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A vacina contra espircquetcss aviaria utilizada em nosso
meie é aquela de Aiagdo modificada por Reis e NObrega e que
ccnsiste na emulsdo de sangue, figado e baco de aves infec-
tadas, em agua glicerinada.

NOBREGA e REIS 1 obtiveram uma vacina inoculando
T. anscrina no embrido de galinha. A vacina nao foi produ-
zida industrialmente psla técnica trabalhosa da inoculacdo e
coleta de figado e baco embrionéarios.

Baseados no trabalho daqueles pesquisadores procuramos
simplificar a técnica a ponto de tornar industrial essa fonte
de antigeno.

MATERIAL E METODOS

Utilizamos eves embrionados de 5, 10 e 15 dias, inoculan-
do-cs:

1) Sbébre a corioalantdéide.

a) Per via lateral por picada com furo de compensacéo
na camara de ar.

(') Trabalho realizado na seccdo de Ornitopatologia do Instituto
Biol6égico de S&ao Paulo.
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b) Por fenestracdo da camara de ar, deposicao do ma-
terial sbbre a membrana testacea lesando-a em se-
guida para penetracdo do agente.

1) Na cavidade alantodica introduzindo verticalmente,
através da camara de ar, o corpo de uma agulha hipodérmi-
ca 25 x 7.

O material infectante foi sangue citratado, obtido de ave
préviamente inoculada e constatada doente por exame de
sangue ao campo escuro no terceiro dia ap6s a inoculacao; as
doses injetadas nos ovos embrionades foram de 0.05 — 0.1 e
0.2 ml.

O exame de ovos inoculados, vivos e mortes, foi realiza-
do desde o terceiro até o sétimo dia, verificando se a existén-
cia cu nao do T. anserina por microscopia de campo escuro
e de fase, tanto do liquido alantdico quanto do sangue car-
diaco.

A coleta de material para vacina foi feita de ovos embrio-
nades vivos, no sexto dia, em proveta graduada aproveitan-
do-te cs liquidos, embrido e membrana corioalantdica, despre-
zandose a casca, clara e o saco vitelino com a gema.

Lemos volumeétricamente a proveta e adicionamos &agua
glicerinada a 50'4 a fim de conseguir uma diluicdo de 1:4 que
denominamos suspensao mae glicerinada.

Por outro lado, parte do material sofreu a me:ma dilui-
¢do em solucado fisiolégica adicionando-se 0,3% de formol, e
a éste material chamamos suspensdo-maéae salina.

Um e outro conjunto de suspensfes-mae foram separa-
damente homogeneizados em liquidificador, filtrados grossei-
ramente através de gaze estéril e guardades em temperatura
ambiente.

A vacina glicerinada e a salina foram provadas em aves
adultas, da seguinte maneira:

1.°) inoculavamos 1 cm: de vacina, via intramuscular,
no peito de cada ave, em dilui¢des, feitas no momento, 1:5,
1:10 e 1:20, a partir das suspensfes-mae;
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2.°) trés dias ap06s inoculavamos 0,2 ml de sangue in-
fectante nessas galinhas e em testemunhas que nao haviam
recebido a vacina;

3.°) decorridos mais trés dias examinavamos o sangue
em campo escuro considerando positivas (vacinagdo inefe-
tiva) as que apresentassem, nesse ou no dia subseqUente, es-
piroquetas ao exame de sangue em campo escuro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente pudemes descartar as inoculagdes em ovos
de 5 e 15 dias porque nos primeiros havia alta mortalidade e
nos segundos o periodo de reproducdo do espiroqueta che-
gava até o dia de eclosédo, assim passamos a fazer as inocula-
¢des em ovos embrienados de 10 dias.

O mesmo sucedeu quanto as doses, pois, a de 0,05 ml mos-
ticu-se insuficiente e a de 0,2 ml matava grande quantidade
de embridss; comc qualquer das trés vias de ineculagcao teve
por resultado a reproducdo dos espiroguetas, passamos a uti-
Uzar-nos apenas da via intra-alantdica por picada através
da caAmara de ar.

A partir do 3.° dia ap6s: a inoculagao houve morte de em-
bribes que atingiu a cifra de 20% do total até o 7.° dia.

As lesdes observadas nos embiides foram aumento do fi-
gado e do baco apresentando-se ésses 6rgdos congestcs e com
focos necrético-inflamatorios de coloragdo branca ou branco-
eacinzentada, de tamanho e forma irregulares.

A pesquisa de espiroquetas revelou-os de:de o quarto até
0 sétimo dia com um climax numérico no sexto dia. Nos em-
brides colhidos mortos geralmente nao observamos o microor-
ganismo e quando o vimos foi dificilmente, tal a sua exigui-
dade.

