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RESUMO

CEPEDA, Marcio Barizon. Transmissdo Experimental de Borrelia anserina (Sakharoff,
1891) em Gallus gallus (Linnaeus, 1758): Parametros Clinicos, Bioquimicos e Anatomo —
Histopatologicos. Seropédica: UFRRJ, 2015. 68p. (Dissertacdo, Mestrado em Ciéncias
Veterinarias, Sanidade Animal).

A Espiroquetose Aviaria € uma enfermidade septicémica de curso agudo, cosmopolita,
podendo acometer diversas espécies aviarias, sendo causada por Borrelia anserina
(Sakharoff, 1891). Esta espiroqueta extremamente mdvel pode ser encontrada no plasma
sanguineo das aves doentes, na fase aguda da doenca. O experimento teve como objetivos
estabelecer a transmissdo experimental de B. anserina em Gallus gallus e avaliar as alteragoes
clinicas, bioquimicas e anatomo-histopatoldgicas causadas pela espiroquetose aviaria. Um
total de 40 aves da espécie G. gallus foram divididas em quatro grupos inteiramente
casualizados contendo dez animais cada: G1 - inoculadas com soro infectado com B.
anserina; G2 - inoculado com soro fisiologico a 0,9%; G3 - exposto a carrapatos N3 de Argas
miniatus infectados por B. anserina; G4 - exposto a carrapatos N3 de A. miniatus livres de B.
anserina. O experimento durou 24 dias, sendo realizado diariamente a contagem de
espiroquetas no sangue periférico das aves enfermas durante a infeccdo. O exame
microscopico do soro dos grupos infectados, visualizados em microscopia de campo escuro,
demonstrou inimeras espiroquetas aglomeradas no pico de parasitemia. O periodo pré-patente
e o periodo de paténcia, em dias, para o Grupol foi respectivamente, 2 £ 0,30 e 5 + 1,38. No
Grupo 3, foram encontrados 5 + 0,97 para o periodo pré-patente e 5 + 1,03 para periodo de
paténcia. Todas as aves dos Grupos 1 e 3 manifestaram no 3° DPI e 6° DPI respectivamente,
sintomatologia que se caracterizou por inapeténcia, perda de peso, sonoléncia, diarreia
esverdeada, mucosas hipocoradas, penas arrepiadas e hipertermia. Os sintomas permaneceram
até o 9° DPI, quando cessou a espiroquetemia no sangue, melhorando a saude das aves.
Amostras de soro dos grupos experimentais foram coletadas, sendo a atividade de ALT e AST
mensuradas, assim como o nivel sérico do &cido urico, creatinina, colesterol total, proteinas
totais e glicose. Os niveis de ALT do Grupo 1 aumentaram apenas no 12° e 24° DPI em
relacdo ao seu grupo controle e no Grupo 3 esses niveis se mantiveram elevados até o 20°
DPI. A enzima AST pouco oscilou nos grupos experimentais, embora no Grupo 1 esteve
aumentado no 12° DPI. O aumento do &cido Urico, das proteinas totais e de ALT nas aves
infectadas cursaram com o quadro clinico e permaneceram até mesmo apds o periodo de
espiroquetemia da infeccdo. A histopatologia hepética revelou a presenca de infiltrados
inflamatdérios mononucleares, focos de necrose fibrindide, congestdo, dilatacdo dos
sinusoides, obstrucdes e vacuolizacdo de hepatdcitos. No baco, houve perda do tecido linfoide
e necrose fibrindide na regido medular. Evidenciou-se ainda a presen¢a de congestdo e
inflamacéo nos rins, assim como inflamagdo e edema de meninges. Espiroquetas foram
visualizadas nos tecidos quando coradas pela prata, marcando sua presenga no interior de
vasos e de hepatdcitos. Conclui-se que a borreliose aviaria provocou alteragdes clinicas que
coincidiram com a espiroquetemia das aves. O aumento da atividade enzimatica de ALT, do
acido urico e das proteinas totais, associados aos achados anatomo-histopatoldgicos, com
presenca das espiroquetas nos tecidos, confirmam os danos hepaticos e a septicemia da
doenca.

Palavras - chave: Borreliose, galinhas domésticas, carrapatos.



