  m u n e  r e s p o n s e s   a n d   e n h a n c e   r e si st a n c e  

i n d e p e n d e ntl y  of   a nti g e n   s p e cifi cit y   (9 8 ).  F or   e x a  m pl e,   Tit er  M a x  

h as  b e e n  s h o  w n t o a cti v at e  T  c ells  a n d  i n d u c e c yt o ki n e- pr o d u ci n g  

c ells  ( e. g., I F  N-g  a n d  I L- 4), s u p p orti n g its r ol e i n pr o  m oti n g  b ot h  

c ell ul ar  a n d  h u  m or al  r es p o ns es (9 9 ). S u c h  a cti v ati o n  m a y   i n d u c e 

‘tr ai n e d i  m  m u nit y,’ a  h ei g ht e n e d  i n n at e st at e t h at r e d u c es p ar asit e  

r e pli c ati o n e v e n  i n t h e a bs e n c e  of  s p e cifi c  a nti g e ns  (1 0 0 ). C hi c k e ns   

v a c ci n at e d   wit h    li v e  o o c ysts   s h o  w e d  str o n g  pr ot e cti o n   ( 9 9. 9  %), 

c o nsist e nt   wit h    fi n di n gs   i n  ot h er   st u di es  (1 8 ,  1 0 1 ).  It  is  w ort h   

n oti n g   t h at,  a  m o n g   t h e  Et  G R  A- b as e d   v a c ci n es   f or  Ei  m eri a ,  o nl y  

r e c Et  G R  A 1 2 a h as  b e e n  st u di e d a n d  pr o v e n  eff e cti v e  b ef or e,  wit h   a  

2 9  %   r e d u cti o n  i n  p ar asit e   r e pli c ati o n.   T his   v a c ci n e   w as    als o  

e x pr ess e d   as   a   r e c o  m bi n a nt  pr ot ei n   i n  E.   c oli  a n d   a d  mi nist er e d  

i ntr a  m us c ul arl y (1 0 2 ). 

T his  st u d y us e d  a  d os e  f or t h e c h all e n g e  of  3 0 0  o o c ysts.  T his  

m o d el    mi ni  mi z es    t h e  cr o  w di n g   eff e ct   a n d   all o  ws   ass ess  m e nt   of  

v a c ci n e   effi c a c y  b y  li n e ar  q u a nti fi c ati o n  of  p ar asit e   r e pli c ati o n  i n 

c a e c al  tiss u e, b ut  i n d u c es li  mit e d p at h ol o g y  (1 0 3 ). T y pi c all y,  hi g h er  

c h all e n g e   d os es   ( > 5, 0 0 0  o o c ysts)   ar e   us e d   t o  e v al u at e   i nt esti n al 

l esi o ns a n d  w ei g ht   c h a n g es  o v er  a  l o n g er p eri o d  (3 1 , 1 0 3 ), b ut  d o  

n ot   all o  w   a   li n e ar  q u a nti fi c ati o n   of   p ar asit e   r e pli c ati o n.  St u di es  

usi n g  v ari o us  a nti g e ns  a n d  a  hi g h- d os e  c h all e n g e  s h o  w e d diff er e nt  

l e v els of  effi c a c y  b as e d  o n  t h e p er c e nt a g e  r e d u cti o n i n o o c yst  o ut p ut:  

r e c Et S  A  G 6 ( 6 3  %), Et S  A  G 1 6  ( 5 9  %) (3 3 ), r e c Et  G  A  M 5 6 ( 5 2  %) (1 0 4 ), 

r e c Et  MI  C 2   ( 3 8  %),  r e c Et  MI  C 7   ( 7 5  %),  r e c Et  M 2  A P   ( 8 8  %)  a n d  

r e c  R  O P  K - Et e n 5-  A   ( 8 2  %)  (3 3 ,  1 0 2 ).  Alt e r n ati v e    e x p r e s si o n  

s yst e  ms  s u c h  as   D  N  A    v a c ci n es   or   y e ast   h a v e   n ot   si g nifi c a ntl y  

i  m p r o v e d  t h e  r e d u cti o n   i n  o o c y st   o ut p ut   c o  m p a r e d   t o  t h e 

i  m  m u ni s ati o n  wit h    a   r e c o  m bi n a nt   p r ot ei n   f o r  m.  H o  w e v e r,   

d e v el o pi n g   or al   v a c ci n es   w o ul d    e n h a n c e   pr a cti c alit y   i n  t er  ms  of  

e asi er  a d  mi nistr ati o n  a n d  s c al a bilit y f or m ass   pr o d u cti o n,  m a ki n g   

t h e  m m or e   s uit a bl e f or wi d es pr e a d   c o  m  m er ci al  us e.  D es pit e   usi n g  a  

l o  w d os e,  t his st u d y s h o  w e d si g nifi c a nt  diff er e n c es  i n b o d y  w ei g ht   

a n d   l esi o n  s c or es,  wit h    r e c Et  G R  A 9- v a c ci n at e d  c hi c k e ns   s h o  wi n g 

si g nifi c a ntl y  i  m pr o v e d w ei g ht   g ai n  c o  m p ar e d  t o c o ntr ols.  F urt h er  

r es e ar c h  wit h   hi g h er   c h all e n g e   d os es,   l ar g er  e x p eri  m e nt al   gr o u ps  

a n d  alt er n ati v e  e x pr essi o n  s yst e  ms w o ul d   all o  w  ass ess  m e nt  of  its 

f ull p ot e nti al  t o b e  d e v el o p e d  as  a  r e c o  m bi n a nt c o  m  m er ci al  v a c ci n e  

a g ai nst  c hi c k e n  c o c ci di osis.  

T his   st u d y  i n d e p e n d e ntl y  a n al ys e d   Ei  m eri a   i nf e cti o n  i n  b ot h  

c a e c a  a n d,  alt h o u g h  diff er e n c es  i n p ar asit e  l o a d b et  w e e n  t h e l eft a n d  

ri g ht  c a e c u  m   w er e    n ot   si g nifi c a nt,   t h er e  w as    a   tr e n d  of   hi g h er  

p ar asit e  l o a ds i n t h e ri g ht c a e c u  m  ( 6 2. 2  %) vs.  t h e l eft c a e c a  ( 3 7. 8  %) 

(S u p pl e  m e nt ar y   T a bl es   7 ,  8 ).  T his   c o ul d   b e   d u e   t o  bi ol o gi c al  

a s y  m  m et r y   (1 0 5 ),  v a ri ati o n s   i n  i  m  m u n e  r e s p o ns e   (1 0 6 ),  or  

diff er e n c es  i n mi cr o e n vir o n  m e nt al   f a ct ors li k e p  H  (1 0 7 ), n utri e nt  

a v ail a bilit y  (1 0 8 ), or  mi cr o bi ot a   c o  m p ositi o n  (1 0 9 ). 

I n  s u  m  m ar y,  w hil e    c o ntr olli n g   c hi c k e n   c o c ci di osis   r e  m ai ns 

c h all e n gi n g,   t his  r es e ar c h  p a v es   t h e  w a y    f or  f ut ur e  st u di es  i n 

v a c ci n e   a nti g e ns,   hi g hli g hti n g   t h e  n e e d   f or  f urt h er  r es e ar c h  i nt o 
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Et  G R  As   t o  u n c o v er   p ot e nti al   pr ot ei n   f u n cti o ns,  dr u g   t ar g ets, 

v a c ci n e   c a n di d at e s   a n d/ o r   di a g n o sti c   m a r k e r s    ( 1 1 0 ,  1 1 1 ). 

A d diti o n all y,    t h e  st u d y  d e  m o nstr at es   t h at  r e c Et  G R  A 9  s h o  ws 

si g nifi c a nt   pr o  mis e   as   a   v a c ci n e   c a n di d at e   as   it  r e d u c e d  p ar asit e  

l o a ds a n d  pr o vi d e d  i  m  m u n o pr ot e cti o n c o  m p ar a bl e  t o r e c Et  A  M  A 1, 

a  wi d el y   us e d  c a n di d at e  i n Ei  m eri a  v a c ci n e  d e v el o p  m e nt  r es e ar c h t o 

d at e  (3 0 , 3 1 ). 
D at a   a v ail a bilit y  st at e  m e nt  

T h e  r a  w d at a  s u p p orti n g t h e c o n cl usi o ns  of  t his arti cl e  will   b e  

m a d e   a v ail a bl e  b y  t h e a ut h ors,  wit h o ut   u n d u e  r es er v ati o n. 
Et hi c s  st at e  m e nt  

All   w or k   wit h   c hi c k e ns  c o  m pli e d  wit h   t h e A ni  m als   ( S ci e ntifi c  

Pr o c e d ur es)   A ct    1 9 8 6   a n d   w as    p erf or  m e d   u n d er   t h e  U  K    H o  m e   

Of  fi c e   Li c e n c e,   wit h    a p pr o v al   fr o  m  t h e  R o y al   V et eri n ar y    C oll e g e   

A ni  m al    W elf ar e    Et hi c al   R e vi e  w   B o d y   (  A  W E R B).  T h e   st u d y  w as   

c o n d u ct e d   i n  a c c o r d a n c e   wit h    t h e  l o c al  l e gi sl ati o n  a n d  

i nstit uti o n al r e q uir e  m e nts. 
A ut h or  c o ntri b uti o n s  

G S-  A:    C o n c e pt u ali z ati o n,    I n v esti g ati o n,  Writi n g    –   r e vi e  w  &   

e diti n g,   D at a    c ur ati o n,   M et h o d ol o g y,    Writi n g    –   ori gi n al   dr aft,  

F or  m al   A n al ysis.    D B:    S u p er visi o n,   Writi n g    –   r e vi e  w  &    e diti n g.  