As provas com as vacinas foram realizadas 7, 90 e 180
dias ap6s sua preparagcao, num total de 40 galinhas e mais 8
testemunhas conforme o quadro |I.
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QUADRO 1
PROVAS DA VAGINA

BINS {XDH.l« de POSNITYIDADE

TIPO DE Dil. Susp. | Mae

VAGINA APOS ()

PREPARO 1:5 1:10 1:2))

Glicerinada 90 - -
180 — 4

Salina 90 - H-
180

I+

- = mais de 517/ de posilividade
+ - menos de 00% de positividade

— = 100'» de :H*galividade

Como se infere do quadro | ndo fizemos mais que uma
prova com a diluicdo 1.20 porque ja da primeira vez heuve
ineficiéncia; a diluicdo que melhor resultado apresentou foi
a de 1:5 da vacina glicerinada a qual, ap6s 6 meses em tem-
peratura ambiente protegeu 100/ das aves vacinadas; sem
ddvida, essa melhor eficiéncia quando comparada com a va-
cina diluida em solucédo fisiol6gica é devida ao poder estabi-
lizante da glicerina, pois, 0; outros componentes eram todos
iguais; por outro lado melhorarada a estabilidade do produto
ao estocarmos a suspensdc-mae em geladeira.

Quando comparada com a vacina de Aragdo ou sua mo-
dificagcdo, vemos que nosso método é vantajoso pela elimi-
nacao das aves para obtencdo do antigeno com todo seu coro-
lario de trabalhos e dificuldades como: pessoal auxiliar, cap-
tura para inocular, manutenc¢do durante os dias de incubacao
da moléstia, recaptura para sangria cardiaca e abertura pa-
ra retirada do figado e do baco. Ao mesmo tempo diminui

muito o pregco da vacina pois cada ave fornece ao redor de
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1.500 a 2.000 doses enquanto cada 6vo no: da 150 doses néo
exigindo mais que um auxiliar para todos cs trabalhos.

Relativamente ao método de NOP.REGA e REIS a técnica
atual é vantajosa por exigir uma so6 perfuragdo no poélo da
camara de ar do 6vo e a introdug¢do da agulha sem maicres
cuidados, pois, sempre ird ao interior da cadmara alantdica, e
por outro lado a coleta do material é mais simples por néao
exigir abertura do embrido ao mesmo tempo em que aumenta
o rendimento da vacina, pois, € 6bvio quo em todos cs 6rgéaos
h&a e.piroquetas e portanto, antigeno.

Né6s nos utilizamos de material proveniente de galinhas
infectadas, nessas condi¢cfes sugerimes que se pesquise:

1.°) te a passagem seriada em ovos embrionades medi-
fica a constitui¢cdo antigénica do T. anscrina,;

2.°) se o tempo de incubacdo do agente nao se altera
pela adaptacdo da amostra do 6vo embrienade;

3.°) se ndo se modificam as propriedades biolégicas per-
dendo o microorganismo o seu poder patogénico;

4.°) se ndo haverd modificacdes morfolégicas ou biold-
gicas de outro caréater.

obviamente, ze utilizarmos aves para manutencdo de
amestra do T. anserina as sugestdes anteriores serdao pres-
cindiveis.

CONCLUSOES

Obtem-se uma boa vacina embrionaria de produtividade
industrial, contra a espiroquetose aviaria, nas seguintes con-
dicdes:

1.°) inocular 0,1 ml de sangue citratado, infectante, ob-
tido de ave doente, no saco alantéico, via camai-a de ar, em
ovos embrionades de 10 dias;

2.°) descartar os ovos mortos e colhér liquidos, embrido
e membrana ccriolantéica no 6.° dia ap6s a inoculacao;

3.°) suspender na proporcao de 1:4 em agua glicerina-
da a 50'/; passar pelo liquidificador; filtrar em gaze estéril
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e estocar em geladeira; diluir a 1:5 a suspensdc-mae no mo-
mento de liberar para o comércio;

4.°) a vacina assim obtida inoculada na dose de 1 cmii,
por via intramuscular, imuniza aves adultas num periodo
de 72 heras, meimo seis meses ap6s estoque em temperatura
ambiente.

Sao necessarias algumas pesquisas sObre possiveis modi
ficacOes bioldgicas dc- T. anserina se for o meimo mantido em
passagem seriada por oves embrionados.

SUMMARY

This paper reports a new embrycnated egg technique
in order to obtain a vaccine against avian spirochaetcsis.

Fcwi-eggs about 10 days of incubation are infected in
the allantois with 0.1 ml of citratated blcod of a sick fowl.

The survivant embryos on the sixth day are collected
with fluids and membranes; the egg shells, vitelus and albu-
men are discarded.

Collected material is then diluted 1:4 in glicerine-water
50'/, liquidified and passed through esteril gauze.

The suspension is stored in a refrigerator and diluted
1:5 when necessary.

This kind of vaccine is proved active six months after
production even when stored at room temperature, on the
dcsis cf 1 ml injected by intramuscular route.

The immunity is completed three days after inoculation.

Some problems such modifications on biological proper-
ties and reproduction time of the Borrelia anserina are
cborded.
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