ABSTRACT

CEPEDA, Marcio Barizon. Experimental transmission of Borrelia anserina (Sakharoff,
1891) in Gallus gallus (Linnaeus, 1758): Clinical Parameters, Biochemicals, Anatomical -
Histopathologic. Seropédica: UFRRJ, 2015. 68p. (Dissertacdo, Mestrado em Ciéncias
Veterinarias, Sanidade Animal).

Avian spirochaetosis is a cosmopolitan septicemic disease of acute stroke, which can affect
various avian species and is caused by Borrelia anserina. This can be an extremely mobile
spirochete found in the plasma of infected birds in the acute phase of the disease. The
experiment aimed to establish the experimental transmission of B. anserina in Gallus gallus
and evaluate the clinical, biochemical and anatomical and histopathological changes caused
by infection. A total of 40 fowls were divided into four completely randomized groups of ten
animals each: G1 - inoculated with serum infected with B. anserina; G2 - inoculated with
0.9% saline; G3 - exposed to nymphs of 3rd instar of Argas miniatus infected with B.
anserina; G4 - exposed to nymphs of 3rd instar of A.miniatus free of B. anserina. The
experiment lasted 24 days, being held daily, spirochetes were counted in the peripheral blood
of sick birds during infection. Microscopic examination serum of infected groups, viewed in
dark field microscopy, showed several spirochetes crowded at peak parasitaemia. The
prepatent period and patency period in days for group 1 was, respectively, 2 + 0, 30 and 5 +
1,38. In Group 3, it was found 5 + 0.97 in the prepatent period and 5 + 1.03 for the patency
period. All the fowls in groups 1 and 3 expressed on day 3 and 6 after inoculation (DAI),
respectively, symptoms characterized by appetite and weight loss, drowsiness, greenish
diarrhea, pale mucous membranes, ruffled feathers and hyperthermia. The symptoms
remained until the 9th DAI, when the spirochetemia blood ceased, improving the health of
fowls. Serum samples were collected from the experimental groups, with an ALT and AST
activity, and measured, as well as the level of serum uric acid, creatinine, total cholesterol,
total protein and glucose. ALT levels from group 1 increased only at 12 and 24 DPI in relation
to its control group, while in group 3 these levels remained high until the 20 DAI. AST
enzyme oscillated less in the experimental groups, although in group 1 it was increased at 12
DAL. Increased uric acid, and ALT of total proteins in infected fowls evolved with the clinical
picture and remained even after spirochaetemia infection. Liver histopathology revealed the
presence of mononuclear inflammatory infiltrates, fibrinoid necrosis foci, congestion, dilation
of sinusoids, obstructions and vacuolization of hepatocytes. In the spleen, there was loss of
lymphoid tissue and fibrinoid necrosis in the spinal region. It also showed the presence of
congestion and inflammation in the kidneys, as well as inflammation and edema meninges.
Spirochetes were seen in the tissue when stained with silver, marking their presence in vessels
and hepatocytes. Avian borreliosis caused clinical changes coincided with spirochetemia
fowls. The increased enzyme activity of ALT, uric acid and total protein, associated with
anatomical and histopathological findings with the presence of spirochetes in tissues, confirm
the liver damage and septicemia disease.

Key words: borreliosis, domestic chickens, ticks.
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1. INTRODUCAO

A agricultura familiar exerce um papel fundamental na economia brasileira,
representando uma producéo de 37,87% de todo o montante nacional e abrange 85,17% dos
estabelecimentos rurais (CIAS, 2010). A criagdo de galinha caipira colonial é uma fonte de
renda adequada para 0s pequenos proprietarios, pois a rusticidade de suas instalacdes facilita a
reutilizacdo de equipamentos e subprodutos. No entanto, a avicultura familiar como criagéo
de aves de producdo, apresenta algumas desvantagens como o baixo investimento em
equipamentos e técnicas sanitarias inadequadas. Esses fatores sdo importantes na manutencao
e sanidade do plantel, tendo em vista que um ineficiente planejamento pode acarretar na
instalacdo de parasitoses (CRUZ et al., 2012).