F T:  S u p er visi o n,  Writi n g   –  r e vi e  w &   e diti n g.  V  M-  H:   S u p er visi o n,  

Pr oj e ct   a d  mi nistr ati o n,   C o  n c e pt u ali z ati o n,   Writi n g    –   r e vi e  w  

&   e diti n g.  
F u n di n g  

T he  a ut h or(s)  d e cl ar e  t h at fi n a n ci al  s u p p ort w as   r e c ei v e d f or t h e 

r es e ar c h a n d/ or  p u bli c ati o n  of  t his arti cl e.  T his  r es e ar c h w as   fi n a n ci all y  

s u p p ort e d b y  a n  i nt er n al gr a nt  fr o  m th e  R o y al  Vet eri n ar y   C oll e g e  a n d  

t h e Gill   M al o n e   M e  m ori al   A  w ar d.   G S-  A   w as   f u n d e d t hr o u g h t he R  V C  

P h  D  St u de nts hi p  Pr o gr a  m  m e,  a n d  V  M-  H   re c ei v e d s u p p ort fr o  m t h e 

R  V C  Str at e gi c  F ell o  ws hi p  Pr o gr a  m  m e.  
A c k n o  wl e d g  m e nt s  

W e    e xt e n d   o ur   si n c er e  gr atit u d e   t o  all   l a b  c oll e a g u es   w h o   

g e n er o usl y   s u p p ort e d  t his  r es e ar c h.  T h e   a ut h ors   w o ul d    als o   li k e 

t o  t h a n k  H a n n a h    G ol d s  mit h    a n d   Ai  m e e    Ol d h a  m    f o r  t h ei r 

e x c e pti o n al   t e c h ni c al  assist a n c e.   T h e   a ut h ors   als o   gr at ef ull y  

a c k n o  wl e d g e   t h e  fi n a n ci al   s u p p o rt   p r o vi d e d   b y   t h e  R o y al   

V et eri n ar y   C oll e g e   P h  D  st u d e nts hi p pr o gr a  m  m e,  t h e Gill   M al o n e   
fr o nti er si n. or g 



S a n c h e z - Ar s u a g a  et  al.  1 0. 3 3 8 9 /fi  m  m u. 2 0 2 5. 1 6 0 5 9 8 4  
M e  m o ri al    A  w a r d,    a n d   t h e  H o u g ht o n    T r u st    I nt e r n ati o n al  

Tr a v el  Gr a nt.   
C o n  fl i ct of  i nt er e st 

T h e   a ut h ors   d e cl ar e   t h at  t h e  r es e ar c h  w as    c o n d u ct e d   i n  t h e 

a bs e n c e  of  a n y  c o  m  m er ci al  or  fi n a n ci al  r el ati o ns hi ps t h at c o ul d  b e  

c o nstr u e d  as  a  p ot e nti al  c o n fl i ct of  i nt er est. 
G e n er ati v e   AI  st at e  m e nt  

T h e  a ut h or(s)  d e cl ar e  t h at n o  G e n er ati v e   AI   w as   us e d  i n t h e 

cr e ati o n  of  t his m a n us cri pt.   
 

Fr o nti er s  i n I  m  m u n ol o g y 1 5  
P u bli s h er ’s  n ot e  

All   cl ai  ms  e x pr ess e d  i n t his arti cl e  ar e  s ol el y t h os e of  t h e a ut h ors  

a n d   d o   n ot   n e c e s s a ril y   r e p r e s e nt   t h o s e  of   t h ei r  af fi li at e d 

or g a ni z ati o ns,   or   t h os e  of   t h e  p u blis h er,   t h e  e dit ors   a n d   t h e 

r e vi e  w ers.  A n y    pr o d u ct   t h at  m a y    b e   e v al u at e d   i n  t his  arti cl e,   or  

cl ai  m  t h at m a y   b e  m a d e   b y  its m a n uf a ct ur er,   is n ot  g u ar a nt e e d  or  

e n d ors e d  b y  t h e p u blis h er.  
S u p pl e  m e nt ar y  m at eri al   

T h e  S u p pl e  m e nt ar y  M at eri al   f or t his arti cl e  c a n  b e  f o u n d o nli n e  

at:   htt p s://  w  w  w.f r o nti e r s i n. o r g/ a rti cl e s/ 1 0. 3 3 8 9/fi m  m u. 2 0 2 5.   

1 6 0 5 9 8 4/f ull #s u p pl e  m e nt ar y-  m at eri al  
R ef er e n c e s  
 

1.   Le vi ne  N  D.   T a x o n o  m y  of  t he s p or oz o a. J P ar asit ol . ( 1 9 7 0) 5 6( 4): 2 0 8 – 9.  

2.   Bl a k e  D P,   K n o x   J, D e h a e c k   B,  H u nti n gt o n   B,  R at hi n a  m  T,  R a vi p ati  V,   et  al.  R e­
c al c ul ati n g  t h e c ost  of  c o c ci di osis  i n c hi c k e ns.  V et   R es . ( 2 0 2 0) 5 1: 1 1 5.  d oi:  1 0. 1 1 8 6/  
s 1 3 5 6 7- 0 2 0- 0 0 8 3 7- 2 

3.   Rit c hi e  H,   R os a d o  P,  R os er  M.   M e at   a n d  d air y  pr o d u cti o n.  I n: O ur   w orl d   i n d at a  
O xf or d,   U  K:   O ur   W orl d   i n D at a   ( 2 0 1 7). A v ail a bl e   o nli n e  at:  htt ps:// o ur  w orl di n d at a.  
or g/  m e at- pr o d u cti o n.  

4.   A d a  m u   M,   B o o n k a e  w  w a n  C,   G o n gr utt a n a n u n   N,   V o n g p a k or n   M.   H e  m at ol o gi c al,   
bi o c h e  mi c al   a n d   hist o p at h ol o gi c al   c h a n g es   c a us e d   b y   c o c ci di osis   i n  c hi c k e ns.   A gric   
N at ur al   R es o ur . ( 2 0 1 3) 4 7: 2 3 8 – 4 6.  

5.   M es a    C,    G o  m e z-  Os ori o    L,   L o  p e z-  Os ori o   S,   Willi a  ms    S,   C h a p arr o-  G uti e  rr e z  J. 
S ur v e y  of  c o c ci di a  o n  c o  m  m er ci al  br oil er  f ar  ms i n C ol o  m bi a:   fr e q u e n c y of  Ei  m eri a  
s p e ci es, a nti c o c ci di al  s e nsiti vit y, a n d  hist o p at h ol o g y.  P o ultr y  Sci . ( 2 0 2 1) 1 0 0: 1 0 1 2 3 9.  
d oi:  1 0. 1 0 1 6/j. psj. 2 0 2 1. 1 0 1 2 3 9  

6.   Attr e e   E,  S a n c h e z-  Ars u a g a  G,   J o n es M,   Xi a  D,   M ar u g a n-  H er n a n d e z   V,   Bl a k e  D,   
et  al.  C o ntr olli n g   t h e c a us ati v e  a g e nts  of  c o c ci di osis  i n d o  m esti c  c hi c k e ns;  a n  e y e  o n  t h e 
p ast  a n d  c o nsi d er ati o ns  f or t h e f ut ur e. C  A BI  A gric   Bi osci . ( 2 0 2 1) 2: 3 7.  d oi:  1 0. 1 1 8 6/  
s 4 3 1 7 0- 0 2 1- 0 0 0 5 6- 5 

7.   C h a p  m a n    H  D,    B art a   J R,  Bl a k e   D,    Gr u b er    A,    J e n ki ns  M,    S  mit h   N  C,    et   al.   A   
s el e cti v e r e vi e  w of  a d v a n c es  i n c o c ci di osis  r es e ar c h. A d v   P ar asit ol . ( 2 0 1 3) 8 3: 9 3 – 1 7 1.  
d oi:  1 0. 1 0 1 6/ B 9 7 8- 0- 1 2- 4 0 7 7 0 5- 8. 0 0 0 0 2- 1  

