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RESUMO

LISBOA, Raquel Silva. Estudo da Transmissio Experimental de Borrelia anserina
(Sakharoff, 1891) por Argas (Persicargas) miniatus Koch, 1844 e Avaliacao
Comparativa de Parametros Clinicos e Hematolégicos em Gallus gallus
Linnaeus, 1758. Seropédica: UFRRJ, 2006. 63p. (Dissertagdo, Mestrado em
Ciéncias Veterindrias, Sanidade Animal).

A Borreliose aviaria € uma doencga septicémica aguda, cosmopolita, que acomete
diferentes espécies aviarias, sendo causada por Borrelia anserina (Sakharoff, 1891).
Esta espiroqueta pode ser encontrada no plasma sangiiineo das aves infectadas durante
os estagios iniciais da doenca. Os objetivos do presente trabalho foram estudar a
transmissdo experimental de B. anserina por carrapatos Argas miniatus infectados,
observando o periodo pré-patente e periodo de paténcia, e estudo comparativo das
alteragdes clinicas e hematologicas. Um total de 27 aves da espécie Gallus gallus foram
divididas em trés grupos inteiramente casualizados contendo nove animais cada. Um
grupo foi exposto a carrapatos infectados por B. anserina (grupo 1); outro a carrapatos
livres deste agente (grupo 2); além de um grupo ndo exposto aos carrapatos (grupo 3).
Realizaram-se esfregacos sangliineos das aves, diariamente, a partir do primeiro dia em
que as aves foram expostas aos carrapatos, até o 25° dia apds a exposi¢cdo (DPE).
Amostras de sangue foram coletadas trés dias antes da exposi¢do aos carrapatos, trés
DPE, oito DPE e uma tultima 18 DPE para a realizagdo dos hemogramas. O exame dos
esfregacos das aves do grupo 1 revelou grande nimero de espiroquetas. Os pardmetros
biologicos de periodo pré-patente e de periodo de paténcia para este grupo foram, em
dias, 6 £ 0,83 ¢ 5 + 1,96, respectivamente. Os esfregagos sangiiineos do grupo 2 ¢ do
grupo 3 mantiveram-se negativos durante todo o periodo experimental. Em relacdo as
manifestagdes clinicas observadas, a partir do sexto e sétimo DPE, as aves do grupo 1
apresentaram os seguintes sinais clinicos: penas arrepiadas, crista palida, sonoléncia,
perda do apetite, perda de peso e diarréia esverdeada. Estes sinais continuaram até o 12°
DPE, coincidindo com o término da espiroquetemia, em seguida houve evolugdo do
quadro clinico para a cura das aves. De acordo com os resultados das avalia¢Ges
hematologicas, as aves expostas aos carrapatos infectados por B. anserina (grupo 1
apresentaram um quadro de anemia normocitica normocrdmica em oito DPE,
leucocitose com heterofilia e monocitose iniciais que cursaram paralelamente com a
espiroquetemia. Apos o periodo de paténcia da infec¢do, dezoito DPE, detectou-se uma
linfocitose. O presente trabalho confirmou a viabilidade da transmissao de B. anserina
em G. gallus experimentalmente infestados por A. miniatus. G. gallus infectados
apresentaram alteracdes clinicas que cursaram paralelamente ao periodo de
espiroquetemia, evoluindo para auto-cura, além de alteragdes hematologicas
compativeis com infec¢do bacteriana.

Palavras chave: Galinhas domésticas, carrapatos, borreliose avidria



ABSTRACT

LISBOA, Raquel Silva. A Study on the Experimental Transmission of Borrelia
anserina (Sakharoff, 1891) by Argas (Persicargas) miniatus Koch, 1844 and a
Comparison of Clinical and Hematological Parameters. Seropédica: UFRRIJ,
2006. 63p. (Dissertation, Master in Veterinary Sciences, Animal Health).

Avian spirochetosis is an acute septicemic disease, cosmopolite, of a variety of avian
species caused by Borrelia anserina (Sakharoff, 1891). This spirochete is usually
present in the blood of infected birds during the early stages of the disease. The present
study assesses the experimental transmission of B. anserina by infected ticks Argas
miniatus, observing the pre-patent and patent period, and comparing the clinical and
hematological alterations. Twenty-seven fowls of the species Gallus gallus were
randomly allocated into three groups composed by nine animals each. One group was
exposed to B. anserina infected ticks (group 1), other one to ticks free of this agent
(group 2), besides one group not exposed to ticks (group 3). Blood smears of the fowls
were taken, daily, since the first day the fowls were exposed to the ticks, up to the 25°
day after exposure (DAE). Blood samples were collected three days before exposure,
three DAE, eight DAE, and for the last time in eighteen DAE for hematologic tests. The
examination of group three’s smears revealed a great number of spirochetes. The
biological parameters of the pre-patent and patent period for this group were, 6 + 0,83
and 5 £ 1,96 days, respectively. Group 2 and group 3 blood smears were negatives
during the whole period under exam. About the clinical signs observed, since the sixth
and seventh DAE, the fowls of group 1 presented: nibs bristle, pale crist, somnolence,
inappetence, loss of weight and green diarrhoea wich were continuing until the 12° DAE
coinciding with the end of the spirochetemia, after this, occured clinical evolution
which self-cure. In agreement with the hematological evaluation results, the fowls
exposed to infected ticks showed a normocytic normochromic anemia in eight DAE,
leucocytosis with initial heterophilia and monocytosis in concomitance with the
spirochetemia. After the patent period, eighteen DAE, a linphocytosis was detected. The
present study confirmed the viability of the experimental transmission of B. anserina by
infected ticks 4. miniatus. Infected G. gallus with avian spirochetosis showed clinical
alterations wich cursed in concomitance to the spirochetemia period, evoluting to self-
cure, moreover hematological alterations compatible with the bacterial infection.

Key words: Domestic chickens, ticks, avian spirochaetosis



1 INTRODUCAO

Borrelia anserina (Sakharoff, 1891) ¢ o agente etiologico da borreliose avidria,
uma doenga septicémica aguda que acomete diversas espécies avidrias (BOERO, 1967;
GARG; GAUTAM, 1971; BIER, 1985). Este espiroquetideo foi primeiro descrito por
Sakharoff no ano de 1891 o qual estudava septicemia em gansos no Caucasus. As aves
acometidas por B. anserina, apresentam manifestagdes clinicas de hipertermia,
polidipsia, sonoléncia, anorexia inapeténcia, diarréia verde escura, podendo ocorrer
paralisia das asas ou patas e até¢, culminar em morte subita (MARCHOUX;
SALIMBENI, 1903; BOERO, 1967; BIER, 1985).

Marchoux e Salimbeni (1903) foram os primeiros a relatar no Brasil, um surto
natural em galinhas. Esta bactéria apresentava alta prevaléncia em aves de criagdes
rusticas, determinando mortalidade e morbidade elevadas, principalmente nas aves
jovens. Segundo Holt et al. (1994) B. anserina € a Gnica espiroqueta que acomete aves.

Este agente etiologico apresenta ampla distribuicdo geografica, tendo sido
relatado em areas tropicais e subtropicais da Europa, Africa, Asia, partes da Australia e
nas Américas do Norte, Central e do Sul (MARCHOUX; SALIMBENI, 1903; McNEIL
et al.,, 1949; DICKIE; BARRERA, 1964; GARG; GAUTAM, 1971; COOPER;
BICKFORD, 1993).

Os vetores sdo carrapatos do género Argas, servindo como reservatdrios
naturais, nos quais as espiroquetas sobrevivem por longos periodos (DaMASSA;
ADLER, 1979; BURGDORFER, 1985). Nos argasideos, todos os instares té€m
habilidade para transmitir B. anserina (COOPER; BICKFORD, 1993). Na maioria dos
paises da Europa, a infecgdo ¢ transmitida por Argas persicus e A. reflexus; na Africa e
na Australia por A. persicus e nas Américas por A. miniatus (HUTYRA, et al., 1947).

A profilaxia da espiroquetose aviaria consiste essencialmente no controle do
carrapato vetor e o tratamento ¢ efetuado com antibidticos do grupo da penicilina,
estreptomicina e terramicina (HUTYRA, et al., 1947; BOERO, 1967; BIER, 1985).

A preservagdo de B. anserina em meios de cultura ndo é conseguida facilmente,
devido as necessidades nutricionais exigentes (McNEIL et al., 1949; MERCHANT;
PACKER, 1965; HOLT et al., 1994). Isolados de B. anserina, sio comumente mantidos
em laboratorios por meio de passagens sanguineas sucessivas em aves jovens, ou via
vetor carrapato ou por meio de amostras de soro e sangue mantidas criopreservadas em
nitrogénio liquido (McNEIL et al., 1949; SMIBERT, 1980; LABRUNA et al., 1999).

Segundo Boero (1967), a borreliose aviaria foi responsavel por severas perdas
econdmicas na primeira metade do século XX. Atualmente, ndo tém ocorrido relatos da
espiroquetose avidria ou os mesmos nao siao detectados. Este fato pode ser explicado
pelo constante uso de antibidticos em niveis subterapéuticos em ragdes de animais, com
0 objetivo de proporcionar aumento no ganho de peso, melhora da conversdo alimentar
e reducdo da morbidade/mortalidade. Entretanto, mais recentemente, o uso desses
produtos esta sendo questionado devido a possivel relagdo com a resisténcia aos
antibioticos usados na antibioticoterapia humana.

A borreliose aviaria ¢ uma doenga de importancia economica para producao de
aves, particularmente no sistema orgénico, por causar alta mortalidade nos animais
jovens. Os hemoparasitos t€ém sido foco de diversos estudos em aves em diferentes
paises, o que se deve principalmente aos prejuizos econdmicos por eles causados, além
da importancia do conhecimento das interagdes vetores-agentes etiologicos-hospedeiros.



O presente trabalho teve como objetivos o estudo da transmissao experimental
de B. anserina por carrapatos A. miniatus infectados, observando os periodos pré-
patente e de paténcia, e estudo comparativo das alteragdes clinicas e hematologicas.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Breve Historico Sobre a Borreliose Aviaria

A borreliose aviaria ¢ uma doenca septicEmica aguda que acomete diferentes
espécies aviarias. Esta patologia ¢ causada por Borrelia anserina (Sakharoff, 1891),
tendo sido relatada em diversos paises (BOERO, 1967, GARG; GAUTAM, 1971;
BIER, 1985). Esta doenca foi observada pela primeira vez no Caucasus por Sakharoff
em 1891, o qual estudava septicemia em gansos (Anser cygnoides). Mais tarde,
Marchoux e Salimbeni (1903) estudaram no Brasil uma espiroqueta em Gallus gallus de
criacdes rusticas, diagnosticada no Rio de Janeiro, e demonstraram que carrapatos do
género Argas transmitiam o patdégeno das galinhas enfermas para as galinhas sadias
(HUTYRA et al., 1947). O primeiro relato no Sudao foi feito em 1923 e, desde entdo, se
tornou a doenca de maior causa de mortes em galinhas domésticas na época. Cooper e
Bickford (1993), relataram um surto em galos de briga no estado da California, Estados
Unidos da América.

Os hospedeiros naturais sdo galinhas (G. gallus), gansos (4. cygnoides), perus
(Meleagris gallopavo), patos (Cairina moschata), faisdes (Phasianus colchicus) e
canarios (Serinus canarius). Mas a doenca foi reproduzida experimentalmente em
muitas outras espécies de aves, tais como corvos (Corvus corone), pombos (Columba
livia), perdizes (Alectoris rufa), galinha d'angola (Numida meleagris), cotovias
(Galerida cristata) e pardais (Passer domesticus) (McNEIL et al., 1949).

Clinicamente, a enfermidade se manifesta por hipertermia e polidipsia inicial,
profunda adinamia, sonoléncia, inapeténcia, diarréia verde escura, evoluindo para
cianose com hipotermia, podendo ocorrer transtornos paraliticos e morte
(MARCHOUX; SALIMBENI, 1903; BOERO, 1967; BIER, 1985). Achados comuns de
necropsia sao hepatomegalia com presenga de manchas esbranquicadas e/ou figado com
aspecto de noz moscada e esplenomegalia (BOERO, 1967; BIER, 1985).