Uma enfermidade de importancia econémica, principalmente na criacdo e producéo de
aves onde é forte a insercdo do sistema organico € a espiroquetose ou borreliose aviaria
(LISBOA, 2008). Se trata de uma doenca septicémica, cosmopolita, aguda e que pode afetar
diversas espécies de aves (ATALIBA, 2006), sendo causada pelo patdgeno Borrelia anserina
(SAKHAROFF, 1891). Dependendo da patogenicidade da cepa, a clinica da doenca se
manifesta através de um quadro caracterizado por hipertermia e polidpsia inicial, fraqueza
muscular, sonoléncia, inapeténcia, diarreia esverdeada, cianose de mucosas acompanhada de
hipotermia, transtornos paraliticos e morte (BOERO, 1967). A espécie B. anserina foi descrita
pela primeira vez por Sakharoff em 1891, quando investigava a epidemiologia e a
manifestacdo clinica dessa doenca em gansos no Caucasus. No Brasil, mais precisamente no
Rio de Janeiro, a enfermidade foi relatada por Marchoux e Salimbeni (1903) quando
estudavam o curso da infec¢do natural em galinhas. A doenga foi responsavel por enormes
mortalidades em aves de criacdes rasticas, com maior prevaléncia nas aves jovens, medidas
profilaticas foram aplicadas e sua incidéncia foi reduzida de modo consideravel (WOUDA et
al., 1975).

Posteriormente ao seu relato inicial, a borreliose aviaria foi notificada como a maior
causa de mortalidade em aves de éreas tropicais e subtropicais da Europa, Africa, India e
Indonésia; em partes da Austrdlia, na América Central e do Sul (MARCHOUX e
SALIMBENI, 1903; McNEIL et al., 1949).

Os vetores envolvidos na transmissdo de B. anserina sdo os carrapatos do género
Argas (Latreille,1796). Estes apresentam alta longevidade e funcionam como reservatérios
para as espiroquetas que podem se instalar e sobreviver por longos periodos (DaMASSA,;
ADLER, 1979; BURGDORFER, 1985).

Os tipos de transmissdo transestadial e transovariana transformam o vetor em um
verdadeiro reservatorio das espiroquetas e todas as fases evolutivas do carrapato sdo capazes
de transmitir a doenga (COOPER; BICKFORD, 1993).



No continente Europeu, a infeccdo é transmitida por Argas persicus (Oken, 1818) e
Argas reflexus (Fabricius, 1794); no continente africano e na Australia por A. persicus e nas
Ameéricas por Argas miniatus (Koch, 1844) (HUTYRA et al., 1947).

O diagndstico da borreliose aviaria pode ser feito através da constatagdo dos sinais
clinicos caracteristicos e a presenca de infestacdes de carrapatos nas aves. Na fase aguda da
doenca, o diagndstico pode ser auxiliado por esfregacos sanguineos periféricos,
preferencialmente corados pelo Giemsa, histopatologia dos 6rgdos afetados corados pela
hematoxilina-eosina (SOARES et al., 2000), aposicdo de tecidos dos carrapatos como
intestino e glandula salivar, e ainda, exame de hemolinfa e de liquido coxal em microscopia
de campo escuro (BIER, 1985). Exames bioguimicos e hematoldgicos s&o importantes
exames complementares por serem pouco invasivos e permitirem a obtencdo de amostras com
rapidez dos resultados.

A profilaxia da espiroquetose compreende o combate ao vetor bioldgico, através da
aplicacdo de medidas de prevencdo nos galinheiros, como a construcdo de alicerces sem
frestas, manejo correto e higiénico das camas das aves e pulverizacdo com acaricidas. A
utilizacdo de antibidticos do grupo das penicilinas, estreptomicinas e terramicinas tém se
mostrado eficazes no tratamento das aves enfermas (HUTYRA et al., 1947; BOERO, 1967).

A espécie B. anserina tem sido tradicionalmente mantida em laboratério através de
uma serie de passagens sanguineas em galinhas domésticas jovens e adultas ou em ovos de
galinha embrionados (McNEIL et al., 1949; BARNES, 1997) e a criopreservacao da cepa por
longos periodos tem obtido sucesso (DHAWEDKAR; DHANESAR, 1983; LABRUNA et al.,
1999). Amostras de soro infectado por B. anserina s&o mantidas criopreservadas em
nitrogénio liquido (LABRUNA et al., 1999) e o meio Barbour-Stoenner-Kelly (BSK) tem
sido estabelecido como o meio de escolha para o cultivo de Borrelia spp., pois apresenta 0s
ingredientes essenciais pra seu crescimento e exigéncias nutricionais (ASLAM et al., 2012).