8.   P e e k  H,   L a n d  m a n  W.   C o c ci di osis   i n p o ultr y:  a nti c o c ci di al  pr o d u cts,  v a c ci n es  a n d  
ot h e r   p r e v e nti o n   st r a t e gi e s.   V et    Q  .  ( 2 0 1 1 )   3 1: 1 4 3 – 6 1.   d oi:   1 0. 1 0 8 0 /  
0 1 6 5 2 1 7 6. 2 0 1 1. 6 0 5 2 4 7  

9.   C h a p  m a n   H  D,   C h err y   T E,  D a nf ort h   H  D,   Ri c h ar ds  G,   S hirl e y  M  W,   Willi a  ms   R B.  
S ust ai n a bl e  c o c ci di osis  c o ntr ol  i n p o ultr y  pr o d u cti o n:  t h e r ol e of  li v e v a c ci n es.  I nt J 
P ar asit ol . ( 2 0 0 2) 3 2: 6 1 7 – 2 9.  d oi:  1 0. 1 0 1 6/ S 0 0 2 0- 7 5 1 9( 0 1) 0 0 3 6 2- 9  

1 0.   Kit a n d u   A,   J ur a n o v a R.  Pr o gr ess  i n c o ntr ol  m e as ur es   f or c hi c k e n  c o c ci di osis.  
Act a   V et   Br n o . ( 2 0 0 6) 7 5: 2 6 5 – 7 6.  d oi:  1 0. 2 7 5 4/ a v b 2 0 0 6 7 5 0 2 0 2 6 5  

1 1.   C h a p  m a n    H.    Str at e gi es   f or  t h e  c o ntr ol   of   c o c ci di osis   i n  c hi c k e ns 1.   W orl d  ’s 
P o ultr y  Sci  J. ( 1 9 8 8) 4 4: 1 8 7 – 9 2.  d oi:  1 0. 1 0 7 9/  W P S 1 9 8 8 0 0 1 9  

1 2.   D all o ul    R  A,   Lill e h oj   H S.    R e c e nt    a d v a n c e s   i n  i  m  m u n o  m o d ul ati o n  a n d  
v a c ci n ati o n   str at e gi es  a g ai nst   c o c ci di osis.   A vi a n    Dis  .  ( 2 0 0 5)  4 9: 1 – 8.   d oi:   1 0. 1 6 3 7/  
7 3 0 6- 1 1 1 5 0 R  

1 3.   D e    G uss e  m    M.    ( 2 0 0 7).  C o c ci di osis    i n  p o ultr y:   r e vi e  w  o n   di a g n osis,   c o ntr ol,  
pr e v e nti o n  a n d  i nt er a cti o n wit h   o v er all  g ut  h e alt h,  i n: Pr oc e e di n gs  of  t h e 1 6t h  E ur o p e a n  
S y  m p osi u  m   o n   P o ultr y   N utriti o n  ,  Str as b o ur g,   Fr a n c e:   W orl d  ’s  P o ultr y   S ci e n c e  
Ass o ci ati o n   (  W P S  A). p p.  2 5 3 – 6 1.  

1 4.   A r c z e  w s k a -  W  ło s e k   A,    S  wi a t̨ ki e  wi c z  S,   T o  m a s z e  w s k a    E,   M u s z y n  s ki   S,  
D o br o  w ols ki    P,   J o z e fi a k   D.    Eff e cts   of   a nti c o c ci di al   v a c ci n ati o n   a n d   t ar a x a c u  m 
of fi ci n al e   e xtr a ct   o n   t h e  gr o  wt h   p erf or  m a n c e,   bi o c h e  mi c al   p ar a  m et ers,   i  m  m u nit y, 
a n d   i nt esti n al  m or p h ol o g y    of   ei  m eri a- c h all e n g e d   c hi c k e ns.   Lif e .  ( 2 0 2 3)  1 3: 1 – 1 7.  
d oi:  1 0. 3 3 9 0/lif e 1 3 0 9 1 9 2 7  

1 5.   R as h e e d   M  A,    M atsl er    P.   Ass ess  m e nt    of   pr ot e cti o n   a g ai nst   Ei  m eri a   t e n ell a  i n 
br oil er  br e e d ers  c o nf err e d  b y  a  li v e a nti c o c ci di al  v a c ci n e  a n d  eff e cts  of  v a c ci n ati o n  o n  
e a rl y   p ull et   g r o  wt h.   J  A p pl   P o ult r y   R es .  ( 2 0 2 0)   2 9: 4 4 7 – 5 4.   d oi:   1 0. 1 0 1 6/  
j.j a pr. 2 0 2 0. 0 2. 0 0 2 
1 6.   Bl a k e   D P,    P a st o r - F e r n a  n d e z   I,  N ol a n    MJ,    T o  ml e y    F  M.   R e c o  m bi n a nt   
a nti c o c ci di al   v a c ci n e s - a   c u p   h alf   f ull ?  I nf e ct  G e n et    E v ol .  ( 2 0 1 7)  5 5: 3 5 8 – 6 5.  
d oi:  1 0. 1 0 1 6/j.  m e e gi d. 2 0 1 7. 1 0. 0 0 9  

1 7.   M ar u g a n-  H er n a n d e z   V,   J er e  mi a h G,   A g ui ar-  M arti ns   K,   B urr ell  A,   V a u g h a n   S,  
Xi a   D,    et   al.   T h e   gr o  wt h   of   ei  m eri a   t e n ell a:  c h ar a ct eri z ati o n   a n d   a p pli c ati o n   of  
q u a ntit ati v e  m et h o ds   t o ass ess  s p or o z oit e i n v asi o n a n d  e n d o g e n o us  d e v el o p  m e nt  i n 
c ell   c ult u r e.   F r o nt   C ell    I nf e ct  Mi c r o bi ol  .  ( 2 0 2 0 )   1 0: 5 7 9 8 3 3.   d oi:   1 0. 3 3 8 9/  
f ci  m b. 2 0 2 0. 5 7 9 8 3 3 

1 8.   S o utt er  F,  W erli n g   D,   N ol a n   M,   K ust er   T,  Attr e e   E,  M ar u g a n-  H er n a n d e z   V,   et  al.  
A   n o v el  w h ol e   y e ast- b as e d  s u b u nit or al  v a c ci n e  a g ai nst  ei  m eri a  t e n ell a i n c hi c k e ns.  
Fr o nt  I  m  m u n ol. ( 2 0 2 2) 1 3: 8 0 9 7 1 1.  d oi:  1 0. 3 3 8 9/ fi m  m u. 2 0 2 2. 8 0 9 7 1 1   

1 9.   S o utt er  F,  W erli n g   D,   T o  ml e y  F  M,  Bl a k e  D P.   P o ultr y  c o c ci di osis:  d esi g n  a n d  
i nt er p r et ati o n  of   v a c ci n e   st u di e s.   F r o nt   V et    S ci .  ( 2 0 2 0)  7: 1 0 1.   d oi:   1 0. 3 3 8 9/  
f v ets. 2 0 2 0. 0 0 1 0 1 

2 0.   C h e n    P,   L v   J,  Z h a n g   J,  S u n   H,    C h e n    Z,   Li   H,    et   al.   E v al u ati o n   of   i  m  m u n e 
pr ot e cti v e   effi c a ci es   of   Ei  m eri a   t e n ell a  Et  Mi c 1   p ol y p e pti d es   wit h    diff er e nt   d o  m ai n  
r e c o  m bi n ati o n dis pl a y e d  o n  y e ast  s urf a c e. E x p  P ar asit ol . ( 2 0 1 5) 1 5 5: 1 – 7.  d oi:  1 0. 1 0 1 6/  
j. e x p p ar a. 2 0 1 5. 0 4. 0 2 0 

2 1.   C h o  w    Y P,   W a n    K L,    Bl a k e   D P,    T o  ml e y   F,   N at h a n    S.   I  m  m u n o g e ni c  Ei  m eri a  
t e n ell a  gl y c os yl p h o s p h ati d yli n o sit ol- a n c h o r e d   s u rf a c e   a nti g e n s   ( S  A  Gs)  i n d u c e 
i nfl a  m  m at o r y   r e s p o n s e s   i n  a vi a n   m a c r o p h a g e s.    Pl o S   O n e  .  ( 2 0 1 1)  6: e 2 5 2 3 3.  
d oi:  1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 0 2 5 2 3 3  

2 2.   H u a n g   J, C h e n   S,  Z h o u  Z,  S u n  X,  H as e e b   M,   L a k h o  S  A,  et  al.  P ol y  (  D, L-l a cti d e­
c o- gl y c oli d e)  d eli v er y  s yst e  m i  m pr o v e t h e pr ot e cti v e  effi c a c y  of  r e c o  m bi n a nt a nti g e n  
T  A 4  a g ai nst  Ei  m eri a  t e n ell a i nf e cti o n. P o ultr y  Sci . ( 2 0 2 1) 1 0 0: 1 0 1 0 8 3.  d oi:  1 0. 1 0 1 6/  
j. psj. 2 0 2 1. 1 0 1 0 8 3 