Por esta bactéria encontrar-se no plasma sangiiineo das aves infectadas durante
os estagios iniciais da doenca (DICKIE; BARRERA, 1964; BURGDORFER;
SCHWAN, 1991), o diagndstico pode ser realizado durante a fase aguda através de
esfregacos sangiiineos periféricos, preferencialmente corados pelo Giemsa (HUTYRA
et al., 1947). Esta espiroqueta pode também ser visualizada pela microscopia de campo
escuro (HUTYRA et al., 1947) e, através de exames histopatoldgicos dos oOrgaos
afetados, corados pela hematoxilina-eosina (SHOMMEIN; KHOGALI, 1974;
SOARES, et al., 2000). Devido a estreita relacdo da B. anserina com seu vetor Argas
sp, a espécie pode ser isolada e identificada com o auxilio do xenodiagnostico (APPEL
et al., 1993; SOARES, et al., 2000), utilizando-se a aposi¢do de tecidos dos carrapatos
como intestino e glandula salivar, e ainda, exame de hemolinfa e de liquido coxal em
microscopia de campo escuro ou contraste de fase (BIER, 1985).

2.2 Morfologia

As espiroquetas do género Borrelia se caracterizam morfologicamente por serem
maiores, possuirem maior nimero de flagelos periplasmaticos (15-20) e menor numero
de espiras que as bactérias dos outros géneros da familia (PFISTER et al., 1994;
QUINN et al., 1994); embora dentro de uma mesma espécie possa existir pleomorfismo,
de acordo com a cepa (BENNETT, 1995). Sao bactérias Gram-negativas; microaeréfilas
e se reproduzem por fissdo binaria transversal (AUSTIN, 1993). As espécies



patogénicas do género Borrelia, em sua maioria, sdo parasitas sangiiineos dos animais,
aves ¢ do homem. Animais silvestres sdo reservatorios naturais, sendo os roedores
hospedeiros bioldgicos (BARBOUR; HAYES, 1986).

Uma caracteristica bioldgica utilizada para identificar as espécies deste género ¢
o fato de que todas sdo transmitidas para vertebrados por artropodes hematofagos,
ocorrendo com freqiiéncia a transmissdo transovariana de Borrelia spp nos carrapatos
(BARBOUR; HAYES, 1986).

Borrelia anserina possui as seguintes caracteristicas estruturais: células de
formato helicoidal, mdveis; cilindro protoplasmatico envolvido e limitado pela
membrana celular interna, pelos flagelos € por uma membrana celular externa. Os
flagelos periplasmaticos estdo inseridos no término do cilindro protoplasmatico
(BARBOUR; HAYES, 1986).

A descri¢do original feita por Sakharoff (1891) inclui uma fotomicrografia que
mostra cerca de seis espirais, mas ndo informa as medidas de comprimento. Relatos na
literatura do comprimento tém variado de 6 a 30 um e ha uma ampla variagdo em um
mesmo hospedeiro, devido aos estagios de divisdo (McNEIL et al., 1949). Hinshaw e
McNeil (1946) reportaram uma média de 14 um (7 a 21 pm) com seis espirais. Segundo
0 Manual Bergey de Bacteriologia Determinativa (1984) estes microrganismos
possuem 0,2 a 0,3 pm de didmetro ¢ 8 — 20 um de comprimento e consistem de 5 a 8
espirais.

2.3 Posic¢ao Sistematica

As borrélias permaneceram por um longo tempo dentro do antigo Filo Protozoa,
Classe Spirochetes, e no género Borrelia (BRUMPT, 1927). Sua posi¢do quanto aos
protozoarios se deu pela falta de polaridade, comum nos Protozoa; por encontrarem-se
no sangue dos animais, foi relacionada ao género Trypanossoma, ficando por algum
tempo no grupo Protoflagelata, por ser transmitida por artropodes (BRUMPT, 1927;
PESSOA, 1963). Entretanto, a partir de 1948, os bacteriologistas sistematas colocaram-
no como um grupo especial entre as bactérias (PESSOA, 1963; KRIEG; HOLT, 1984).
A espécie tipo € B. anserina (Sakharoff, 1891) (FELSENFELD, 1965).

Sakharoff, 1891 nomeou o organismo como Spirochaeta anserina (WENYON,
1926). A edicao de 1948 do Manual Bergey de Bacteriologia Determinativa lista como
sindnimos de Borrelia anserina: Spirochaeta gallinarum, Treponema anserinum e
Spirochaeta anatis (McNEIL et al., 1949).

A posi¢do sistematica desta espiroqueta, segundo classificagdes de bactérias
(BARBOUR; HAYES, 1986; NCBI, 2005), ficou definida da seguinte maneira:

Reino — Procaryotae

Classe - Spirochaetes
Ordem — Spirochaetales
Familia — Spirochaetaceae
Género — Borrelia

Espécie — Borrelia anserina

2.4 Vetores e Distribuicio Geografica

Os vetores sdo carrapatos do género Argas, servindo como reservatorios
naturais, nos quais as espiroquetas sobrevivem por longos periodos (DaMASSA;



ADLER, 1979; BURGDORFER, 1985). Nos argasideos, todos os instares té€m
habilidade para transmitir Borrelia (COOPER; BICKFORD, 1993).

Quando os carrapatos sugam aves infectadas, as espiroquetas atravessam a
parede do intestino e ganham o celoma, podendo ser encontradas ja no fim de trés dias
no liquido coxal. Apds 14 dias, em virtude da multiplicagdo das espiroquetas, estas
podem ser demonstradas em todo o organismo do carrapato, em particular nas glandulas
salivares ¢ nos tubos de Malpighi. Nesta fase, Argas sp sdo eximios transmissores,
inoculando as espiroquetas, tanto através do liquido coxal, quanto pela saliva. A doenga
manifesta-se nas aves quatro a seis dias apos terem sido picadas por carrapatos
infectados (BIER, 1985).

Os orgaos coxais dentro dos argasideos sdo tecidos especializados para a
excrecdo do excesso de liquidos e solutos que se acumulam no carrapato durante a
alimentacdo (KAUFMAN; SAVER, 1982). Segundo Boero (1967), o liquido coxal ¢
liberado proximo das partes bucais durante a alimentagdo, quando o carrapato chega ao
limite de replecdo por ingurgitamento de sangue. De acordo com Bier (1985), 14 dias
apos terem se alimentado em uma ave infectada, as espiroquetas podem ser encontradas
em todo o organismo do carrapato. Borrelias possuem a capacidade de penetrar
ativamente da hemocele para dentro do 6rgdo coxal e seu liquido (BONE, 1939). Este
liquido coxal infectado com B. anserina penetra pelo microtrauma da picada e, dessa
forma se da a transmissdo. As espiroquetas contidas no liquido coxal dos carrapatos se
introduzem no organismo e a partir desse momento, iniciam uma verdadeira
multiplicagdo por divisdo binaria transversal nos 6rgaos internos da ave, alcangando seu
maximo entre o 4° e 6° dia de sua penetragdo (HUTYRA, et al., 1947; BOERO, 1967).

Na maioria dos paises da Europa, a infeccdo € transmitida por Argas persicus e
A. reflexus; na Africa e na Australia por A. persicus e nas Américas por A. miniatus
(HUTYRA, et al., 1947). Marchoux e Salimbeni (1903), no Rio de Janeiro, descreveram
pela primeira vez a transmissdo transestadial e transovariana de B. anserina (Sakharoff,
1891), por A. miniatus (Koch, 1844). Esta espécie de carrapato tem importancia
econOmica para aves nas Américas, acarretando anemia, espoliagdo, diminui¢do da
produtividade, transmissdo de B. anserina e outros patdgenos.

Este argasideo apresenta como caracteristica biologica estagio larval que
permanece sobre o hospedeiro pelo periodo de trés a sete dias para se alimentar. O
estagio de ninfa realizando de trés a cinco mudas, e os estagios de ninfa e de adulto
alimentando-se entre 10 e 45 minutos, preferentemente a noite, além de possuirem
dimorfismo sexual pouco evidente (KOHLS et al., 1970). Os machos diferenciam-se das
fémeas pelos caracteres sexuais secundarios e pelas medidas (MAGALHAES, 1979).

Desde seu relato original no Caucasus, a borreliose aviaria também foi relatada
como a maior causa de mortalidade em aves, em areas tropicais ¢ subtropicais da
Europa, Africa, India e Indonésia; em partes da Australia; na América Central e do Sul
(MARCHOUX; SALIMBENI, 1903; McNEIL et al., 1949), e, nos Estados Unidos foi
reportada nos estados da Califérnia (McNEIL et al., 1949, DICKIE; BARRERA, 1964;
GARG; GAUTAM, 1971; COOPER; BICKFORD, 1993), Arizona, Novo México e
Texas (McNEIL et al., 1949).

Atualmente, a borreliose aviaria ¢ uma doenca de importancia econdmica para
producdo de aves, particularmente no sistema organico, por causar alta
morbidade/mortalidade, principalmente nas aves jovens.



2.5 Periodo Pré-patente e Vias de inoculacio

Autores que trabalharam experimentalmente com amostras de B. anserina em G.
gallus relataram o periodo pré-patente de dois dias, quando da inoculagdo de sangue
citratado infectado por via intramuscular ou intravenosa (SHOMMEIN; KHOGALI,
1974; BANDOPADHYAY; VEGAD, 1983) e também de dois dias quando da
inoculagdo de soro infectado criopreservado com DMSO a 10% (LABRUNA et al.,
1999).

O periodo de incubacdo ¢ em média de trés a oito dias quando o agente
etiologico ¢ adquirido por picadas de carrapatos infectados (HUTYRA et al., 1947,
McNEIL et al., 1949; BOERO, 1967; BIER, 1985).

2.6 Métodos de Manutenc¢ao

Borrelia anserina nao ¢ facilmente cultivada in vitro. A preservagdo desta
espécie em meios de cultura de laboratério ndo tem sido utilizada rotineiramente,
devido as suas necessidades nutricionais exigentes (McNEIL et al., 1949;
MERCHANT; PACKER, 1965; HOLT et al., 1994).

O método tradicional para a manutencdo deste organismo em laboratdrio era em
ovos embrionados de galinha ou por passagens seriadas em galinhas domésticas jovens
(SMIBERT, 1980).

Amostras de B. anserina, comumente, sao mantidas através de passagens
sanguineas sucessivas em aves jovens, por vias endovenosa, intramuscular e
subcutanea; utilizando-se com freqiiéncia as dosagens de 0,2 a 1,0 ml de soro ou sangue
infectados, sem estimar a espiroquetemia (McNEIL et al., 1949).

Colonias de Argas spp. infectados com B. anserina também t€m sido utilizadas
para manter a viabilidade e a patogenicidade bacterianas (LABRUNA et al., 1999).

2.6.1 Criopreservacao

A criopreservagdo ¢ um método que tem propiciado grandes progressos nas
ciéncias bioldgicas. A estocagem de parasitos por meio de congelamento sob baixas
temperaturas tem sido amplamente utilizada. Esta técnica reduz varios inconvenientes
como, principalmente, o custo da manutengdo de patdégenos em animais ou em meio de
cultura, mantendo as caracteristicas bioldgicas do organismo que poderia ser perdida
com sucessivas passagens (DALGLIESH, 1972a). Diversos autores trabalharam com a
manutenc¢do de B. anserina pelos métodos de refrigeragdo e criopreservagao.

Hart (1970) relatou a sobrevivéncia de B. anserina armazenada em nitrogénio
liquido. Esta espiroqueta se manteve viavel por 150 dias em sangue contendo citrato de
sodio bem como em soro de galinha com e sem glicerol armazenados em nitrogénio
liquido.

Dhawedkar e Dhanesar (1983) realizaram, um estudo buscando o anticoagulante,
o0 agente estabilizante e o meio de suspensdo mais adequados para preservar B. anserina
diretamente no nitrogénio liquido por um longo periodo, obtendo como melhor
resultado o citrato de sddio, o glicerol a 6-10% e o meio de Hank, respectivamente.

Verma et al. (1990) desenvolveram um procedimento simples e efetivo para a
preservacdo de B. anserina no refrigerador e no nitrogénio liquido, concluindo que o
sangue sem e com glicerol a 6% foram os materiais ideais, pois mantiveram sua
motilidade bem como sua infectividade por mais de 370 dias quando armazenados no



nitrogénio liquido. De acordo com este autor, o glicerol provavelmente minimiza a
formagao de cristais de gelo, que poderiam danificar o organismo.