Por ser uma doenga que afeta consideravelmente o sistema orgénico de criacdo de
aves, 0 presente estudo sera importante no sentido de minimizar perdas econémicas,
contribuindo ainda, para um melhor entendimento da enfermidade e da biologia do agente
etioldgico e a relagdo parasito/hospedeiro

Neste sentido, objetivou-se estabelecer a transmissdo experimental através da
inoculagdo de soro e exposi¢do de A. miniatus infectados por B. anserina em aves da espécie
Gallus gallus (Linnaeus, 1758) e avaliar os parametros clinicos, bioquimicos e anatomo-
histopatoldgicos da espirogquetose aviaria.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O Género Borrelia spp: morfologia, aspectos gerais e biologia

A descricdo do género Borrelia Swellengrebel, 1907 foi realizada em homenagem a
Ameédée Borrel. Estruturalmente, os membros deste grupo possuem formato helicoidal com 3
a 10 espiras, com dimensdes de 0,2 a 0,5 mm por 3 a 30 mm. Externamente a espiroqueta
possui duas membranas de revestimento, a primeira envolve um protoplasma cilindrico de
onde saem flagelos e a segunda contém muitas proteinas de superficie (KRIEG; HOLT, 1984;
BARBOUR; HAYES, 1986).

Sdo bactérias gram-negativas, microaerdfilas, crescem em temperatura de 33°C em
meios artificiais especificos e podem ser visualizadas com a utilizacdo da microscopia de
campo escuro e contraste de fase. Podem ser observadas também quando marcadas com
corantes a base de prata em cortes histologicos comprometidos pela enfermidade
(BARBOUR; HAYES, 1986; ABERER; DURAY, 1991; QUINN et al, 1994; KONEMAN,
2008).

Leeuwenhoek (1861) observou pela primeira vez a espiroqueta em material oriundo da
mucosa bucal e intestinal do homem, porém apenas em 1868 na Russia, Obermeier descobriu
que em sangue de individuos com febre recurrente, havia a presenca de espiroquetas
(PESSOA, 1963; PAVLOVSKY, 1965). Por um bom tempo, as borrelias foram classificadas
no grupo das algas, protozodarios e bactérias e a partir de 1948, foram reclassificadas e
inclusas em um grupo especifico dentre as bactérias (PESSOA, 1963; KRIEG; HOLT, 1984).
Na maioria dos casos, a distingdo entre as espécies de borrelia é feita pela identificacdo do
vetor especifico que transmite a espiroqueta, o hospedeiro vertebrado susceptivel (mamiferos
ou aves) e a variacdo da infectividade do agente etiolégico em animais de laboratério
(DAVIS, 1956; FELSENFELD, 1971).

As bactérias do género, em sua maioria, sdo parasitas sanguineos dos animais, aves e
do homem. Em animais silvestres, os roedores funcionam como reservatorios naturais e
hospedeiros biolégicos (BARBOUR; HAYES, 1986). As espécies de borrelia foram
nomeadas segundo seu vetor e a identificacdo se da pela juncdo da biologia, bioquimica e
estudos moleculares (HOOGSTRAAL, 1985; MARCONI et al., 1995).

Sdo transmitidas por carrapatos, embora possam também ser transmitidas por
culicideos, tabanideos e sifonapteros (MAGNARELLI et al., 1986). Segundo Restrepo et al
(1994) e Schwan (1996), infeccBes sucessivas por borrelias sem a participacdo do carrapato,
acarretam uma significativa reducdo de sua patogenicidade, podendo até se tornarem
apatogénicas.

Existem mecanismos préprios das borrelias que estdo diretamente relacionados a
transmissdo. Por exemplo, a variabilidade antigénica, seja no carrapato ou no escape do
sistema imune do organismo hospedeiro praticado pela borrelia, a temperatura ambiental em
que habita o carrapato, a qual por muitas vezes é capaz de prejudicar a viabilidade das
espiroquetas, interferindo na fisiologia e na digestdo do vetor (NAKAYAMA et al., 1989).
Pesquisas sobre a dependéncia bioquimica entre a espiroqueta e o vetor foram feitas e estas
resultaram na descoberta de que essa associacdo ocorre ao nivel do trato intestinal do
carrapato, quando do desenvolvimento e multiplicacdo da borrelia (HOOGSTRAAL, 1985;
SCHWAN, 1996; RANDOLPH et al., 1996).