2 3.   L ai  L,  B u  mst e a d  J, Li u  Y,  G ar n ett   J, C a  m p a n er o- R h o d es   M  A,   Bl a k e  D P,   et  al.  T h e  
r ol e of  si al yl gl y c a n  r e c o g niti o n i n h ost  tiss u e tr o pis  m of  t h e a vi a n  p ar asit e  Ei  m eri a  
t e n ell a. Pl o S  P at h o g . ( 2 0 1 1) 7: e 1 0 0 2 2 9 6.  d oi:  1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p p at. 1 0 0 2 2 9 6  

2 4.   P ast or- F er n a  n d e z  I, Ki  m   S,  Billi n gt o n  K,   B u  mst e a d  J, M ar u g a  n-  H er n a  n d e z  V,   
K üst er   T,  et  al.  D e v el o p  m e nt   of  cr oss- pr ot e cti v e  Ei  m eri a- v e ct or e d  v a c ci n es  b as e d  o n  
a pi c al   m e  m b r a n e    a nti g e n s.   I nt  J  P a r asit ol .  ( 2 0 1 8)  4 8: 5 0 5 – 1 8.   d oi:   1 0. 1 0 1 6/  
j.ij p ar a. 2 0 1 8. 0 1. 0 0 3 

2 5.   S u n  H,   W a n g   L,  W a n g   T,  Z h a n g  J, Li u  Q,   C h e n   P,  et  al.  Dis pl a y   of  Ei  m eri a  t e nell a 
Et  Mi c 2  pr otei n  o n  t h e s urf a c e of  S ac c h ar o  m y ces  c er e visi a e  as  a  p ote nti al  or al  v a c ci n e  
a g ai nst  c hic k e n  c o cci di osis.  V acci n e . ( 2 0 1 4) 3 2: 1 8 6 9 – 7 6.  d oi:  1 0. 1 0 1 6/j. v a c ci n e. 2 0 1 4. 0 1. 0 6 8  

2 6.   W all a c h   M.   R ol e  of  a nti b o d y  i n i  m  m u nit y a n d  c o ntr ol  of  c hi c k e n  c o c ci di osis.  
Tr e n ds  P ar asit ol . ( 2 0 1 0) 2 6: 3 8 2 – 7.  d oi:  1 0. 1 0 1 6/j. pt. 2 0 1 0. 0 4. 0 0 4  

2 7.   Z h a o   N,    Mi n g    S,   S u n   L,   W a n g    B,   Li   H,    Z h a n g   X,   et   al.   I d e ntifi c ati o n   a n d  
c h ar a ct eri z ati o n   of   ei  m eri a   t e n ell a  mi cr o n e  m e    pr ot ei n   ( Et  MI  C 8).  Micr o bi ol    S p ectr . 
( 2 0 2 1) 9: e 0 0 2 2 8 2 1.  d oi:  1 0. 1 1 2 8/ S p e ctr u  m. 0 0 2 2 8- 2 1  

2 8.   Br ot h ers   V  M,  K u h n  I,  P a ul   L S,   G a b e   J  D,  A n dr e  ws   W  H,  Si as   S R,   et   al.  
C h ar a ct eri z ati o n    of   a   s urf a c e  a nti g e n   of   Ei  m eri a   t e n ell a  s p or o z oit es  a n d   s y nt h esis 
fr o  m a  cl o n e d  c  D  N  A  i n Es c h eri c hi a  c oli.  M ol   Bi oc h e  m  P ar asit ol . ( 1 9 8 8) 2 8: 2 3 5 – 4 7.  
d oi:  1 0. 1 0 1 6/ 0 1 6 6- 6 8 5 1( 8 8) 9 0 0 0 8- 4  

2 9.   S hirl e y  M  W,   S  mit h  A L,   Bl a k e  D P.   C h all e n g es   i n t h e s u c c essf ul c o ntr ol  of  t h e 
a vi a n  c o c ci di a.  V acci n e  . ( 2 0 0 7) 2 5: 5 5 4 0 – 7.  d oi:  1 0. 1 0 1 6/j. v a c ci n e. 2 0 0 6. 1 2. 0 3 0  
fr o nti er si n. or g 



S a n c h e z - Ar s u a g a  et  al.  1 0. 3 3 8 9 /fi  m  m u. 2 0 2 5. 1 6 0 5 9 8 4  
̨

3 0.   Bl a k e  D P,   Billi n gt o n  KJ,   C o p est a k e   S L,  O a k es   R  D,  Q u ail   M  A,   W a n   K- L,   et  al.  
G e n eti c    m a p pi n g    i d e ntifi es   n o v el   hi g hl y   pr ot e cti v e   a nti g e ns   f or  a n   a pi c o  m pl e x a n  
p ar asit e.  Pl o S  P at h o g . ( 2 0 1 1) 7: 1 – 1 3.  d oi:  1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p p at. 1 0 0 1 2 7 9  

3 1.   P ast or- Fer n a  n dez  I, Ki  m  S,  M ar u g a  n-  Her n a  n dez  V,   S o utter  F,  T o  mle y  F  M,  Bl a ke  D P.   
V acci n ati o n   wit h   tr a ns ge nic Ei  meri a  te nell a e x pressi n g  Ei  meri a  m a xi  m a   A  M  A 1   a n d  I  M P 1 
c o nfers   p arti al   pr otecti o n   a g a i nst  hi g h-le vel   E.   m a xi  m a    c h alle n ge  i n  a   br oiler   m o del    of  
c occi di osis. P ar asites  Vect ors . ( 2 0 2 0) 1 3: 3 4 3.  d oi:  1 0. 1 1 8 6/s 1 3 0 7 1- 0 2 0- 0 4 2 1 0- 2  

3 2.   Yi n  G,   Qi n   M,   Li u  X,  S u o  J, T a n g  X,  T a o  G,   et  al.  A n   Ei  m eri a  v a c ci n e  c a n di d at e  
b as e d  o n  Ei  m eri a  t e n ell a i  m  m u n e m a p p e d   pr ot ei n  1  a n d  t h e T L R- 5  a g o nist  S al  m o n ell a  
t y p hi  m uri u  m  Fli  C   fl a g elli n.   Bi oc h e  m   Bi o p h ys   R es   C o  m  m u n .  ( 2 0 1 3)  4 4 0: 4 3 7 – 4 2.  
d oi:  1 0. 1 0 1 6/j. b br c. 2 0 1 3. 0 9. 0 8 8  

3 3.   S o n g  X,  Y a n g  X,  Z h a n g  T,  Li u  J, Li u  Q.   E v al u ati o n  of  4  m er o z oit e   a nti g e ns  as  
c a n di d at e  v a c ci n es  a g ai nst  Ei  m eri a  t e n ell a i nf e cti o n. P o ultr y  Sci . ( 2 0 2 1) 1 0 0: 1 0 0 8 8 8.  
d oi:  1 0. 1 0 1 6/j. psj. 2 0 2 0. 1 2. 0 0 1  

3 4.   S o n g  X,  G a o   Y,  X u  L,  Y a n  R,  Li  X.  P arti al  pr ot e cti o n  a g ai nst  f o ur s p e ci es of  
c hi c k e n  c o c ci di a  i n d u c e d b y  m ulti v al e nt   s u b u nit v a c ci n e.  V et   P ar asit ol . ( 2 0 1 5) 2 1 2: 8 0 –  
5.  d oi:  1 0. 1 0 1 6/j. v et p ar. 2 0 1 5. 0 8. 0 2 6  

3 5.   Z h o u  Q,   C h u   W,   G a o   X,  Q u   D,   Z h a n g  H,   D u   A.   P- 1 0 6:  C o  m bi n e d   i  m  m u ni z ati o n 
of   a n   or al   D  N  A    v a c ci n e   wit h    a dj u v a nt   I L2   d eli v er e d   i n  att e n u at e d   s al  m o n ell a 
t y p hi  m uri u  m  a g ai nst   ei  m eri a   t e n ell a  i nf e cti o n  i n  c hi c k e ns.   I nfl a  m  m   B o  w el   Dis  . 
( 2 0 0 8) 1 4: S 3 9 – 9.  d oi:  1 0. 1 0 9 7/ 0 0 0 5 4 7 2 5- 2 0 0 8 0 2 0 0 1- 0 0 1 3 9  