Labruna et al. (1999) compararam a utilizagdo de glicerol a 50% e de DMSO a
10% como estabilizantes para soros de aves experimentalmente infectadas, contendo
espiroquetas viaveis. Apesar de ambos os procedimentos terem mantido a infectividade
da bactéria, DMSO a 10% no soro de galinha apresentou-se mais satisfatorio como
criopreservante.

2.7 Avaliacio da Espiroquetemia

Esfregacos sangiiineos periféricos de aves infectadas experimentalmente com 5.
anserina sdo confeccionados diariamente para a mensuracdo da espiroquetemia. Sao
observados em média 50 campos por esfregaco sangiiineo (SHOMMEIN; KHOGALI,
1974; BANDOPADHYAY; VEGAD, 1983; LABRUNA, et al., 1999).

2.8 Hematologia Aviaria

Shommenin e Khogali (1974) realizaram um estudo sobre a hematologia e a
histopatologia da borreliose aviaria. Neste estudo, trés grupos de G. gallus de ragas
diferentes, foram inoculados com 0,5 mL de sangue contendo citrato de sodio infectado
com B. anserina oriundo de aves naturalmente infectadas. Estes autores concluiram que
nesta doeng¢a ocorre uma diminui¢do marcante do numero de eritrocitos e da
concentracdo de hemoglobina do sangue.

De acordo com Hutyra et al. (1947), as espiroquetas se multiplicam primeiro no
figado, no bago e na medula 6ssea. De quatro a seis dias apds, migram para o sangue
circulante onde ocorre intensa multiplicagdo, produzindo, provavelmente mediante
produtos toxicos, febre e acumulagoes celulares perivasculares em diversos o6rgdos. A
alteracdo dos valores hematologicos também se atribui a substancias toxicas. Ainda
segundo Hutyra et al. (1947), o namero de globulos vermelhos diminui apds a
multiplicag@o das espiroquetas com manifestagdo de leucocitose. Apds o pico, 0 nimero
de espiroquetas do sangue também diminui ou desaparece, mesmo se o estado do animal
piorar, ou melhorar. No ultimo acontecimento, o niimero de globulos vermelhos
aumenta, e novamente, alcanca valores normais em uma a duas semanas.

Segundo Sharma (1984), o sistema imunoldgico das aves opera de acordo com
0os mesmos principios do sistema imunolégico dos mamiferos. Os monocitos,
macrofagos, heterofilos e linfocitos constituem os componentes celulares das respostas
imunologicas nas aves (POWEL, 1987; MORGULIS, 2002).

Nas aves, os trombdcitos sdo células bastante importantes na resisténcia
imunolédgica inespecifica, j& que estdo circulando em grande numero no sangue
(GRECCHI et al., 1980; MORGULIS, 2002). Possuem fun¢do semelhante a das
plaquetas nos mamiferos no processo da coagulacdo sangiiinea, mas sua principal
caracteristica ¢ que s3o células altamente fagociticas (CAMPBELL; DEIN, 1984).

Conforme Kokosharov (1998), os leucocitos t€ém um papel importante na
resposta inflamatdria, sdo os apresentadores da defesa a uma infeccdo, destruindo
bactérias Gram positivas e Gram negativas.

As células do sistema imunolégico das aves dividem-se de acordo como a
morfologia nuclear. Os agranuldcitos sdo constituidos por linfocitos, macrofagos,
monocitos e trombocitos. Os granuldcitos sdo constituidos por heterofilos, eosinofilos,
basofilos e mastdcitos, estes ndo possuem especificidade para os antigenos, mas t€ém
importante papel na fase aguda da infec¢do (MORGULIS, 2002).



A principal funcao dos heterofilos ¢ de fagocitose (MORGULIS, 2002), que se
realiza como resposta a um estimulo quimiotatico. Contém enzimas lisossomais e
possuem uma fun¢do bactericida. Eles sdo altamente moveis e s@o tipicamente a
primeira célula a responder a qualquer inflamac¢do ou doenga infecciosa, portanto, eles
se elevam durante periodos de estresse, em resposta a uma inflamagdo, incluindo
infecgdes bacterianas, clamidiais e fungicas; necrose tecidual; distirbios metabolicos;
neoplasia; e sindromes paraneoplasicas (RUPLEY, 1999).

A contagem diferencial de leucdcitos € relevante para o diagnéstico de
anormalidade no homem e também ¢ importante para doencas aviarias (ANDERSON;
STEPHENS, 1970), pois estabelece a percentagem e a quantidade de cada tipo de
leucdcito que se encontra em uma determinada circunstancia ou enfermidade na ave.

Boero (1967) relatou a ocorréncia de uma heterofilia inicial que cursa
paralelamente com a aparigdo das espiroquetas na circulagio. A medida que avanga a
infecc@o e aumenta a populacdo das espiroquetas no sangue, a heterofilia se acentua até
chegar o pico de espiroquetemia. A partir desta ocasido, ocorre predominio de
monocitos na circulagdo. A monocitose posteriormente € substituida por linfocitose
quando o quadro clinico evolui para a cura das aves.

Na tentativa de encontrar um diluente estavel, de facil preparo e que permitisse
uma diferenciacdo mais satisfatoria dos leucocitos no hemocitdmetro, Natt e Herrick
(1951) descreveram um diluente, o qual permite rapida diferenciagdo de varios tipos de
células sangiiineas de aves assim capacitando a contagem direta de eritrocitos e
leucdcitos de uma mesma amostra de sangue. Esta solugdo possui uma pressdao osmotica
comparavel a da solugdo salina de galinha (ALDRED, 1940), e por isso, ndo altera a
morfologia das células sangiiineas. Campbell (1995) descreveu o uso da solucao de Natt
e Herrick para realizar também contagens eritrociticas de diferentes espécies de aves.



3 MATERIAL E METODOS
3.1 Aves e Condicoes Experimentais

Foram utilizadas 27 aves da espécie G. gallus, linhagem comercial “Isa Brown”
para postura, adquiridas no comércio local; vacinadas com um dia de idade, contra
doenca de Marek e bouba aviaria. Estas aves foram analisadas para a presenga de
hemoparasitos por meio de esfregacos sanguineos corados pelo Giemsa, estando todas
negativas a andlise microscopica. As aves encontravam-se com 12 dias de idade no
inicio do experimento, sendo vacinadas aos 17 e aos 37 dias de idade, contra New
Castle (New-Vacin La Sota') e identificadas individualmente com esparadrapos
numerados nas patas (Figura 1a).

Foram realizados exames coproparasitologicos quando as aves tinham
respectivamente, 25, 78 e 81 dias de idade. As amostras foram processadas no
Laboratério de Protozoologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ). No primeiro exame coproparasitologico, as aves estavam positivas para
Eimeria sp e Cryptosporidium sp. Houve entdo, a necessidade de tratamento com
coccidiostatico a base de Sulfamethoxazole + Trimethoprim + Bromhexine
(Trissulﬁnz), na dose de 1kg / 1.000 L durante trés dias aplicado na dgua de beber.

3.2 Local de Manutencao das Aves

As aves foram mantidas durante todo o experimento, dentro de gaiolas
suspensas, em ambiente telado e ventilado em um galpdo da Estacdo Experimental
Parasitologica W. O. NEITZ, UFRRJ (Figura 1b). Foram colocadas quatro aves por
gaiola, dispostas de forma que a iluminacdo, ventilacdo e potenciais causas de estresse
tivessem a mesma influéncia sobre os grupos. O experimento foi realizado de abril a
agosto de 2005.

3.2.1 Formulacio e quantidade de raciao fornecida as aves

As aves foram alimentadas, inicialmente com agua e racao ad libitum; a dieta era
constituida de ragdo comercial para frangas de postura em crescimento. Aos 44 dias de
idade iniciou-se a administracdo de ragdo elaborada na fabrica de ragdo do Instituto de
Zootecnia da UFRRJ, sendo utilizado suplemento mineral-vitaminico isento de
coccidiostatico e sem promotor de crescimento, sendo a quantidade controlada de
acordo com a idade e peso das aves. Estas racdes foram formuladas de acordo com a
tabela de Recomendagdes de Nutrigdo durante o Periodo de Crescimento (Anexo I),
para aves da raca Hy-Line variedade Brown (GUIA DE MANEJO, 2004), tendo
compreendido as fases de crescimento e de desenvolvimento (Anexo II).

A quantidade de ragdo foi aumentada semanalmente, de acordo com a tabela de
Consumo de Alimento durante o Periodo de Crescimento (Anexo III) para aves da raca
Hy-Line variedade Brown (GUIA DE MANEJO, 2004).

3.2.2 Pesagem das aves
As aves foram pesadas aos 36, 50, 62, 71, 77 e 85 dias de idade, totalizando seis
pesagens durante todo o periodo experimental (Anexo IV). Utilizou-se balanca do tipo
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3.3 Origem do Isolado de Borrelia anserina

A cepa de B. anserina foi isolada a partir de G. gallus naturalmente infectados e
cedida pelo Prof. Dr. Romario Cerqueira Leite da Universidade Federal de Minas
Gerais. A amostra de soro foi mantida em nitrogénio liquido (-196°C), com DMSO a
10% como criopreservante (LABRUNA et al., 1999), no Laboratéorio de Doengas
Parasitarias do Departamento de Epidemiologia e Saude Publica, Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro/Projeto Sanidade Animal —
Embrapa.

3.4 Origem e Infeccido dos Carrapatos

Foram utilizados carrapatos provenientes de criagdes rusticas de G. gallus, dos
municipios de Trés Rios-RJ e do Rio de Janeiro, Bairro de Santa Cruz e identificados
como da espécie Argas (Persicargas) miniatus Koch, 1844, de acordo com Magalhaes
(1979). Os argasideos estavam sendo mantidos no Laboratorio de Doencas Parasitarias,
em estufa do tipo B.O.D. em temperatura de 27 £ 1°C e umidade relativa de 80%.

Uma ave adulta comprovadamente livre de hemoparasitos, por meio de
esfregacos sanguineos fixados em metanol e corados pelo Giemsa, foi imunossuprimida
através de administrag@o por via intramuscular, em dose tnica, de 30 mg/Kg de Acetato
de metilprednisolona (Depo - Medrol®3) (SOUZA, 1998). No dia seguinte esta ave
recebeu o indculo de 0,5 ml de soro infectado do item 3.3, ja submetido a uma
passagem (Figura 1c). Este soro quando observado em microscopia de campo escuro
apresentou "++" de viabilidade de acordo com a classificacdo de Dhawedkar e Dhanesar
(1983).

Os carrapatos foram colocados para se alimentar nesta ave, até completo
ingurgitamento, quando esta apresentava pico de espiroquetemia ao 4° dia, com
incontaveis espiroquetas em 50 campos observados em microscopio optico (Leitz
Wetzalar — Dialux 20 EB) com objetiva de 100X (Figura 1d). O liquido coxal destes
carrapatos foi analisado através de microscopia de campo escuro, tendo sido detectada a
presenca de espiroquetas.

3.5 Espiroquetemia

Observou-se um minimo de 50 campos em objetiva de imersdo (100X) por
esfregaco sanguineo e, quando uma lamina se apresentava positiva para espiroquetas,
era calculado um nimero médio de espiroquetas por campo (SHOMMEIN; KHOGALI,
1974; LABRUNA et al., 1999).

Os dados dos esfregacos sangiiineos foram anotados em ficha de avaliagdo
parasitaria (Anexo V).

3.6 Delineamento Experimental

As aves foram divididas em trés grupos inteiramente casualizados contendo
nove animais cada, sendo o Grupo 3, o controle. As aves dos Grupos, 1 e 2 foram
expostas a A. miniatus infectados com B. anserina e a A. miniatus livres de B. anserina,
respectivamente. Dois casais (dois machos e duas fémeas) de A. miniatus foram
colocados para se alimentar até ingurgitamento completo em cada ave. As aves eram
contidas, utilizando-se uma fita adesiva nas patas ¢ um colar Elisabetano no pescogo,
com o objetivo de prevenir a ingestdo dos carrapatos pelas aves. Os carrapatos foram
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expostos na face interna das asas das aves. O grupo controle ndo foi exposto aos
carrapatos.