As espiroquetas podem ser transmitidas tanto transovariana como transestadialmente.
Em espécies transmitidas por argasideos, a transmissdo ocorre principalmente pela forma
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transovariana, embora haja também a transmissdo transestadial (HOOGSTRAAL, 1985;
BARBOUR; HAYES, 1986).

A passagem das espiroquetas pelo carrapato ¢ marcada pela chegada e estabelecimento
na cavidade intestinal e na sua presenga nos espagos intersticiais das células intestinais. De
acordo com Balashov (2005) e Zung et al (1989) com o inicio do repasto sanguineo, as
espiroquetas migram via hemolinfa da cavidade corporal para as regides basal, lateral e apical
das células das glandulas salivares, ganglio nervoso e outras regides internas. O
desenvolvimento e a multiplicacdo das borrelias no carrapato séo influenciados por diversos
processos fisiologicos durante o ciclo de vida do vetor. Diminuicdo do numero de
espiroquetas conforme o carrapato vai mudando de estagio e o nUmero excessivo de
espiroquetas, sdo exemplos de limitacdo da infeccdo pelo vetor.

Atualmente sdo reconhecidos cinco tipos de enfermidades causadas por
microrganismos do género Borrelia que podem acometer animais e humanos. A febre
recurrente foi a primeira borreliose descrita como causadora de enfermidade no ser humano,
tendo como agente a Borrelia recurrentis (Lebert 1874) Bergey et al. 1925 (WANG et
al.,1997) lato sensu com mais de 20 espécies, cujos vetores sdo carrapatos do género
Ornithodoros Koch, 1837 (PAVLOVSKY, 1965). A espiroquetose aviaria descrita em
seguida, tem como agente a B. anserina, cujos vetores sdo 0s carrapatos do género Argas, que
acometem aves de diversas ordens taxondmicas (QUINN, 1994). A borreliose bovina, cujo
agente € a Borrelia theileri (Leveran, 1903) pode também acometer ovinos e equinos e tem
como vetores carrapatos ixodideos, principalmente o Rhipicephalus microplus (Canestrini,
1888) (NEITZ, 1956; CALLOW, 1967). A mais recente é o aborto epizodtico bovino, que
tem como agente etiologico a Borrelia coriaceae Johnson,1987 e o O. coriaceus Koch, 1844
como vetor (JOHNSON et al.,1987; ZINGG; LEFEBVRE, 1994).

O maior grupo € o da borreliose de Lyme constituindo-se em uma enfermidade
cosmopolita, infecto-contagiosa de carater multissistémico e que acomete humanos e animais.
Até 0 momento, 0s principais agentes descritos pertencem as seguintes espécies/genoespécies:
Borrelia burgdorferi Johnson et al., 1984, Borrelia garinii (Baranton et al., 1992), Borrelia
lusitaniae Le Fleche et al., 1997, Borrelia valaisiana Wang et al., 1997, Borrelia afzelli
(Canica et al., 1993), Borreli japonica Kawabata et al., 1993, Borrelia miyamotoi (Fukunaga
et al. 1995 et al., 1993), Borrelia andersoni Marconi et al., 1995 e Borrelia lonestari
(Barbour et al., 1996).

2.2. A espiroqueta Borrelia anserina e o vetor bioldgico
2.2.1. Historico e Classificacdo

A espiroquetose avidria € uma enfermidade septicémica aguda, cosmopolita, que
acomete aves de diferentes espécies, sendo causada por B. anserina. Este agente etiologico foi
descrito pela primeira vez em 1891 por Sakharoff, apds um grande surto da infecgdo em
gansos Anser cygnoides Linnaeus, 1758 na Russia. Apos seu relato inicial, a borreliose aviaria
foi notificada como a maior causa de mortalidade em aves, em areas tropicais e subtropicais
da Europa, Africa, india e Indonésia; em partes da Australia, na América Central e do Sul
(MARCHOUX; SALIMBENI, 1903; McNEIL et al., 1949). Foram relatados casos de
espiroquetose avidria em galinhas, perus (McNEIL et al., 1949) e faisbes mongolianos
(MATHEY, 1955) nos Estados Unidos (ROKEY, 1961) e também no Novo México e Texas
(FRANCIS, 1956), porém nestes ultimos o microrganismo néo foi detectado no sangue das
aves parasitadas. Em 1923, no Sudao, o primeiro caso de borreliose aviaria foi relatado em
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galinhas domeésticas e a doenca foi descrita como a maior causa de morte naquele periodo. No
Paquistdo, B. anserina foi isolada de Argas sp. (ASLAM et al., 2012). Cooper e Bickford
(1993) relataram um surto em galos de rinha no estado da California, Estados Unidos da
América. Marchoux e Salimbeni (1903) foram os primeiros a relatar no Brasil um surto
natural em galinhas, e através de estudos, demonstraram que carrapatos do género Argas eram
0s vetores responsaveis pela transmissdo do patdgeno de galinhas doentes para outras
saudaveis.