3 6.   F o x   B  A,   G u e v ar a    R B,   R o  m  m er ei  m   L  M,   F all a   A,    B elli ni   V,    P ètr e   G,    et   al.  
T o x o pl as  m a   g o n dii   p ar asit o p h or o us   v a c u ol e   m e  m br a n e- ass o ci at e d    d e ns e   gr a n ul e  
pr ot ei ns   or c h estr at e   c hr o ni c   i nf e cti o n  a n d   G R  A 1 2    u n d er pi ns   r esist a n c e  t o  h ost  
g a  m  m a  i nt erf er o n. m Bi o  . ( 2 0 1 9) 1 0: 1 – 2 0.  d oi:  1 0. 1 1 2 8/  m Bi o. 0 0 5 8 9- 1 9  

3 7.   N a  m   H  W.   G R  A   pr ot ei ns  of  T o x o pl as  m a  g o n dii:  m ai nt e n a n c e   of  h ost- p ar asit e  
i nt er a cti o ns a cr oss  t h e p ar asit o p h or o us  v a c u ol ar  m e  m br a n e.   K or e a n  J P ar asit ol . ( 2 0 0 9) 
4 7  S u p pl: S 2 9 – 3 7.  d oi:  1 0. 3 3 4 7/ kj p. 2 0 0 9. 4 7. S. S 2 9  

3 8.   His z c z y n  s k a- S a  wi c k a E,  Ol  ę d z k a  G,   H ol e c-  G asi or   L,  Li  H,   X u  J B, S e d c ol e  R,  et  al.  
E v al u ati o n  of  i  m  m u n e r es p o ns es i n s h e e p i n d u c e d b y  D  N  A   i  m  m u ni z ati o n wit h   g e n es  
e n c o di n g   G R  A 1,    G R  A 4,    G R  A 6    a n d   G R  A 7    a nti g e ns   of   T o x o pl as  m a   g o n dii.   V et   
P ar asit ol . ( 2 0 1 1) 1 7 7: 2 8 1 – 9.  d oi:  1 0. 1 0 1 6/j. v et p ar. 2 0 1 0. 1 1. 0 4 7  

3 9.   S c or z a  T,  D  ’s o u z a S,  L al o u p  M,   D e  wit   J, D e   Br a e k el e er  J, V ers c h u er e n   H,   et  al.  A   
G R  A 1    D  N  A    v a c ci n e   pri  m es   c yt ol yti c   C  D 8( +)    T   c ells   t o  c o ntr ol   a c ut e   T o x o pl as  m a  
g o n dii  i nf e cti o n. I nf ect I  m  m u n. ( 2 0 0 3) 7 1: 3 0 9 – 1 6.  d oi:  1 0. 1 1 2 8/I  AI. 7 1. 1. 3 0 9- 3 1 6. 2 0 0 3  

4 0.   W e er at u n g a   P,  H er at h   T  U B,  Ki  m   T  H,  L e e  H  C,   Ki  m   J  H, L e e  B  H,  et  al.  D e ns e   
Gr a n ul e   Pr ot ei n- 7  (  G R  A- 7) of  T o x o pl as  m a  g o n dii  i n hi bits vir al  r e pli c ati o n i n vitr o  a n d  
i n vi v o . J Micr o bi ol  . ( 2 0 1 7) 5 5: 9 0 9 – 1 7.  d oi:  1 0. 1 0 0 7/s 1 2 2 7 5- 0 1 7- 7 3 9 2- 5  

4 1.   Z h a n g  G,   H u o n g   V T,   B att ur  B,  Z h o u  J, Z h a n g  H,   Li a o  M,   et  al.  A   h et er ol o g o us  
pri  m e- b o ost   v a c ci n ati o n   r e gi  m e  usi n g   D  N  A    a n d   a   v a c ci ni a   vir us,   b ot h   e x pr essi n g  
G R  A 4,    i n d u c e d  pr ot e cti v e   i  m  m u nit y  a g ai nst   T o x o pl as  m a   g o n dii   i nf e cti o n  i n  mi c e.   
P ar asit ol o g y . ( 2 0 0 7) 1 3 4: 1 3 3 9 – 4 6.  d oi:  1 0. 1 0 1 7/ S 0 0 3 1 1 8 2 0 0 7 0 0 2 8 9 2  

4 2.   M a   J S, S as ai  M,   O hs hi  m a   J, L e e  Y,  B a n d o  H,   T a k e d a  K,   et  al.  S el e cti v e  a n d  str ai n-
s p e cifi c   N F  A T 4    a cti v ati o n   b y   t h e  T o x o pl as  m a   g o n dii   p ol y  m or p hi c   d e ns e   gr a n ul e  
pr ot ei n  G R  A 6.   J E x p  M e d  . ( 2 0 1 4) 2 1 1: 2 0 1 3 – 3 2.  d oi:  1 0. 1 0 8 4/j e  m. 2 0 1 3 1 2 7 2  

4 3.   M c  M urtr e y    C,    Tr oll e   T,   S a ns o  m   T,   R e  m es h   S  G,   K a e v er    T,   B ar d et   W,    et   al.  
T o x o pl as  m a  g o n dii  p e pti d e  li g a n ds o p e n  t h e g at e  of  t h e H L  A   cl ass  I bi n di n g  gr o o v e.  
e Lif e . ( 2 0 1 6) 5: e 1 2 5 5 6.  d oi:  1 0. 7 5 5 4/ e Lif e. 1 2 5 5 6  

4 4.   G a o   Y,  S u di n g  Z,  W a n g   L,  Li u  D,   S u  S,  X u  J, et  al.  F ull-l e n gt h  tr a ns cri pt o  m e 
s e q u e n c e a n al ysis  of  Ei  m eri a  n e c atri x  u ns p or ul at e d  o o c ysts  a n d  s p or o z oit es i d e ntifi es  
g e n es   i n v ol v e d  i n  c ell ul ar   i n v asi o n.  V et    P ar asit ol .  ( 2 0 2 1)  2 9 6: 1 0 9 4 8 0.   d oi:   1 0. 1 0 1 6/  
j. v et p ar. 2 0 2 1. 1 0 9 4 8 0 

4 5.   H u   D,   T a n g  X,  B e n  M a  m o u n   C,   W a n g   C,   W a n g   S,  G u   X,  et  al.  Ef fi ci e nt  si n gl e-
g e n e   a n d   g e n e   f a  mil y  e diti n g   i n  t h e  a pi c o  m pl e x a n   p ar asit e   ei  m eri a   t e n ell a  usi n g  
C RI S P R- c as 9.   Fr o nt  Bi o e n g  Bi ot ec h n ol . ( 2 0 2 0) 8: 1 2 8.  d oi:  1 0. 3 3 8 9/f bi o e. 2 0 2 0. 0 0 1 2 8  

4 6.   S a n d h olt  A K S,   W attr a n g   E,  Lilj a  T,  A h ol a   H,   L u n de  n  A,  Tr oell  K, et al.   D u al   R  N  A-se q   
tr a nscri pt o  me a n al ysis  of  c aec al  tiss ue d uri n g  p ri  m ar y Ei  meri a  te nell a i nfecti o n i n c hic ke ns.  
B  M C  Ge n o  mics  . ( 2 0 2 1) 2 2: 6 6 0.  d oi:  1 0. 1 1 8 6/s 1 2 8 6 4- 0 2 1- 0 7 9 5 9- 7  

4 7.   S a n d h olt  A  K S,   X u  F,  S ö d erl u n d  R,  L u n d e  n  A,   Tr o ell  K,   S v är d  S  G,  et  al.  D u al   
R  N  A- S e q  tr a ns cri pt o  m e a n al ysis  of  c hi c k e n  m a cr o p h a g e-li k e   c ells  (  H  D 1 1) i nf e ct e d i n 
vit r o   wit h    Ei  m e ri a   t e n ell a.  P a r asit ol o g y .  ( 2 0 2 1)   1 4 8: 7 1 2 – 2 5.   d oi:   1 0. 1 0 1 7/  
S 0 0 3 1 1 8 2 0 2 1 0 0 0 1 1 1  

4 8.   W u    XJ,   G a o    J,  M u    BJ,   Y u   L  M,   W a n g    Z R,   Z h e n g   W B,    et   al.   Tr a ns cri pt o  mi c  
a n al ysis  of  L  M  H  c ells  i n r es p o ns e t o t h e o v er e x pr essi o n  of  a  pr ot ei n  of  Ei  m eri a  t e n ell a 
e n c o d e d  b y  t h e l o c us E T  H _ 0 0 0 2 8 3 5 0.  Fr o nt  V et   Sci . ( 2 0 2 2) 9: 1 0 5 3 7 0 1.  d oi:  1 0. 3 3 8 9/  
f v ets. 2 0 2 2. 1 0 5 3 7 0 1 