Realizaram-se esfregacos sangiiineos das aves, diariamente, a partir do primeiro
dia em que as aves do grupo 1 e do grupo 2 foram expostas aos carrapatos, até o 25° dia
pos-exposi¢do (DPE). Os esfregagos sangiiineos foram fixados em alcool metilico P.A.
(Merck), secos ao ar e acondicionados em laminario de plastico, para o transporte ao
Laboratorio de Doencas Parasitarias do Departamento de Epidemiologia e Saude
Publica, Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro/Projeto
Sanidade Animal — Embrapa. As laminas foram coradas pelo corante Giemsa (eosina
azul de metileno, Giemsa — Merck) diluido em tampado Sorensen pH 6,8 (LUBINSKY,
1960) e observadas por meio de microscopio optico (Leitz Wetzalar — Dialux 20 EB)
com ocular (10X) e objetiva de imersao (100X).

As aves também foram observadas diariamente quanto a alteracdes clinicas, tais
como: coloragdo das fezes, letargia e ingestao de alimento.

3.7 Coletas de Sangue e Realizacio dos Hemogramas

No 64° dia de idade, trés dias antes da exposi¢do aos carrapatos, foram coletadas
amostras de sangue de cada ave, por meio de venopuncao basilica (veia alar) (Figura
1d), usando-se anticoagulante EDTA (4cido etileno-diaminotetraacético de sodio), na
proporcao de 50 pL para 2,0 a 3,0 ml de sangue. Este primeiro hemograma foi utilizado
como valor padrao normal para controle dos grupos. Uma segunda amostra foi coletada
trés dias apos a exposi¢do (DPE) das aves dos grupos 1 e 2 aos carrapatos infectados e
livres de B. anserina, respectivamente (aves com 70 dias de idade); uma terceira
amostragem em oito DPE (aves com 75 dias de idade); e uma ultima e quarta
amostragem em dezoito DPE (aves com 85 dias de idade). Totalizando quatro
hemogramas durante todo o experimento.

Apbs as coletas, realizadas sempre pela manhd, as amostras contidas nas
seringas foram acondicionadas e transportadas em isopor contendo gelo reciclavel
(Figura 1le) e encaminhadas ao Laboratério de Patologia Clinica, do Instituto de
Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, para serem analisadas.

As amostras de sangue eram transferidas para tubos de plastico, para serem
realizadas as seguintes provas hematoldgicas: determinacdo do volume globular (VG) e
do fibrinogénio plasmatico, efetuadas através do método do microhematdcerito segundo
metodologia descrita por Jain (1986); concentragdo de proteinas plasmaticas totais
(PPT) (g/dl), determinada por meio do método de refratometria (COLES, 1984);
concentragdo de hemoglobina, dosada através do método de oxihemoglobina e
centrifugacdo da amostra a 1.000 X g por 10 minutos para a determinacdo da densidade
optica no fotocolorimetro (Klett Summersom®), e correcdo do valor para a unidade de
hemoglobina (CAMPBELL; DEIN, 1984); contagens de hemacias, leucocitos totais e
trombocitos realizadas em hemocitometro, utilizando-se a solu¢do de Natt e Herrick
(NATT; HERRICK, 1951) (Anexo VI).

A contagem de leucocitos e plaquetas foi realizada na diluicdo de 1/20 e a
contagem de hemacias na diluicdo de 1/200 (Figura 1f). Foram contados os leucocitos e
plaquetas do quadrante 1 mm® central (25 subdivisoes do reticulo melhorado da camara
de Neubauer) e; os eritrocitos foram contados neste mesmo quadrante em 1/5 de mm’
(cinco subdivisdes do reticulo melhorado central da cédmara de Neubauer). Os
respectivos fatores de correcdo para as contagens totais de leucocitos e plaquetas e de
eritrocitos foram o numero de células contadas vezes 200 e 10.000, respectivamente;
considerando-se area, altura da camara e diluigédo.

11



A contagem diferencial leucocitaria foi realizada por meio de esfregacos
sangiiineos corados pelo Giemsa para determinacdo dos valores relativos e
posteriormente dos valores absolutos de linfocitos, heteréfilos, monoécitos e basofilos.

Por meio de formulas padronizadas foram calculados os seguintes indices de
Wintrobe: volume globular médio (VGM) e concentragdo de hemoglobina globular
média (CHGM).

3.8 Analises Estatistica e Grafica

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em parcelas subdivididas,
com trés tratamentos na parcela e quatro avaliagdes em diferentes €pocas nas
subparcelas, com nove repetigdes por tratamento.

Para analise quantitativa dos diferentes pardmetros estudados, foi utilizada a
analise de varidncia (ANOVA) com grau de significancia a 5% (p < 0,05), utilizando o
software R (DEVELOPMENT CORE TEAM, 2005) (Anexos VII e VIII). Os graficos
foram construidos no programa computacional Sigma Plot® (CHARLAND, 1995).
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Fig. 1c¢c — Inoculagio intramuscular de soro
contendo Borrelia anserina

e i A [ E =S

Fig. 1b — Vista frontal do galpdo onde as aves

Fig. 1e — Sistema de preservacdo e transporte de
sangue para execuc¢do de analises clinicas.

Fig. 1f — Tubos contendo diluentes para dosagem
de hemoglobina e contagem de eritrocitos,
leucocitos e plaquetas.

Figura 1 — Registro fotografico de algumas etapas referentes a identificagdo, alojamento, coleta,
transporte e processamento de amostras sangiiineas de Gallus gallus expostos a Argas miniatus livres e
infectados com Borrelia anserina e do grupo ndo exposto aos carrapatos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Periodo Pré-patente e Espiroquetemia

O exame dos esfregagos sangiiineos das aves experimentalmente infestadas por
Argas miniatus infectados por B. amserina (Grupo 1), revelou grande numero de
espiroquetas (Figuras 2a e 2b). Os parametros bioldgicos de periodo pré-patente e de
periodo de paténcia, para este grupo, tiveram valores médios em dias de 6 £ 0,83 ¢ 5 £
1,96, respectivamente (Tabela 1).

Os esfregacos sangiiineos das aves do grupo ndo exposto aos carrapatos (Grupo
3) e das aves expostas aos carrapatos livres de B. anserina (Grupo 2), mantiveram-se
negativos durante todo o periodo experimental.

Tabela 1. Médias de periodo pré-patente e de periodo de paténcia de aves
experimentalmente infestadas por Argas miniatus infectados por Borrelia anserina
(Grupo 1).

Aves do grupol (n=9)

Periodo pré-patente (dias) 6+0,83
Periodo de paténcia (dias) 541,96

Hutyra et al. (1947) e Bier (1985) relatam que o periodo pré-patente para B.
anserina inoculada pelos carrapatos ¢ de quatro a seis dias. Shommein e Khogali
(1974), em um estudo experimental, observaram o periodo pré-patente de dois dias para
as ragas White Leghorn e Baladi (raca indigena) e, de um dia para a raca Fayoumi, apos
a inoculagdo por via endovenosa de 0,5 ml de sangue, coletado utilizando-se citrato de
sodio como anticoagulante, de aves naturalmente infectadas.

McNeil et al. (1949) mantiveram em seu laboratério duas cepas por passagens
seriadas através de pintinhos a cada cinco dias e, relatam que o maior numero de dias
nos quais encontraram o sangue de um pintinho contendo espiroquetas foi de 17, a
média ¢ de sete dias. Esta média estd de acordo com os resultados obtidos para o
periodo médio de paténcia no presente trabalho.

No inicio da infec¢do das aves do grupo 1, foram observadas de uma a seis
espiroquetas por campo o que ocorreu a partir do quinto dia apos a exposicdo aos
carrapatos (DPE). O numero médio maximo de espiroquetas foi atingido entre seis a
nove DPE. A formagao de aglomerados de B. anserina foi observada em sete aves. As
espiroquetas comecaram a desaparecer do sangue periférico por volta do 10° DPE e
desapareceram completamente a partir do 13° DPE, tendo os esfregacos sangiiineos
permanecido negativos até o 25° DPE (Tabela 2).
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Tabela 2. Numero médio de espiroquetas por esfregagco sangiiineo, apos a transmissao
de Borrelia anserina via vetor Argas miniatus em Gallus gallus (Grupo 1).

Nuamero Numero médio de espiroquetas por campo* de esfregaco sangiiineo em dias

da ave pos-exposi¢io aos carrapatos (DPE)
1°a4° 5° 6° 7° 8° 9° 10° 11° 12° 13°a25°

1 - - - 2 RO Vo 9 - - -
2 - - <1 25 40%* 34** 15%** 6** <1 -
3 - <1 >50 22 gH** 6** 6F* <1 - -
4 - - - 3 15 10%** <1 - - -
5 - - - - - - - - - -
6 - - <1 30 7 3 - - - -
7 - - <1 22 >50 >50 >50 Y | -
g ] ) ) < 8 550 17Ee - -
9 ; 6 >50  50%*  10%* <] ; - - -

*: Média de 50 campos. Microscopio Leitz - Aumento de 1500 X
**: pequenos aglomerados. ***: grandes aglomerados. -: negativo.

Marchoux e Salimbeni (1903) relataram que apds o pico, as espiroquetas
desaparecem da circula¢do ndo reaparecendo no sangue. A ave pode até caquetizar e
morrer sem que as espiroquetas reapare¢am no sangue. Estes dados também estdo de
acordo com Dickie e Barrera (1964), os quais relataram que a existéncia de aves
“reservatorios” deste microrganismo por longo periodo, € relativamente rara ou nao
existe. Estes autores analisaram os esfregacos sangiiineos e cortes de tecido de aves
inoculadas com sangue infectado e de aves que receberam macerados de tecidos destas
aves inoculadas, os esfregagos sangiiineos do grupo que recebeu o indculo se tornaram
negativos por cerca de nove dias pds-infeccao. E os esfregacos sangiiineos do grupo que
recebeu macerados de tecidos permaneceram negativos até 28 dias ap6s a infecgao.

Apenas a ave numero 5 do grupo 1, foi refrataria a tentativa de transmissao da
infeccdo, mas mesmo com os valores desta ave incluidos nas analises estatisticas,
ocorreram diferencas significativas (p < 0,05) no desvio padrao.

Para assegurar a eficiéncia da transmissdo, os carrapatos utilizados no presente
estudo foram infectados 26 dias antes de serem utilizados. Segundo Bier (1985), as
espiroquetas podem ser encontradas em todo o organismo do carrapato 14 dias apds
estes terem se alimentado em uma ave infectada.

No presente estudo foi observada também no grupo 1, uma alteragdo na
consisténcia do sangue, que se tornou aquosa a partir do 5° DPE. Embora inespecifica,
esta alteracdo fornece ao clinico, evidéncias imediatas de anormalidade, neste caso,
possivelmente, relacionada ao processo anémico desenvolvido. Ndo foram encontrados
registros deste fendmeno na literatura. Nos grupos 2 e 3, a consisténcia sanguinea se
manteve normal até o final do experimento.

4.2 Aspectos Clinicos da Infeccéio

A partir do 6° DPE, as aves 1, 4 e 9 do grupo 1 apresentaram os seguintes sinais
clinicos: penas arrepiadas, crista palida, sonoléncia e perda do apetite. Estes sintomas
continuaram até o 12° DPE. No 7° DPE foram observados estes mesmos sintomas nas
aves 2, 3, 6, 7 ¢ 8, também perdurando até o 12° DPE (Figuras 2c e 2d). No 13° DPE as
aves obtiveram uma melhora, retornando a alimentarem-se normalmente.
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Boero (1967) relatou que o periodo de incubacdo foi de cinco a oito dias desde a
picada dos carrapatos infectantes até a apari¢do da sintomatologia clinica. Sendo o
periodo de incubagdo, inversamente proporcional a viruléncia e quantidades de
espiroquetas inoculadas pelos carrapatos. Segundo Marchoux e Salimbeni (1903), as
aves infectadas apresentam diarréia esverdeada, param de se alimentar, ficam
sonolentas, com as penas eri¢adas e crista palida.

Boero (1967) relatou também, que a infiltragdo cérebro espinhal pelas
espiroquetas deve-se a sua caracteristica de neurotropismo, fenémeno responsavel pelo
estado de torpor, letargia e profunda sonoléncia nas aves enfermas. McNeil et al. (1949)
e Boero (1967), descreveram que as aves tornam-se apaticas e freqlientemente assumem
uma posicao agachada. Diab e Soliman (1977) relacionaram a espiroquetose aviaria
como causa de anemia severa, emaciacao e alta mortalidade nas aves.

No presente trabalho, observou-se diarréia esverdeada a partir do 7° DPE,
perdurando até o 12° (Figuras 2e, 2f, 3e e 3f). As aves do grupo 2 e do grupo 3, ndo
apresentaram alteracdo de coloragdo nas fezes (Figuras 3a, 3b, 3¢ e 3d). Boero (1967)
relatou a ocorréncia de séria inflamacdo intestinal e derrames biliares que tingem as
fezes de uma cor verde intensa, além de provocar um grande peristaltismo com
evacuacoes fétidas esverdeadas.

Em um estudo experimental, Bandopadhyay e Vegad (1984) observaram a
diarréia verde caracteristica do 3° ao 6° dias apds a inoculacdo intramuscular de 0,2 ml
de sangue infectado. Este autores sugeriram que a alteragdo na cor das fezes pode ser
uma conseqiiéncia da enterite e hemossiderose.

As alteracdes clinicas determinadas por esta enfermidade podem evoluir para um
quadro de hipotermia, podendo ocorrer transtornos paraliticos e morte, do contrario
pode ocorrer cura espontdinea (MARCHOUX; SALIMBENI, 1903; HUTYRA et al.,
1947). No presente trabalho ndo ocorreu morte de aves em nenhum dos grupos
experimentais, tendo as aves do grupo 1 (aves infectadas por B. anserina) apresentado
auto-cura.

4.2.1 Perda de peso

Segundo o Guia de Manejo (2004), os pesos corporais das aves, devem ser
verificados periodicamente durante o periodo de crescimento até que alcancem a
produgio maxima. E importante que se pese as aves antes de uma troca programada de
alimento.

Nao houve diferenca significativa entre as médias dos pesos dos grupos até a quarta
pesagem (p > 0,05) (Tabela 3, Grafico 1). Na quinta pesagem, realizada no 10° DPE, o
grupo 1 foi o Unico a perder peso e a média dos pesos deste grupo diferiu
significativamente (p < 0,05) com relagdo aos demais grupos. Este fato se deve,
provavelmente, a auséncia de interesse pelo alimento devido ao estado de torpor e
letargia, no qual estas aves se encontravam durante a fase de espiroquetemia. Uma
semana depois, as aves ja retornaram a ganhar peso, devido a melhora do estado geral e
o desaparecimento das espiroquetas da circulagdo sanguinea. Estes dados confirmam os
achados de Marchoux e Salimbeni (1903), os quais relataram que se o animal
sobreviver, o estado geral melhora. Segundo estes autores, o peso da ave que desde o
inicio da doenca diminui rapidamente, volta a aumentar.

A ave de nimero 5 pertencente a este grupo, a qual ndo apresentou espiroquetas
na circula¢do e nem sintomatologia clinica, foi a inica que obteve ganho de peso. Todos
os outros grupos ganharam peso normalmente como o esperado.
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Fig. 2a - Esfregaco sanguineo periférico
mostrando hemacias e espiroquetas.

I -

s
R

-

Fig 2¢ — Aves com aspecto sonolento, as quais
permaneciam sem interesse pelo alimento.

et

Fig. 2e — Alteracdo da coloragdo das fezes, as
quais tornaram-se diarréicas e esverdeadas.

Fig. 2b -
mostrando
espiroquetas.

Esfregago sanguineo periférico
hemacias e  aglomerado de

Fig. 2d — Ave com penas arrepiadas, sonoléncia e
perda do apetite.

Fig. 2f — Melhora da consisténcia e coloragio,
apos a fase de espiroquetemia.

| grupo 1).

Figura 2 — Registro fotografico da microscopia otica de esfregacos corados pelo método Giemsa, aves
clinicamente enfermas e aspecto das fezes das aves do grupo infectado por Borrelia anserina (aves do
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miniatus livres de Borrelia anserina.
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Fig. 3e - Aves do grupo infestado por Argas
miniatus infectados por Borrelia anserina.

*
Fig. 3a - Aves (;0 glupo ndo exposto aos
carrapatos.
S I:;:‘t”\
Fig. 3¢ -. Aves do grupo infestado por Argas

ey

Fig. 3b — Fezes normais observadas no chdo da
aiola do grupo referido na Fig. 3a.

; . i i
Fig. 3d — Fezes normais observadas no chdo da
aiola do grupo referido na Fig. 3c.
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Fig. 3f — Fezes com aspecto diarréico, com
coloracdo esverdeada, observadas no chdo da
gaiola do £rupo referido na Fig. 3e.

Figura 3— Registro fotogréﬁco das aves dos grupos experimentais e aspecto das respectivas fezes.
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Tabela 3. Valores das médias dos pesos de Gallus gallus durante o periodo experimental.
Grupo 1 (aves expostas a Argas miniatus infectados com Borrelia anserina), Grupo 2 (aves
expostas a Argas miniatus livres de Borrelia anserina) e Grupo 3 (aves ndo expostas a Argas
miniatus).

Pesagens Valores de média*  Valores de média* Valores de média*
do grupo 1 do grupo 2 do grupo 3
Primeira 0,352 £ 0,12 0,390 £ 0,13 0,372 £ 0,09
Segunda 0,450 £ 0,15 0,534 +£0,19 0,533 £ 0,15
Terceira 0,742 £ 0,18 0,778 £ 0,19 0,833 £0,17
Quarta 1,150 £ 0,25 1,261 £ 0,26 1,166 £ 0,16
Quinta 1,051 £ 0,17 1,322 £ 0,27 1,227 £ 0,12
Sexta 1,219+ 0,19 1,419 £ 0,25 1,371 £ 0,13

* Valores de média + desvio padréo; (n=9).
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Grafico 1. Representagdo grafica da dinamica de ganho de peso de Gallus gallus
durante o periodo experimental. Grupo 1 (aves expostas a Argas miniatus infectados
com Borrelia anserina), Grupo 2 (aves expostas a Argas miniatus livres de Borrelia
anserina) ¢ Grupo 3 (aves nao expostas aos carrapatos). Barras verticais indicam o
desvio padrao em referéncia as médias. A seta azul indica o momento da exposicao dos
grupos 1 e 2 aos carrapatos.
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4.3 Analises Hematologicas

Os valores obtidos nas analises hematologicas de cada grupo experimental,
referentes a contagem de eritrdcitos, volume globular (VG), volume globular médio
(VGM), concentracdo de hemoglobina globular média (CHGM), hemoglobina,
trombocitos, proteina plasmatica total (PPT), fibrinogénio, leucocitos, contagem
absoluta de linfocitos, heterofilos, mondcitos, eosinofilos e basofilos; estdo
representados nas Tabelas 4 a 11.

Foram utilizados controles internos dentro do grupo experimental ¢ do proprio
individuo, os quais foram submetidos as mesmas condi¢cdes experimentais, que sao
considerados mais fidedignos do que os valores referenciais externos.

4.3.1 Hemograma e contagem de trombacitos

Os resultados da hematologia das aves do grupo 2 com rela¢do ao VG (Grafico
2), o numero de eritrocitos (Grafico 3), a dosagem de hemoglobina (Grafico 4) e a
CHGM (Grifico 5) apresentaram-se proximos e até mais elevados do que os do grupo
ndo exposto aos carrapatos.

Os resultados destes mesmos valores hematoldgicos para o grupo 1 em oito DPE
se mostraram significativamente (p < 0,05) menores do que os valores dos demais
grupos. Estes valores tiveram uma queda significativa no periodo correspondente ao de
maior nimero de espiroquetas encontradas na circulagdo sanguinea, detectado através
dos esfregacos de sangue. Em 18 DPE, estes valores apresentaram um aumento
tendendo a se normalizarem.

Shommein e Khogali (1974) relataram a ocorréncia de marcante diminuicdo do
numero de eritrécitos e da concentracdo de hemoglobina no sangue de aves parasitadas
por B. anserina. O mesmo fendmeno foi observado no presente estudo.

No presente trabalho, os valores de volume globular médio ndo diferiram
significativamente entre os trés grupos (p > 0,05).

De acordo com os indices de Wintrobe (WINTROBE, 1933) analisados (VGM ¢
CHGM), os quais classificam anemias e avaliam se a medula 6ssea produz hemacias de
tamanho e¢ com conteido de hemoglobina normal ou ndo, as aves do grupo 1
apresentaram um quadro de anemia normocitica normocrdmica, quadro este, associado
a auséncia de resposta medular na compensa¢ao da anemia.

Anemia em aves ¢ causada pelos mesmos mecanismos dos mamiferos tais como
diminui¢ao na produgdo de eritrdcitos, sua destruicdo, ou perda de sangue (RUPLEY,
1999). Bandopadhyay e Vegad (1983), relataram que a anemia apresentada no quadro
clinico da borreliose aviaria pode ser causada pela destruicdo de eritrocitos em grande
excesso ou por sua producdo diminuida. Segundo Hutyra et al. (1947), essa diminuigdo
da produgdo de eritrocitos ocorre devido a multiplicacdo inicial das espiroquetas no
figado, bago ¢ medula 6ssea ¢ a causa da destruicdo se atribui, provavelmente a
substancias toxicas.

As contagens de trombocitos de todos os grupos diferiram significativamente
entre si (p < 0,05) (Grafico 6). A oscilacdo na evolucdo dos resultados da contagem de
trombodcitos ndo detectou alteracdes na interpretagdo dos dados pertinentes ao
experimento, uma vez que estes dados obtidos apresentaram-se variaveis,
principalmente no ultimo tempo do controle, o que denota a possibilidade de variagéo
fisiologica. Este fato permite considerar que a plaquetometria ndo mostrou sensibilidade
para detectar alteracdes nas aves experimentalmente infectadas por B. anserina.
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Ocorreu um aumento significativo no valor de proteinas plasmaticas totais do
grupo 1 no hemograma do oitavo DPE (p < 0,05) (Grafico 7). Tais alteragdes denotam
a necessidade de estudos complementares para elucidar quais as fragdes protéicas gerais
e especificas foram alteradas. Hiperproteinemia em aves pode ocorrer devido a
hiperglobulinemia ou desidratacdo. Em fun¢do do estado clinico de diarréia no qual as
aves se encontravam, pode-se supor um efeito de hemoconcentra¢do nos resultados do
hemograma do grupo 1, que podera ser confirmado através da realizacdo de estudos
posteriores do proteinograma.

Os valores de determinacao de fibrinogénio ndo diferiram significativamente (p
> (0,05) nas aves dos trés grupos experimentais, o que se supde, que tal como os
trombdcitos, nas condi¢cdes experimentais deste estudo, nao houve sensibilidade técnica
para detectar anormalidades neste parametro.

4.3.2 Leucograma

O grupo 2, exposto aos carrapatos ndo infectados, ndo apresentou alteragdes

significativas no leucograma (p > 0,05), quando comparado ao grupo controle.

Um processo de leucocitose significativa (p < 0,05) foi observado no grupo 1,
em oito e dezoito dias apos a exposi¢cdo aos carrapatos (Grafico 8), indicando uma
resposta ao estado infeccioso.

Com relacdo a contagem diferencial dos leucocitos do grupo 1, os heterdfilos
predominaram nas fases iniciais do processo inflamatdrio, com uma heterofilia
significativa (p < 0,05) observada oito ¢ 18 DPE (Grafico 9). As alteracdes nas
contagens de heterofilos acompanharam paralelamente as mudangas na contagem total
de leucocitos. Isto pode ser explicado conforme Jain (1986), que relatou que durante a
inflamacdo aguda em galinhas, o desenvolvimento de leucocitose ¢ o resultado da
heterofilia.

Em fungdo do discreto aumento dos valores das contagens de mondcitos ter se
manifestado apenas com relacdo aos valores referenciais descritos na literatura, e nao
aos dos controles, estes valores foram considerados dentro da normalidade. Uma
monocitose significativa (p < 0,05) no grupo 1 se apresentou em oito ¢ 18 DPE
(Grafico 10). Este aumento no numero de mondcitos pode ser explicado devido a uma
maior demanda de células fagocitarias do sistema mononuclear fagocitario (SMF)
indiretamente em decorréncia de esplenomegalia, conforme descrito por Boero (1967);
Bier (1985); Cooper e Bickford (1993). Esta esplenomegalia também pode estar
associada a estimulacdo antigénica parasitaria. Os achados de Bandopadhyay e Vegad
(1983) sugerem que a esplenomegalia foi causada por uma reacdo inflamatoria
envolvendo uma resposta exagerada de macrofagos, hiperplasia reticular,
eritrofagocitose e hemossiderose.

Além disso, segundo Campbell e Coles (1986) e Rupley (1999), a monocitose
em aves, usualmente ¢ descrita como uma conseqiiéncia de doengas cronicas tais como
lesdes granulomatosas, infecgdes fungicas e bacterianas e de necrose tecidual.