4 9.   Ki  m   J S, M u n   SJ,  C h o   E,  Ki  m   D,   S o n  W,   J e o n HI,   et  al.  T o x o pl as  m a  g o n dii  G R  A 9   
r e g ul at es t h e a cti v ati o n  of  N L R P 3   i nfl a  m  m as o  m e  t o e x ert  a nti-s e pti c  eff e cts  i n mi c e.   I nt 
J M ol   Sci . ( 2 0 2 0) 2 1: 1 – 1 5.  d oi:  1 0. 3 3 9 0/ij  ms 2 1 2 2 8 4 3 7  

5 0.   L ei n e  w e b er  M,   S p e k k er- B os k er  K,   I n c e V,   S c h ar es  G,   H e  m p hill   A,   Ell er  S  K,  et  al.  
First  c h ar a ct eri z ati o n  of  t h e n e os p or a  c a ni n u  m  d e ns e  gr a n ul e  pr ot ei n  G R  A 9.   Bi o  M e d  
R es  I nt. ( 2 0 1 7) 2 0 1 7: 6 7 4 6 4 3 7.  d oi:  1 0. 1 1 5 5/ 2 0 1 7/ 6 7 4 6 4 3 7  

5 1.   Y u  G,   Li a n g  W,   Y a n g  Q,   W a n g   J, W a n g   Y,  Z h a n g  T,  et  al.  I  m  m u n e pr ot e cti v e  
e v al u ati o n   eli cit e d   b y   D  N  A    v a c ci n ati o n   wit h    n e os p or a   c a ni n u  m   d e ns e   gr a n ul es  
pr ot ei ns  i n mi c e.   Fr o nt  V et   Sci . ( 2 0 2 1) 8: 6 3 8 0 6 7.  d oi:  1 0. 3 3 8 9/f v ets. 2 0 2 1. 6 3 8 0 6 7  

5 2.   H ar b   O S,   Kissi n g er   J  C, R o os  D S.   T o x o  D B:  t h e f u n cti o n al g e n o  mi c  r es o ur c e f or 
T o x o pl as  m a  a n d  r el at e d or g a nis  ms.  I n: T o x o pl as  m a  g o n dii . A  mst er d a  m,   N et h erl a n ds:   
Els e vi er  ( 2 0 2 0). 
Fr o nti er s  i n I  m  m u n ol o g y 1 6  
5 3.   G ast ei g er   E,  H o o gl a n d   C,   G atti k er   A,   D u v a u d   S E,  Wil ki ns   M R,   A p p el   R  D,  et  al.  
Pr ot ei n   i d e ntifi c ati o n  a n d   a n al ysis   t o ols  o n   t h e  E x P  A S y   s er v er.  T ot o  w a,   NJ,    U S  A:   
S pri n g er  ( 2 0 0 5). 

5 4.   K yt e   J, D o olittl e   R F.  A   si  m pl e m et h o d   f or dis pl a yi n g  t h e h y dr o p at hi c  c h ar a ct er  
of  a  pr ot ei n.  J M ol   Bi ol . ( 1 9 8 2) 1 5 7: 1 0 5 – 3 2.  d oi:  1 0. 1 0 1 6/ 0 0 2 2- 2 8 3 6( 8 2) 9 0 5 1 5- 0  

5 5.   T a  m ur a   K,    St e c h er   G,    K u  m ar    S.   M E  G  A 1 1:    m ol e c ul ar    e v ol uti o n ar y   g e n eti cs  
a n al ysis  v ersi o n  1 1.  M ol   Bi ol  E v ol . ( 2 0 2 1) 3 8: 3 0 2 2 – 7.  d oi:  1 0. 1 0 9 3/  m ol b e v/  ms a b 1 2 0  

5 6.   K ol as k ar    A S,    T o n g a o n k ar   P  C.   A    s e  mi- e  m piri c al  m et h o d    f or  pr e di cti o n   of  
a nti g e ni c   d et e r  mi n a nt s   o n   p r ot ei n   a nti g e n s.   F E B S   L ett .  ( 1 9 9 0)   2 7 6: 1 7 2 – 4.  
d oi:  1 0. 1 0 1 6/ 0 0 1 4- 5 7 9 3( 9 0) 8 0 5 3 5-  Q  

5 7.   Is hi d a T,  Ki n os hit a   K.   Pr  D  O S:  pr e di cti o n  of  dis or d er e d  pr ot ei n  r e gi o ns fr o  m 
a  mi n o  a ci d  s e q u e n c e. N ucl eic   Aci ds   R es . ( 2 0 0 7) 3 5:  W 4 6 0 – 4.  d oi:  1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k  m 3 6 3  

5 8.   Z h a n g   Y.   I- T  A S S E R  s er v er  f or  pr ot ei n   3  D   str u ct ur e  pr e di cti o n.   B  M C   Bi oi nf . 
( 2 0 0 8) 9: 4 0.  d oi:  1 0. 1 1 8 6/ 1 4 7 1- 2 1 0 5- 9- 4 0  

5 9.   J u  m p er J, E v a ns  R,  Prit z el  A,   Gr e e n   T,  Fi g ur n o v  M,   R o n n e b er g er  O,   et  al.  Hi g hl y   
a c c ur at e   pr ot ei n   str u ct ur e  pr e di cti o n   wit h    Al p h a F ol d.    N at ur e  .  ( 2 0 2 1)  5 9 6: 5 8 3 – 9.  
d oi:  1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 8 6- 0 2 1- 0 3 8 1 9- 2  

6 0.   V ar a di   M,   A n y a n g o   S,  D es h p a n d e   M,   N air   S,  N at assi a   C,   Y or d a n o v a  G,   et  al.  
Al p h a F ol d   Pr ot ei n  Str u ct ur e  D at a b as e:   m assi v el y   e x p a n di n g  t h e str u ct ur al c o v er a g e  of  
pr ot ei n-s e q u e n c e  s p a c e wit h   hi g h- a c c ur a c y  m o d els.   N ucl eic   Aci ds   R es . ( 2 0 2 1) 5 0:  D 4 3 9 –  
4 4.  d oi:  1 0. 1 0 9 3/ n ar/ g k a b 1 0 6 1  

6 1.   R a  m  m e ns e e   H,    B a c h  m a n n   J,  E  m  m er i c h  N P,    B a c h or   O  A,    St e v a n o vi c   S.  
S Y F P EI T  HI:  d at a b as e  f or M  H  C   li g a n ds a n d  p e pti d e  m otifs.   I  m  m u n o g e n etics. ( 1 9 9 9) 
5 0: 2 1 3 – 9.  d oi:  1 0. 1 0 0 7/s 0 0 2 5 1 0 0 5 0 5 9 5  

6 2.   M ar u g a n-  H er n a n d e z   V,   C o c kl e   C,   M a c d o n al d   S,  P e g g  E,  Cr o u c h   C,   Bl a k e  D P,   
et  al.  Vir al   pr ot ei ns  e x pr ess e d  i n t h e pr ot o z o a n  p ar asit e  Ei  m eri a  t e n ell a ar e  d et e ct e d  b y  
t h e c hi c k e n  i  m  m u n e s yst e  m. P ar asit es  V ect ors  . ( 2 0 1 6) 9: 4 6 3.  d oi:  1 0. 1 1 8 6/s 1 3 0 7 1- 0 1 6­
1 7 5 6- 2  

6 3.   Cl ar k    E L,   M a c d o n al d    S E,   T h e n  m o z hi   V,    K u n d u    K,    G ar g    R,   K u  m ar    S,   et   al.  
Cr y pti c    Ei  m eri a   g e n ot y p es   ar e   c o  m  m o n   a cr oss   t h e  s o ut h er n  b ut   n ot   n ort h er n  
h e  mis p h er e.  I nt J P ar asit ol . ( 2 0 1 6) 4 6: 5 3 7 – 4 4.  d oi:  1 0. 1 0 1 6/j.ij p ar a. 2 0 1 6. 0 5. 0 0 6  

6 4.   Ki a n g   A L-  W,   L o o  S- S,  M at-Is a   M-  N,   N g   C- L,   Bl a k e  D P,   W a n   K- L.   I nsi g hts i nt o 
g e n o  mi c  s e q u e n c e di v ersit y  of  t h e S  A  G  s urf a c e a nti g e n  s u p erf a  mil y i n g e o gr a p hi c all y  
di v ers e   Ei  m eri a   t e n ell a  is ol at es.  Sci   R e p .  ( 2 0 2 4)  1 4: 2 6 2 5 1.   d oi:   1 0. 1 0 3 8/s 4 1 5 9 8- 0 2 4­
7 7 5 8 0- 7  

6 5.   P ast or- F er n a n d e z  I, P e g g  E,  M a c d o n al d   S E,  T o  ml e y  F  M,  Bl a k e  D P,   M ar u g a n-
H er n a n d e z   V.   L a b or at or y  gr o  wt h  a n d  g e n eti c  m a ni p ul ati o n   of  ei  m eri a  t e n ell a. C urr  
Pr ot oc  Micr o bi ol  . ( 2 0 1 9) 5 3: e 8 1.  d oi:  1 0. 1 0 0 2/ c p  m c. 8 1  

6 6.   L o n g  P L,  Mill ar d   B,  J o y n er L,  N ort o n   C  C.   A   g ui d e  t o l a b or at or y t e c h ni q u es us e d  
i n t h e st u d y a n d  di a g n osis  of  a vi a n  c o c ci di osis.  F oli a  V et   L ati n a . ( 1 9 7 6) 6: 2 0 1 – 1 7.  