No presente trabalho, a heterofilia e a monocitose tiveram correlagdes
significativas e positivas com a leucocitose (Anexo VIII).

O aumento nas contagens de linfocitos das aves do grupo 1 foi observado apenas
em 18 DPE (Grafico 11). Sendo que, a linfocitose teve correlagdo negativa com a
leucocitose e com a monocitose, sem diferengas estatisticas significativas.

As médias da relagdo heterdfilo/linfocito (H/L) obtidas em oito DPE para os
grupos 1 e 2 foram 0,66 £ 0,38 ¢ 0,57 + 0,51 (média + desvio padrdo), com uma
variagdo nos valores médios de 0,32 a 1,38 e 0,26 a 1,89 respectivamente. A média da
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relacdo H/L para o grupo exposto aos carrapatos infectados foi 1,50 £ 0,95, com uma
variacdo de 0,22 a 2,73 em oito DPE. O aumento destas taxas no grupo 1, demonstrado
no Grafico 12, ocorreu como resultado de uma marcada heterofilia ¢ uma pequena
diminuicao dos valores de linfocitos sem diferir do grupo controle. Em 18 DPE ocorreu
uma diminui¢do da média da propor¢do H/L do grupo 1 em decorréncia da linfocitose,
que segundo Jain (1986), possui uma correlagdo negativa com esta taxa.

No presente trabalho, o aumento da relagdo H/L teve uma correlagdo
significativa e positiva com a heterofilia com a monocitose e com a leucocitose e,
possivelmente com o aumento nas proteinas plasmaticas (Anexo VIII).

Noriega (2000) relatou que na maioria das espécies avidrias, a percentagem de
linfécitos € maior do que qualquer outro elemento celular, compreendendo entre 40 a
70% das contagens totais, sendo os heterdfilos o segundo grupo.

O aumento nas taxas de H/L durante os primeiros estagios de inflamacdo foram
o resultado primario do desenvolvimento de heterofilia. Jain (1986) recomendou que ao
interpretar taxas de H/L, deve-se lembrar que taxas aumentadas também podem resultar
de linfopenia quando as contagens de heterdfilos permanecem dentro dos intervalos de
referéncia, o que ndo ocorreu no presente experimento.

As contagens de eosinodfilos ndo diferiram da normalidade. Ocorreu uma
diferenca significativa (p < 0,05) entre as contagens de eosindfilos dos trés grupos,
apenas em trés DPE (Grafico 13). Este fato pode ter ocorrido devido a pequena
quantidade normal destas células no sangue.

Os resultados gerais obtidos para o leucograma, corroboram com os resultados
descritos por Boero (1967).
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Tabela 4. Variaveis observadas no hemograma de Gallus gallus. Grupo 3 (aves ndo expostas a Argas miniatus), Grupo 2 (aves expostas a
Argas miniatus livres de Borrelia anserina) e Grupo 1 (aves expostas a Argas miniatus infectados com Borrelia anserina) trés dias antes da

exposicao aos carrapatos.

Varidveis Grupo 3 Grupo 2 Grupo 1

Inf*  Sup** Média*** Inf*  Sup** Média*** Inf*  Sup** Média***
Eritrocitos 1,8 2,7 22+0,3 1,5 2,8 2,1£0,5 1,7 3,0 23+04
(x 10°/uL)
VG (%) 29,0 35,0 31,0+ 1,9 25,0 34,0 29,0+2,8 27,0 32,0 29,0+ 1,4
VGM (fl) 118,52 166,67 143,98 £ 13,8 110,71 206,67 144,26 £30,6 100,00 177,78 131,13 £ 26,0
CHGM (%) 19,67 44,84 30,46 + 8,4 26,43 56,67 35,56 £ 10,9 25,19 30,67 27,53+ 1,8
Hemoglobina 59 13,9 9,4+28 7,4 15,3 10,2+29 6,8 9,2 8,1£0,7
(g/dL)
Trombdcitos 12,0 45,2 37,1 +£10,9 8,6 49,6 35,3+12,3 7,8 41,6 32,5+10,3
(x 10°/uL)
PPT (g/dl) 3,4 4,2 3,7£0,3 3,4 5,0 4,0£0,5 3,6 5,0 4,0£0,5
Fibrinogénio 200 600 400 + 132,3 200 500 311+ 105,4 200 600 311 +1453

* Limite inferior. ** Limite superior. *** Valores de média + desvio padrdo; (n =9)
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Tabela 5. Variaveis observadas no leucograma de Gallus gallus. Grupo 3 (aves ndo expostas a Argas miniatus), Grupo 2 (aves expostas a
Argas miniatus livres de Borrelia anserina) e Grupo 1 (aves expostas a Argas miniatus infectados com Borrelia anserina) trés dias antes da

exposicao aos carrapatos.

Varidveis Grupo 3 Grupo 2 Grupo 1
(x 103) Inf*  Sup** Média*** Inf*  Sup** Média*** Inf* Sup** Média***

Leucécitos 14,000 26,000 19,733 £4,6 8,200 27,400 17,044 + 6,3 12,600 28,400 20,200+ 5,2
Linfécitos 6,15 18,46 10,68 +4,2 5,248 11,8 9,06 £2.,0 4,536 20,448 13,10+ 4,7
Heteroéfilos

imaturos 0,00 0,00 0,00+ 0,0 0,00 0,00 0,00+ 0,0 0,00 0,00 0,00+ 0,0
Heterofilos 3,358 8,064 6,21 +1,5 0,88 16,044 5,77+438 1,992 5472 342+1.2

maduros

Mondcitos 1,68 3,366 2,67+£0,6 0,924 11,842 3,29+3)5 1,914 4,828 3,43+£09
Eosinoéfilos 0,00 0,99 0,17+£0,3 0,00 0,616 0,14+0,2 0,00 0,664 0,22+£0,3
Basofilos 0,00 0,00 0,00 £0,0 0,00 0,00 0,00 £0,0 0,00 0,00 0,00 £ 0,0

* Limite inferior. ** Limite superior. *** Valores de média + desvio padrdo; (n=9)
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Tabela 6. Variaveis observadas no hemograma de Gallus gallus. Grupo 3 (aves ndo expostas a Argas miniatus), Grupo 2 (aves expostas a
Argas miniatus livres de Borrelia anserina) e Grupo 1 (aves expostas a Argas miniatus infectados com Borrelia anserina) trés dias apos a

exposicao aos carrapatos.

Varidveis Grupo 3 Grupo 2 Grupo 1

Inf*  Sup** Média*** Inf*  Sup** Média*** Inf*  Sup** Média***
Eritrécitos 1,6 2,5 22+0,3 1,6 2,6 2,1+04 1,6 2,6 2,1£04
(x 10%/puL)
VG (%) 26,0 32,0 28,0+2,0 25,0 30,0 28,0+ 1,6 24,0 37,0 28,0+4,0
VGM (fl) 108,00 162,50 129,49 £ 19,9 111,54 162,50 136,18 £ 22,0 92,31 217,65 140,64 +36,5
CHGM (%) 28,33 35,38 31,7£2,7 30,00 36,00 31,76 £ 1,8 22,97 3542 30,51 +4,2
Hemoglobina 8,1 9,3 8,8+0,4 8,0 9,2 89+0,4 7,3 9,4 8,5+0,6
(g/dL)
Trombocitos 14,8 72,0 46,5+ 154 34,2 62,2 44,7+9,1 26,0 50,0 38,8 +9,2
(x 10°/uL)
PPT (g/dl) 3,2 3,6 3,44+0,2 3,2 52 3,8£0,6 3,4 4,6 39+04
Fibrinogénio 200 600 311+ 1453 200 600 311+ 1453 200 600 422 +120,2

* Limite inferior. ** Limite superior. *** Valores de média + desvio padrio; (n=9)
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Tabela 7. Variaveis observadas no leucograma de Gallus gallus. Grupo 3 (aves ndo expostas a Argas miniatus), Grupo 2 (aves expostas a

Argas miniatus livres de Borrelia anserina) e Grupo 1 (aves expostas a Argas miniatus infectados com Borrelia anserina) trés dias apos a
exposicao aos carrapatos.

Varidveis Grupo 3 Grupo 2 Grupo 1
(x 10°) Inf*  Sup** Média*** Inf*  Sup** Média*** Inf*  Sup** Meédia***

Leucocitos 12,600 34,400 21,644 +72 14,800 30,000 19,822 £ 5,5 20,800 37,600 27,933 £5,7
Linfocitos 561 20,984 12,52+ 4.9 5,772 16,728 11,37 +£3,5 12,272 23,04 16,42 + 3,7
Hetero6filos

imaturos 0,00 0,696 0,25+0,3 0,00 0,26 0,03£0,1 0,00 0,568 0,23£0,2
Heterofilos 2,016 7,48 4,51 +1,8 2,064 11,7 5,69 +£3,0 3276 11,28 6,85+2,6

maduros

Mondcitos 0,664 5,848 247+1,8 0,74 9,3 2,66+2,6 1,45 5,64 337+£1,2
Eosinofilos 0,00 0,882 0,55+0,4 0,00 0,52 0,08 £0,2 0,272 1,856 1,07 £ 0,5
Basofilos 0,00 0,00 0,00 £ 0,0 0,00 0,00 0,00 £ 0,0 0,00 0,00 0,00 = 0,0

* Limite inferior. ** Limite superior. *** Valores de média + desvio padrdo; (n=9)
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Tabela 8. Variaveis observadas no hemograma de Gallus gallus. Grupo 3 (aves ndo expostas a Argas miniatus), Grupo 2 (aves expostas a
Argas miniatus livres de Borrelia anserina) e Grupo 1 (aves expostas a Argas miniatus infectados com Borrelia anserina) oito dias apos a

exposicao aos carrapatos.

Varidveis Grupo 3 Grupo 2 Grupo 1

Inf*  Sup** Média*** Inf*  Sup** Média*** Inf*  Sup** Média***
Eritrocitos 1,8 3,7 2,3+0,6 1,8 2,6 22+0,3 1,2 2,1 1,8+0,3
(x 10%/uL)
VG (%) 26,0 37,0 29,0 +3,4 29,0 40,0 31,0£3,5 20,0 31,0 26,0£3,4
VGM (fl) 75,68 176,19 135,51 £31,2 119,23 161,11 144,77 £ 12,7 126,32 166,67 145,29 £ 15,6
CHGM (%) 22,70 32,59 29,06 + 3,1 24,50 29,67 28,03 £ 1,5 23,21 30,83 26,87 £2,6
Hemoglobina 7,6 9,0 8,4+0,5 8,0 9,8 8,7£0,6 5,1 8,2 7,0£0,9
(g/dL)
Trombécitos 32,0 51,8 422 +84 40,2 62,8 48,6 £5,9 24,6 44.4 36,0 £ 6,7
(x 10°/uL)
PPT (g/dl) 3,2 4,0 3,7£0,3 3,0 5,2 3,8+£0,7 3.8 5,8 4,7+0,6
Fibrinogénio 200 600 333+ 141,4 200 600 356 £ 166,7 200 800 444 + 194 4

* Limite inferior. ** Limite superior. *** Valores de média + desvio padrio; (n=9)
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Tabela 9. Variaveis observadas no leucograma de Gallus gallus. Grupo 3 (aves ndo expostas a Argas miniatus), Grupo 2 (aves expostas a

Argas miniatus livres de Borrelia anserina) e Grupo 1 (aves expostas a Argas miniatus infectados com Borrelia anserina) oito dias apos a
exposicao aos carrapatos.

Varidveis Grupo 3 Grupo 2 Grupo 1
(x 103) Inf* Sup** Média*** Inf* Sup** Média*** Inf* Sup** Média***

Leucécitos 14,000 33,000 22,156 +6,2 8,800 24,000 16,644 + 4,7 18,600 49,800 34311 +£8,5
Linfocitos 5,04 17,88 11,15+43 5,808 12,416 9,33+£22 4,092 26,268 12,48 £ 6,4
Heterofilos

imaturos 0,00 0,00 0,00+ 0,0 0,00 0,00 0,00+0,0 0,00 0,00 0,00+ 0,0
Heterofilos 2,12 13,5 6,79 £3,5 1,848 12,24 492+32 5,97 29,88 14,53+ 7,5

maduros

Mondcitos 1,5 5,94 3,05+1,5 0,498 5,28 2,36+1,5 2,952 11,02 7,22 +27
Eosinofilos 0,00 0,25 0,06 £0,1 0,00 0,224 0,04 £0,1 0,00 0,398 0,08 £0,2
Basofilos 0,00 0,00 0,00 £0,0 0,00 0,00 0,00+ 0,0 0,00 0,00 0,00 £0,0

* Limite inferior. ** Limite superior. *** Valores de média + desvio padrdo; (n=9)
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Tabela 10. Variaveis observadas no hemograma de Gallus gallus. Grupo 3 (aves ndo expostas a Argas miniatus), Grupo 2 (aves expostas a
Argas miniatus livres de Borrelia anserina) e Grupo 1 (aves expostas a Argas miniatus infectados com Borrelia anserina) 18 dias apds a

exposicao aos carrapatos.

Varidveis Grupo 3 Grupo2 Grupo 1

Inf*  Sup** Média*** Inf*  Sup** Média*** Inf*  Sup** Média***
Eritrocitos 1,7 2,9 23+04 2,0 3.4 2,5+0,4 1,6 2,6 1,9+£0,3
(x 10%/uL)
VG (%) 27,0 31,0 29,0+ 1,4 26,0 36,0 31,8+3,4 28,0 32,0 30,0+ 1,1
VGM (fl) 96,43 164,71 131,58 £22,5 100,00 154,55 127,43 £17,5 123,08 193,75 157,48 £23.,0
CHGM (%) 25,81 32,41 29,32 £ 2,1 22,06 34,64 27,62 +£3.9 18,33 34,64 25,07 £ 4,6
Hemoglobina 7,7 9,4 8,6+ 0,6 6,4 10,1 88+ 1,4 5,5 9,7 7,5+1,2
(g/dL)
Trombocitos 15,0 43,6 28,6 £ 10,9 24,0 54,0 41,0+£9,5 27,2 72,6 47,40 £ 14,3
(x 10*/uL)
PPT (g/dl) 3,6 4,2 3,8+£0,2 32 5,0 39+£0,6 3.4 54 4,5+0,7
Fibrinogénio 200 600 356 + 166,7 200 200 200 £ 0,0 200 800 444 +218,6

* Limite inferior. ** Limite superior. *** Valores de média + desvio padrio; (n=9)
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Tabela 11. Variaveis observadas no leucograma de Gallus gallus. Grupo 3 (aves ndo expostas a Argas miniatus), Grupo 2 (aves expostas a

Argas miniatus livres de Borrelia anserina) e Grupo 1 (aves expostas a Argas miniatus infectados com Borrelia anserina) 18 dias apds a
exposicao aos carrapatos.

Varidveis Grupo 3 Grupo 2 Grupo 1
(x 10%) Inf*  Sup** Média*** Inf*  Sup** Média*** Inf*  Sup** Meédia***

Leucocitos 11,400 28,200 19,289 + 6,8 14,400 41,800 23,667 £ 8,6 22,800 84,400 55,067 £ 18,5
Linfocitos 6,726 17,202 11,12+ 3.8 8,784 26,334 13,95+5,5 11,856 34,604 22,58 £ 8,6
Heterofilos

imaturos 0,00 0,00 0,00 £ 0,0 0,00 0,00 0,00 £ 0,0 0,00 0,00 0,00 £ 0,0
Heterofilos 9,66 2,806 6,09 +£2,7 3,456 10,8 6,92+ 3.0 7,752 35,728 23,06 £ 7,9

maduros

Mondcitos 0,6 4,332 2,07+1,2 0,76 4,932 2,70+ 1,3 3,192 21,1 9,35+£5,9
Eosinofilos 0,00 0,122 0,01 £0,0 0,00 0,836 0,09 £0,3 0,00 0,642 0,07+£0,2
Basofilos 0,00 0,00 0,00 = 0,0 0,00 0,00 0,00 = 0,0 0,00 0,00 0,00 = 0,0

* Limite inferior. ** Limite superior. *** Valores de média + desvio padrdo; (n=9)
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Grafico 2. Alteragdes observadas no volume globular de Gallus gallus. Grupo 1 (aves
expostas a Argas miniatus infectados com Borrelia anserina), Grupo 2 (aves expostas a
Argas miniatus livres de Borrelia anserina) e Grupo 3 (aves ndo expostas aos
carrapatos), 6, 11 e 21 dias apds o primeiro hemograma. Barras verticais indicam o
desvio padrao em referéncia as médias. A seta azul indica 0 momento da exposi¢do dos
grupos 1 e 2 aos carrapatos.
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Grafico 3. Alteragdes observadas na contagem de eritrocitos de Gallus gallus. Grupo 1
(aves expostas a Argas miniatus infectados com Borrelia anserina), Grupo 2 (aves
expostas a Argas miniatus livres de Borrelia anserina) ¢ Grupo 3 (aves nao expostas
aos carrapatos), 6, 11 e 21 dias apds o primeiro hemograma. Barras verticais indicam o

desvio padrao em referéncia as médias. A seta azul indica 0 momento da exposi¢do dos
grupos 1 e 2 aos carrapatos.
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Grafico 4. Alteragdes observadas nos valores de concentragdo de hemoglobina de
Gallus gallus. Grupo 1 (aves expostas a Argas miniatus infectados com Borrelia
anserina), Grupo 2 (aves expostas a Argas miniatus livres de Borrelia anserina) e
Grupo 3 (aves ndo expostas aos carrapatos), 6, 11 e 21 dias ap6s o primeiro hemograma.
Barras verticais indicam o desvio padrao em referéncia as médias. A seta azul indica o
momento da exposicdo dos grupos 1 e 2 aos carrapatos.
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Grifico 5. Alteragdes observadas nos valores de concentragdo de hemoglobina globular
média (CHGM) de Gallus gallus. Grupo 1 (aves expostas a Argas miniatus infectados
com Borrelia anserina), Grupo 2 (aves expostas a Argas miniatus livres de Borrelia
anserina) e Grupo 3 (aves ndo expostas aos carrapatos), 6, 11 e 21 dias apds o primeiro
hemograma. Barras verticais indicam o desvio padrdo em referéncia as médias. A seta
azul indica o momento da exposicao dos grupos 1 e 2 aos carrapatos.
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Grifico 6. Alteragdes observadas nas contagens de trombocitos de Gallus gallus. Grupo
1 (aves expostas a Argas miniatus infectados com Borrelia anserina), Grupo 2 (aves
expostas a Argas miniatus livres de Borrelia anserina) e Grupo 3 (aves ndo expostas
aos carrapatos), 6, 11 e 21 dias apds o primeiro hemograma. Barras verticais indicam o

desvio padrdo em referéncia as médias. A seta azul indica 0 momento da exposi¢do dos
grupos 1 e 2 aos carrapatos.
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Grafico 7. Alteragdes observadas nas dosagens de proteinas plasmaticas totais de
Gallus gallus. Grupo 1 (aves expostas a Argas miniatus infectados com Borrelia
anserina), Grupo 2 (aves expostas a Argas miniatus livres de Borrelia anserina) e
Grupo 3 (aves ndo expostas aos carrapatos), 6, 11 e 21 dias ap6s o primeiro hemograma.
Barras verticais indicam o desvio padrao em referéncia as médias. A seta azul indica o
momento da exposicdo dos grupos 1 e 2 aos carrapatos.
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Grifico 8. Alteragdes observadas nas contagens de leucocitos de Gallus gallus. Grupo 1
(aves expostas a Argas miniatus infectados com Borrelia anserina), Grupo 2 (aves
expostas a Argas miniatus livres de Borrelia anserina) ¢ Grupo 3 (aves ndo expostas
aos carrapatos), 6, 11 e 21 dias apds o primeiro hemograma. Barras verticais indicam o

desvio padrao em referéncia as médias. A seta azul indica 0 momento da exposi¢ao dos
grupos 1 e 2 aos carrapatos.
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Griafico 9. Alteragdes observadas nas contagens de heterdfilos maduros de Gallus
gallus. Grupo 1 (aves expostas a Argas miniatus infectados com Borrelia anserina),
Grupo 2 (aves expostas a Argas miniatus livres de Borrelia anserina) e Grupo 3 (aves
ndo expostas aos carrapatos), 6, 11 e 21 dias apds o primeiro hemograma. Barras
verticais indicam o desvio padrio em referéncia as meédias. A seta azul indica o
momento da exposicao dos grupos 1 e 2 aos carrapatos.
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Grafico 10. Alteragdes observadas nas contagens de monocitos de Gallus gallus. Grupo
1 (aves expostas a Argas miniatus infectados com Borrelia anserina), Grupo 2 (aves
expostas a Argas miniatus livres de Borrelia anserina) ¢ Grupo 3 (aves nao expostas
aos carrapatos), 6, 11 e 21 dias apds o primeiro hemograma. Barras verticais indicam o
desvio padrdo em referéncia as médias. A seta azul indica 0 momento da exposi¢do dos
grupos 1 e 2 aos carrapatos.
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Grafico 11. Alteracdes observadas nas contagens de linfocitos de Gallus gallus. Grupo
1 (aves expostas a Argas miniatus infectados com Borrelia anserina), Grupo 2 (aves
expostas a Argas miniatus livres de Borrelia anserina) ¢ Grupo 3 (aves nao expostas
aos carrapatos), 6, 11 e 21 dias apds o primeiro hemograma. Barras verticais indicam o

desvio padrao em referéncia as médias. A seta azul indica 0 momento da exposi¢do dos
grupos 1 e 2 aos carrapatos.
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Grafico 12. Alteragdes observadas nas relagdes heterofilo/linfocito de Gallus gallus.
Grupo 1 (aves expostas a Argas miniatus infectados com Borrelia anserina), Grupo 2
(aves expostas a Argas miniatus livres de Borrelia anserina) ¢ Grupo 3 (aves ndo
expostas aos carrapatos), 6, 11 e 21 dias apds o primeiro hemograma. Barras verticais
indicam o desvio padrdo em referéncia as médias. A seta azul indica 0 momento da
exposicdo dos grupos 1 e 2 aos carrapatos.
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Griafico 13. Alteragdes observadas nas contagens de eosindfilos de Gallus gallus.
Grupo 1 (aves expostas a Argas miniatus infectados com Borrelia anserina), Grupo 2
(aves expostas a Argas miniatus livres de Borrelia anserina) e Grupo 3 (aves nao
expostas aos carrapatos), 6, 11 e 21 dias apds o primeiro hemograma. Barras verticais
indicam o desvio padrdo em referéncia as médias. A seta azul indica o momento da
exposicdo dos grupos 1 e 2 aos carrapatos.
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5 CONCLUSOES

O presente trabalho confirmou a transmissao experimental de Borrelia anserina
por carrapatos adultos Argas miniatus, expostos em Gallus gallus;

Os parametros bioldgicos de periodo pré-patente e de periodo de paténcia para o
grupo experimentalmente infestado com 4. miniatus infectados por B. anserina,
tiveram valores, médios, em dias de 6 £ 0,83 e 5 £ 1,96 respectivamente;

As aves infectadas apresentaram as seguintes alteragdes clinicas: apatia, palidez
da crista, diarréia esverdeada, penas erigadas e hiporexia e alteragdes
hematologicas que cursaram paralelamente ao periodo de espiroquetemia,
evoluindo para auto-cura;

A infeccdo por B. anserina determinou nas aves alteragdes hematologicas

compativeis com uma infec¢do bacteriana de média gravidade nas condigdes
experimentais estabelecidas neste trabalho.
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ANEXOS
ANEXO 1

Tabela de Recomendagodes de Nutrigdo Durante o Periodo de Crescimento

Crescimento | Desenvolvimento

PESO CORPORAL 6-8 semanas 8-15 semanas
BROWN até 690 g até 1340 g
Nutrientes:
Proteina, % (Min.) 18,179 15,620
Energia Met., Kcal./Kg 2750 2800
Acido Linoléico, % (Min.) 1,455 1,536

Aminoacidos (Min.):

Lisina, % 0,915 0,742
Metionina, % 0,44 0,39
Metionina + Cistina, % 0,753 0,674
Triptofano, % 0,234 0,198
Treonina, % 0,70 0,60
Minerais (Min.):

Calcio, % 1,0 1,0
Fésforo, Disponivel, % 0,46 0,44
Sodio, % 0,18 0,18

DEPARTAMENTO DE PESQUISAS DA HY-LINE INTERNACIONAL. Hy-Line
Variety Brown. Guia de Manejo. 2002-2004. Disponivel em: www.hylinedobrasil.com.br
Acesso em: 01 jun. 2005.
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ANEXO IT

Composigdo das Ragdes:

Composigdo da ragdo, preparada sem coccidiostaticos e promotor de crescimento

para a fase de crescimento, administrada quando as aves estavam com 44 dias.