6 7.   J o h ns o n J, R ei d  W  M.   A nti c o c ci di al   dr u gs:  l esi o n s c ori n g t e c h ni q u es i n b att er y  
a n d  fl o or- p e n  e x p eri  m e nts  wit h   c hi c k e ns.  E x p  P ar asit ol . ( 1 9 7 0) 2 8: 3 0 – 6.  d oi:  1 0. 1 0 1 6/  
0 0 1 4- 4 8 9 4( 7 0) 9 0 0 6 3- 9  

6 8.   N ol a n   MJ,   T o  ml e y  F  M,  K ais er   P,  Bl a k e  D P.   Q u a ntit ati v e   r e al-ti  m e P  C R  ( q P  C R) 
f or Ei  m eri a  t e n ell a r e pli c ati o n-I  m pli c ati o ns f or e x p eri  m e nt al  r efi n e  m e nt  a n d  a ni  m al  
w elf ar e.   P ar asit  I nt. ( 2 0 1 5) 6 4: 4 6 4 – 7 0.  d oi:  1 0. 1 0 1 6/j. p ari nt. 2 0 1 5. 0 6. 0 1 0  

6 9.   Bl a k e  D,   S hirl e y  M,   S  mit h  A.   G e n eti c   i d e ntifi c ati o n  of  a nti g e ns  pr ot e cti v e  a g ai nst  
c o c ci di a.  P ar asit  I  m  m u n ol. ( 2 0 0 6) 2 8: 3 0 5 – 1 4.  d oi:  1 0. 1 1 1 1/j. 1 3 6 5- 3 0 2 4. 2 0 0 6. 0 0 8 3 1. x  

7 0.   K a uf  m a n    J,  V öl k    H,    W all n y    HJ.    A    “ mi ni  m al    e s s e nti al   M h c  ”   a n d   a n  
“u nr e c o g ni z e d   M h c  ” :  t  w o  e xtr e  m es   i n  s el e cti o n  f or  p ol y  m or p his  m.   I  m  m u n ol  R e v . 
( 1 9 9 5) 1 4 3: 6 3 – 8 8.  d oi:  1 0. 1 1 1 1/j. 1 6 0 0- 0 6 5 X. 1 9 9 5.t b 0 0 6 7 0. x  

7 1.   Grif fi t h M B,   Pe arce  C S,  He asli p   A T.   De nse   gr a n u le bi o ge nesis,  secreti o n, a n d  f u n cti o n 
i n T o x o pl as  m a  g o n dii.  J  E u k ar y ot  Micr o bi ol . ( 2 0 2 2) 6 9:e 1 2 9 0 4.  d oi:  1 0 .1 1 1 1/je u. 1 2 9 0 4  

7 2.   F er g us o n  DJ,   C es br o n-  D el a u  w   M F,   D u br e  m et z   J F, Si bl e y  L  D,  J oi n er K  A,   Wri g ht   
S.  T h e  e x pr essi o n  a n d  distri b uti o n  of  d e ns e  gr a n ul e  pr ot ei ns  i n t h e e nt eri c  (  C o c ci di a n) 
f or  ms of  T o x o pl as  m a  g o n dii  i n t h e s  m all i nt esti n e of  t h e c at.  E x p  P ar asit ol . ( 1 9 9 9) 
9 1: 2 0 3 – 1 1.  d oi:  1 0. 1 0 0 6/ e x pr. 1 9 9 8. 4 3 8 4  

7 3.   Frit z  H  M,   B u c h h ol z  K R,   C h e n   X,  D ur bi n-J o h ns o n   B,  R o c k e  D  M,   C o nr a d   P  A,  
et  al.  Tr a ns cri pt o  mi c  a n al ysis  of  t o x o pl as  m a d e v el o p  m e nt  r e v e als m a n y   n o v el  f u n cti o ns 
a n d   str u ct ur es  s p e cifi c  t o   s p or o z oit es   a n d  o o c ysts.   Pl o S   O n e  .  ( 2 0 1 2)  7: e 2 9 9 9 8.  
d oi:  1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 0 2 9 9 9 8  

7 4.   Fr a n ci a   M E,    Stri e p e n   B.   C ell    di visi o n   i n  a pi c o  m pl e x a n   p ar asit es.   N at    R e v  
Micr o bi ol  . ( 2 0 1 4) 1 2: 1 2 5 – 3 6.  d oi:  1 0. 1 0 3 8/ nr  mi cr o 3 1 8 4  

7 5.   R o b ert-  G a n g n e u x  F,  D ar d e   M- L.   E pi d e  mi ol o g y  of  a n d  di a g n osti c  str at e gi es f or 
t o x o pl as  m osis. Cli n  Micr o bi ol   R e v . ( 2 0 1 2) 2 5: 2 6 4 – 9 6.  d oi:  1 0. 1 1 2 8/  C  M R. 0 5 0 1 3- 1 1  

7 6.   B art a  J R, M arti n   D S,   Li b er at or  P  A,  D as h k e vi c z   M,   A n d ers o n   J  W, F ei g h n er  S  D,  
et  al.  P h yl o g e n eti c  r el ati o ns hi ps a  m o n g  ei g ht  Ei  m eri a  s p e ci es i nf e cti n g d o  m esti c  f o  wl 
i nf err e d usi n g  c o  m pl et e  s  m all s u b u nit ri b os o  m al D  N  A   s e q u e n c es. J P ar asit ol . ( 1 9 9 7) 
8 3: 2 6 2 – 7 1.  d oi:  1 0. 2 3 0 7/ 3 2 8 4 4 5 3  

7 7.   Bl a k e  D,   Vr b a   V,   Xi a  D,   D a nl a di   J at a u I, S pir o  S,  N ol a n   MJ,   et  al.  G e n eti c   a n d  
bi ol o gi c al  c h ar a ct eris ati o n  of  t hr e e cr y pti c  Ei  m eri a  o p er ati o n al  t a x o n o  mi c u nits  t h at 
i nf e ct  c hi c k e ns   (  G all us  g all us   d o  m esti c us).   I nt  J  P ar asit ol .  ( 2 0 2 1)   5 1( 8): 6 2 1 – 3 4.  
d oi:  1 0. 1 0 1 6/j.ij p ar a. 2 0 2 0. 1 2. 0 0 4  

7 8.   A dj o g bl e    K  D,    M er ci er    C,    D u br e  m et z    J F,  H u c k e    C,    M a c k e n zi e    C R,    C es br o n-
D el a u  w   M F,   et  al.  G R  A 9,   a  n e  w  T o x o pl as  m a  g o n dii  d e ns e  gr a n ul e  pr ot ei n  ass o ci at e d  
wit h   t h e i ntr a v a c u ol ar n et  w or k  of  t u b ul ar m e  m br a n es.   I nt J P ar asit ol . ( 2 0 0 4) 3 4: 1 2 5 5 –  
6 4.  d oi:  1 0. 1 0 1 6/j.ij p ar a. 2 0 0 4. 0 7. 0 1 1  
fr o nti er si n. or g 



S a n c h e z - Ar s u a g a  et  al.  1 0. 3 3 8 9 /fi  m  m u. 2 0 2 5. 1 6 0 5 9 8 4  
7 9.   M er ci er   C,   A dj o g bl e   K  D,   D ä u b e n er   W,   D el a u  w   M F.   D e ns e   gr a n ul es:  ar e  t h e y k e y  
or g a n ell es  t o h el p  u n d erst a n d  t h e p ar asit o p h or o us  v a c u ol e  of  all  a pi c o  m pl e x a  p ar asit es?  
I nt J P ar asit ol . ( 2 0 0 5) 3 5: 8 2 9 – 4 9.  d oi:  1 0. 1 0 1 6/j.ij p ar a. 2 0 0 5. 0 3. 0 1 1  

8 0.   Li  J, G al o n   E  M,  G u o   H,   Li u  M,   Li  Y,  Ji S,  et  al.  P L  K: D gr a 9  li v e att e n u at e d  str ai n 
i n d u c es pr ot e cti v e  i  m  m u nit y a g ai nst  a c ut e  a n d  c hr o ni c  t o x o pl as  m osis. Fr o nt  Micr o bi ol  . 
( 2 0 2 1) 1 2: 6 1 9 3 3 5.  d oi:  1 0. 3 3 8 9/f  mi c b. 2 0 2 1. 6 1 9 3 3 5  