CRESCIMENTO
ALIMENTO Quantidade
MILHO 55,731
FARELO DE SOJA 24,762
FARELO DE TRIGO 15,864
FOSFATO BICALCICO 1,805
CALCARIO CALCITICO 1,191
SAL 0,397
DL-METIONINA 0,152
SUPLEMENTO 0,100
MINERAL-VITAMINICO
TOTAL 100,00 Kilos

Composicdo da ragdo, preparada sem coccidiostaticos e promotor de crescimento

para a fase de desenvolvimento, administrada quando as aves estavam com 72 dias.

FINAL DE RECRIA

ALIMENTO energia 2.800 Kcal
MILHO 60,870
FARELO DE SOJA 17,649
FARELO DE TRIGO 17,855
FOSFATO BICALCICO 1,710
CALCARIO CALCITICO 1,286
SAL 0,396
DL-METIONINA 99 0,134

SUPLEMENTO
MINERAL-VITAMINICO 0,100
TOTAL 100.000 kilos
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ANEXO 111

Consumo de Alimento Durante o Periodo de Crescimento.

Consumo Diario Consumo Acumulado
Idade em
Semanas Gramas/Ave/Dia Kcal/Ave/Dia | Gramas até a data Kcal até a data

1 13 39 91 273
2 20 59 231 686
3 25 74 406 1204
4 29 88 609 1820
5 33 100 840 2520
6 37 113 1099 3311
7 41 124 1386 4179
8 46 141 1708 5166
9 51 157 2065 6265
10 56 172 2457 7469
11 61 189 2884 8792
12 66 204 3346 10220
13 70 216 3836 11732
14 73 225 4347 13307
15 75 231 4872 14924
16 77 234 5411 16562
17 80 239 5971 18235

DEPARTAMENTO DE PESQUISAS DA HY-LINE INTERNACIONAL. Hy-Line
Variety Brown. Guia de Manejo. 2002-2004. Disponivel em: www.hylinedobrasil.com.br
Acesso em: 01 jun. 2005.
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ANEXO 1V

Peso Corporal Ideal da Brown em Gramas Durante o Periodo de Crescimento:

Peso Corporal Ideal da BROWN em Gramas
- Periodo de Crescimento -

Idade em Semanas Ideal

1 70

2 115

3 190

4 280

5 380

6 480

7 580

8 680

9 770

10 870

11 960
12 1050
13 1130
14 1210
15 1290
16 1430
Transferéncia 17 1480
18 1500

DEPARTAMENTO DE PESQUISAS DA HY-LINE INTERNACIONAL. Hy-Line Variety
Brown. Guia de Manejo. 2002-2004. Disponivel em: www.hylinedobrasil.com.br Acesso em:

01 jun. 2005.
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ANEXO V

Ficha de Espiroquetemia:

Data:

Grupo 1

Laminas

N° de espiroquetas por campo
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ANEXO VI

Solugio de Natt e Herrick

Cloreto de sodio (Na Cl) 388¢g
Sulfato de sodio (NaySOy) 250¢g
Fosfato dissodico 12 hidrato (Na,HPO4 12 H,0) 291 g
Fosfato de potassio (KH;PO,) 0,25¢
Formalina (37%) 7,50 ml
Violeta de Metila 2B 0,10 g
pH final 7,3

Dissolver em agua destilada e diluir para um volume total de 1.000 ml em um
frasco volumétrico. Apds descansar “overnight”, filtrar a solug@o através de um filtro de
papel fino (Whatman No. 2).

NATT, M.P.; HERRICK, C.A. A New Blood Diluent for Counting the Erythrocytes and
Leucocytes of the Chicken. Poultry Science, 31:735-738, 1951.
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ANEXO VII

Analise de Variancia:

Variavel analisada: PESO

Opgéo de transformacdo: Raiz quadrada de Y + 1.0 - SQRT (Y + 1.0)

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
GRUPO 2 0.053515 0.026757 1.713 0.2119
erro 1 16 0.249993 0.015625

DATAS 5 2.997184 0.599437 199.541 0.0000
GRUPO*DATAS 10 0.026170 0.002617 0.871 0.5620
erro 2 128 0.384523 0.003004

Total corrigido 161 3.711384

CvV 1 (%) 9.13

CV 2 (%) 4.00

Média geral: 1.3694971 Numero de observacgdes: 162

Varidvel analisada: ERITROCITOS

Opgédo de transformacdo: Varidvel sem transformacdo (Y)

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
GRUPO 2 0.820185 0.410093 2.196 0.1437
erro 1 16 2.988148 0.186759

DATAS 3 0.398148 0.132716 0.885 0.4524
GRUPO*DATAS 6 2.025741 0.337623 2.252 0.0465
erro 2 80 11.994074 0.149926

Total corrigido 107 18.226296

CV 1 (%) 19.96

CV 2 (%) = 17.89

Média geral: 2.1648148 Numero de observacdes: 108
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Variédvel analisada:

Opgéo de transformacéo:

VOLUME GLOBULAR

Variavel sem transformacéo

(Y)

DATAS

erro 2

555556
611111
962963

.370370
.166667

777778
.100694
.320988

Varidvel analisada:

Opgdo de transformacdo: Varidvel sem transformacdo

GL
2 43.
16 145.
3 75.
6 122
80 540
107 927
10.30
8.88
29.2777778
HEMOGLOBINA

(Y)

DATAS

erro 2

.501667
.553333
.599537
.987963
.986667

.250833
.784583
.533179
.331327
.874833

10.227

4.018
0.710

Cv 1 (%) =
CV 2 (%) =
Média geral:

GL
2 36
16 28
3 22
6 7
80 149
107 245
15.57
15.96
8.5805556
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Varidvel analisada: VOLUME GLOBULAR MEDIO

Opgédo de transformacéo:

Variavel sem transformacéo

(Y)

DATAS

erro 2

1335.382177
9862.691684
581.051539
5563.160118
43906.106269

.691088
.418230
.683846

Varidvel analisada: CONCENTRAGAO DE HEMOGLOBINA GLOBULAR MEDIA

Opgdo de transformacdo: Varidvel sem transformacdo

(Y)

DATAS

erro 2

214.823449
320.391258
354.441958
195.531089
1911.967408

.411725
.024454
.147319
.588515
.899593

Q
<
[\S)

o

[
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Varidvel analisada: LEUCOCITOS

Opcgédo de transformacdo: Varidvel sem transformacdo (Y)

FV GL SO oM Fc Pr>Fc
GRUPO 2 4997.134074 2498.567037 32.116 0.0000
erro 1 16 1244.779259 77.798704
DATAS 3 2664.607407 888.202469 13.874 0.0000
GRUPO*DATAS 6 3707.310370 617.885062 9.651 0.0000
erro 2 80 5121.682963 64.021037

Total corrigido 107 17735.514074

CvV 1 (%) 35.58

CV 2 (%) = 32.27
Média geral: 24.7925926 Numero de observacgdes: 108
Variavel analisada: TROMBOCITOS

Opgédo de transformacdo: Varidvel sem transformacdo (Y)

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SO oM Fc Pr>Fc
GRUPO 2 335.582963 167.791481 1.341 0.2896
erro 1 16 2002.710370 125.169398

DATAS 3 1142.365556 380.788519 3.494 0.0193
GRUPO*DATAS 6 2401.246667 400.207778 3.672 0.0028
erro 2 80 8719.485185 108.993565

Total corrigido 107 14601.390741

Ccv 1 (%) = 28.05

CV 2 (%) = 26.17
Média geral: 39.8907407 Numero de observacgdes: 108
Varidvel analisada: PROTEINAS PLASMATICAS TOTAIS

Opgédo de transformacdo: Varidvel sem transformacdo (Y)

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
GRUPO 2 6.406667 3.203333 4.659 0.0254
erro 1 16 11.000000 0.687500

DATAS 3 2.199630 0.733210 4.872 0.0036
GRUPO*DATAS 6 2.470370 0.411728 2.736 0.0181
erro 2 80 12.040000 0.150500

Total corrigido 107 34.116667

CV 1 (%) = 21.05

CV 2 (%) = 9.85

Média geral: 3.9388889 Numero de observacgdes: 108
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Variédvel analisada:

Opgéo de transformacéo:

FIBRINOGEN

IO

Variavel sem transformacdo (Y)

DATAS

erro 2

80 1

222222.222222
482777.777778

30740.740741
237037.037037
657222.222222

111111.
30173.
10246.
39506.

.277778

111111
611111
913580
172840

aQ
<
N
e
I

Variavel analisada: HETEROFILOS MADUROS

Opgédo de transformacéo:

Variavel sem transformacdo (Y)

DATAS

erro 2

894.404018
321.427026
818.540723
1287.198390
1293.767607

.202009
.089189
.846908
.533065
.172095

22.261

16.871
13.266

50.93
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Varidvel analisada: MONOCITOS

Opgédo de transformacéo:

Variavel sem transformacéo

(Y)

DATAS

erro 2

244.119010
145.679775

63.579209
180.406835
449.315583

.059505
.104986
.193070
.067806
.616445

13.406

3.773
5.354

Varidvel analisada:

Opgdo de transformacdo: Varidvel sem transformacado

LINFOCITOS

(Y)

DATAS

erro 2

602.985105
253.482590
449.502842
283.944170
1960.054887

.492553
.842662
.834281
.324028
.500686

19.030

6.116
1.932
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Variavel analisada: EOSINOFILOS

Opgédo de transformacéo:

DATAS

erro 2

22.234
7.121

Q
<
N
%
I

Varidvel analisada:

Opgédo de transformacéo:

DATAS

erro 2

Q
<
[\S)
o
[

Raiz quadrada de Y + 1.0 - SQRT (Y + 1.0)
TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA
GL SQ oM
2 0.218688 0.109344
16 0.227032 0.014190
3 0.766507 0.255502
6 0.491011 0.081835
80 0.919340 0.011492
107 2.622577
10.92
9.83
1.0904952 Numero de observacgdes:
H/L
Raiz quadrada de Y + 1.0 - SQRT (Y + 1.0)
TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA
GL SQ oM
2 0.213922 0.106961
16 0.419690 0.026231
3 0.371301 0.123767
6 0.757257 0.126210
80 1.911159 0.023889
107 3.673329
12.74
12.15
1.2716374 Numero de observacdes:
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ANEXO VIII

Correlagédo:

Correlations (new.sta)

Marked correlations are significant at p <.05000

108 (Casewise deletion of missing data) N=

ERITR VG HGB VGM CHCM LEUC TRO PPT FIBRIN | HETMAD | LINFOC | MONOC EOS H/L
ERITR 1
VG 0,3442 1
HGB 0,1497| 0,2585 1
VGM -0,8266| 0,1934| -0,0375 1
CHCM -0,0514| -0,2837| 0,8491| -0,1266 1
LEUC -0,2174| -0,1257| -0,3757| 0,1942 -0,296 1
TRO -0,0211 0,1589| 0,0346| 0,1261| -0,0448 0,206 1
PPT -0,0181 0,0339| -0,2522| 0,0664| -0,2773 0,389| -0,0003 1
FIBRIN -0,0867 0,002| -0,0608| 0,1012| -0,0676 0,215| 0,0178| 0,2903 1
HETMAD -0,1997| -0,0161| -0,3027| 0,2439| -0,2902| 0,8403| 0,1517 0,505| 0,2146 1
LINFOC 0,0777| 0,2207| 0,0442| 0,0212| -0,0677| -0,0187| 0,1187| -0,0233| -0,0924 0,0395 1
MONOC -0,1591| -0,0354| -0,3239| 0,2113| -0,3014| 0,7982| 0,1544| 0,4645| 0,3063 0,7438| -0,0375 1
EOS -0,1063| -0,0464| 0,0923| 0,0888| 0,1305| 0,0351 0,004 | -0,1497| 0,0906 -0,1321| -0,0521| -0,0661 1
H/L -0,1299| -0,0107| -0,1645| 0,1494| -0,1653| 0,3448| 0,0192| 0,5495 | 0,2078 0,7202| -0,1205| 0,4456| -0,1882
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