8 1.   M aji di a ni   H,   D ali  mi   A,   G h aff arif ar   F,  Pirest a ni  M.   M ulti-e pit o pe   v acci ne  e x presse d  i n 
Leis h  m a ni a  t are nt ol ae c o nfers  pr otecti ve  im  m u nit y   t o T o x o pl as  m a  g o n dii  i n B  A L B/ c  mice.   
Micr o bi al   P at h oge ne . ( 2 0 2 1) 1 5 5: 1 0 4 9 2 5.  d oi:  1 0. 1 0 1 6/j.  mic p at h. 2 0 2 1. 1 0 4 9 2 5  

8 2.   R o y  A,   K u c u k ur al   A,   Z h a n g  Y.  I- T  A S S E R: a  u ni fi e d  pl atf or  m  f or a ut o  m at e d  pr otei n  
str u ct ur e a n d  f u n cti o n pre di cti o n.  N at   Pr ot oc . ( 2 0 1 0) 5: 7 2 5 – 3 8.  d oi:  1 0. 1 0 3 8/ n pr ot. 2 0 1 0. 5  

8 3.   B a c o n  L  D,  Critt e n d e n   L B,  Witt er   R L,  F a dl y  A,   M ott a   J. B 5  a n d  B 1 5  ass o ci at e d  
wit h    pr o gr essi v e   M ar e k  ’s  dis e as e,   R o us   s ar c o  m a,  a n d   a vi a n   l e u k osis  vir us-i n d u c e d  
t u  m ors i n i n br e d 1 5I 4  c hi c k e ns.  P o ultr y  Sci . ( 1 9 8 3) 6 2: 5 7 3 – 8.  d oi:  1 0. 3 3 8 2/ ps. 0 6 2 0 5 7 3  

8 4.   B a c o n  L  D,  Witt er   R L,  Critt e n d e n   L B,  F a dl y  A,   M ott a   J. B- h a pl ot y p e  i nfl u e n c e  o n  
M ar e k  ’s  dis e as e,   R o us   s ar c o  m a,  a n d   l y  m p h oi d  l e u k osis  vir us-i n d u c e d   t u  m ors  i n 
c hi c k e ns.  P o ultr y  Sci . ( 1 9 8 1) 6 0: 1 1 3 2 – 9.  d oi:  1 0. 3 3 8 2/ ps. 0 6 0 1 1 3 2  

8 5.   Bril es  W E,   St o n e  H  A,   C ol e   R  K.  M ar e k  ’s dis e as e:  eff e cts  of  B  hist o c o  m p ati bilit y  
all o all el es   i n  r esist a nt  a n d   s us c e pti bl e  c hi c k e n   li n es.  Sci e nc e .  ( 1 9 7 7)  1 9 5: 1 9 3 – 5.  
d oi:  1 0. 1 1 2 6/s ci e n c e. 8 3 1 2 6 9  

8 6.   B a c o n  L  D,  Witt er   R L.  I nfl u e n c e  of  B- h a pl ot y p e  o n  t h e r el ati v e effi c a c y  of  M ar e k  ’s 
dis e as e  v a c ci n es  of  diff er e nt  s er ot y p es. A vi a n   Dis  . ( 1 9 9 3) 3 7: 5 3 – 9.  d oi:  1 0. 2 3 0 7/ 1 5 9 1 4 5 7  

8 7.   B a c o n   L  D,   Witt er    R L.   S er ot y p e   s p e cifi cit y   of   B- h a pl ot y p e   i nfl u e n c e   o n   t h e 
r el ati v e effi c a c y  of  M ar e k  ’s dis e as e  v a c ci n es.  A vi a n   Dis  . ( 1 9 9 4) 3 8: 6 5 – 7 1.  d oi:  1 0. 2 3 0 7/  
1 5 9 1 8 3 8  

8 8.   C ar o n   L  A,  A b pl a n al p   H,   T a yl or  R L  Jr. R esist a n c e,  s us c e pti bilit y, a n d  i  m  m u nit y 
t o Ei  m eri a  t e n ell a i n m aj or   hist o c o  m p ati bilit y  ( B) c o  m pl e x  c o n g e ni c  li n es. P o ultr y  Sci . 
( 1 9 9 7) 7 6: 6 7 7 – 8 2.  d oi:  1 0. 1 0 9 3/ ps/ 7 6. 5. 6 7 7  

8 9.   Lill e h oj  H S.   I nfl u e n c e  of  i n o c ul ati o n d os e,  i n o c ul ati o n s c h e d ul e, c hi c k e n  a g e,  a n d  
h ost  g e n eti cs  o n  dis e as e  s us c e pti bilit y a n d  d e v el o p  m e nt  of  r esist a n c e t o Ei  m eri a  t e n ell a 
i nf e cti o n. A vi a n   Dis  . ( 1 9 8 8) 3 2: 4 3 7 – 4 4.  d oi:  1 0. 2 3 0 7/ 1 5 9 0 9 0 9  

9 0.   B ert z b a c h  L  D,  Tr e g as k es  C  A,   M arti n   RJ,  D e u  m er   U S,   H u y n h   L,  K h ei  m ar   A  M,   
et   al.   T h e   di v ers e   m aj or    hist o c o  m p ati bilit y   c o  m pl e x   h a pl ot y p es   of   a   c o  m  m o n  
c o  m  m er ci al  c hi c k e n  li n e a n d  t h eir eff e ct  o n  m ar e k  ’s dis e as e  vir us  p at h o g e n esis  a n d  
t u  m ori g e n esis. Fr o nt  I  m  m u n ol. ( 2 0 2 2) 1 3: 9 0 8 3 0 5.  d oi:  1 0. 3 3 8 9/ fi m  m u. 2 0 2 2. 9 0 8 3 0 5   

9 1.   Lill e h oj  H S.   Eff e cts  of  i  m  m u n os u p pr essi o n o n  a vi a n  c o c ci di osis:  c y cl os p ori n  A   
b ut   n ot   h or  m o n al   b urs e ct o  m y   a br o g at es   h ost   pr ot e cti v e   i  m  m u nit y.  I nf ect  I  m  m u n. 
( 1 9 8 7) 5 5: 1 6 1 6 – 2 1.  d oi:  1 0. 1 1 2 8/i ai. 5 5. 7. 1 6 1 6- 1 6 2 1. 1 9 8 7  

9 2.   Ki  m   W  H,   C h a u d h ari   A  A,   Lill e h oj  H S.   I n v ol v e  m e nt of  T  c ell  i  m  m u nit y i n a vi a n  
c o c ci di osis.  Fr o nt  I  m  m u n ol. ( 2 0 1 9) 1 0: 2 7 3 2.  d oi:  1 0. 3 3 8 9/ fi m  m u. 2 0 1 9. 0 2 7 3 2   

9 3.   Lill e h oj  H S.   R ol e  of  T  l y  m p h o c yt es a n d  c yt o ki n es  i n c o c ci di osis.  I nt J P ar asit ol . 
( 1 9 9 8) 2 8: 1 0 7 1 – 8 1.  d oi:  1 0. 1 0 1 6/ S 0 0 2 0- 7 5 1 9( 9 8) 0 0 0 7 5- 7  

9 4.   Lill e h oj   H S,    Lill e h oj   E P.   A vi a n    c o c ci di osis.   A    r e vi e  w  of   a c q uir e d   i nt esti n al 
i  m  m u nit y a n d  v ac ci n ati o n  str at e gies. A vi a n   Dis  . ( 2 0 0 0) 4 4: 4 0 8 – 2 5.  d oi:  1 0. 2 3 0 7/ 1 5 9 2 5 5 6  

9 5.   Tr o ut   J  M,  Lill e h oj   H S.    T   l y  m p h o c yt e  r ol es  d uri n g   Ei  m eri a   a c er v uli n a   a n d  
Ei  m e ri a   t e n ell a  i nf e cti o n s.  V et    I  m  m u n ol  I  m  m u n o p at h ol.  ( 1 9 9 6)   5 3: 1 6 3 – 7 2.  
d oi:  1 0. 1 0 1 6/ 0 1 6 5- 2 4 2 7( 9 5) 0 5 5 4 4- 4  

9 6.   Bl a k e   D P,    Cl ar k    E L,   M a c d o n al d    S E,   T h e n  m o z hi   V,    K u n d u    K,    G ar g    R,   et   al.  
P o p ul ati o n,  g e n eti c,  a n d  a nti g e ni c  di v ersit y  of  t h e a pi c o  m pl e x a n  Ei  m eri a  t e n ell a a n d  
Fr o nti er s  i n I  m  m u n ol o g y 1 7  
t h eir  r el e v a n c e  t o  v a c ci n e   d e v el o p  m e nt.   Pr oc   N atl    Ac a d    Sci .  ( 2 0 1 5)  1 1 2: E 5 3 4 3 – 5 0.  
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