Em muitos paises, no passado, a espiroquetose foi relatada como uma doenca severa
que afetava a industria avicola (ARAGAO, 1911; GORRIE, 1950) e atualmente est4 limitada
a pequenas criacdes de subsisténcia ou venda para locais restritos onde hé o carrapato vetor.

Sakharoff, em 1891 nomeou o0 organismo como Spirochaeta anserina (WENYON,
1926). Contudo, durante o inicio do século XX, B. anserina foi denominada de diferentes
maneiras (KNOWLES et al., 1932). Encontram-se no Manual Bergey de Bacteriologia
Determinativa, edicdo de 1984, as seguintes sinonimias: Spirochaeta gallinarum, Treponema
anserinum, Spirochaeta anserina e Spirochaeta anatis (KRIEG; HOLT, 1984).

Estas diversas nomeacdes ocorreram pelo fato de testes de imunidades cruzadas em
aves de laboratério com cepas de diferentes regiGes terem dado negativos. A classificacdo
taxondmica desta espiroqueta, de acordo com os taxons de bactérias (BARBOUR; HAYES,
1986; NCBI, 2005), esta representada da seguinte maneira:

Reino - Procaryotae

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

Espécie - Borrelia anserina

2.2.2. Morfologia da Borrelia anserina

O agente etiol6gico da espiroquetose aviaria € a B. anserina, uma bactéria Gram-
negativa, microaerofila, de corpo helicoidal, com aproximadamente 15 a 20 fibrilas axiais ou
flagelos periplasmaticos (HOLT et al., 1994). Sdo extremamente mdveis, possuem de 4 a 7
ondulacGes e apresentam um Unico cilio em cada extremidade (BOERO, 1967). Sdo
constituidas de um cilindro protoplasmatico, onde em sua regido terminal estdo inseridos seus
flagelos periplasmaticos (BARBOUR; HAYES, 1986). Morfologicamente, o género Borrelia
também possui numero reduzido de espiras em detrimento de outras bactérias da familia
(PFISTER et al., 1994; QUINN et al., 1994), entretanto dentro de uma mesma espécie pode
haver pleomorfismo (BENNETT., 1995). Sua reproducdo se da por meio de fissdo binaria
transversal (AUSTIN, 1993).

2.2.3. Epidemiologia

A espiroquetose aviaria foi diagnosticada no Rio de Janeiro por Marchoux e
Salimbeni, em 1903 e € uma doenca septicémica aguda que acomete aves dos grupos dos
galiformes, anatideos, passeriformes, columbiformes e algumas aves silvestres (WOUDA et
al., 1975; QUINN et al., 1994). Os principais hospedeiros naturais sdo a galinha domestica



(G. gallus), os perus (Melleagridis gallopavo), patos (A. cygnoides), faisGes (Phasianus
colchicus) e os canérios (Serinus canarius) (McNEIL, et al., 1949).

Segundo estudos de Hutyra et al (1947), o periodo pré-patente da infeccdo nas aves,
quando transmitida por picadas de carrapatos infectados, € de quatro a seis dias e o periodo de
incubacdo da doenca € em média de trés a oito dias (BOERO, 1967; BIER, 1985). Estudos
experimentais envolvendo infeccdo com B. anserina, demonstraram que o periodo pré-patente
¢ de 48 horas poés-inoculacdo de sangue citratado infectado por via intramuscular
(SHOMMEIN; KHOGALLI, 1974; BANDOPADHYAY; VEGAD, 1983).

2.2.4. Criopreservacao e manutencao de Borrelia anserina

A criopreservacdo ¢ uma técnica de eleicdo em muitos bancos de microrganismos,
tendo em vista que fornece uma continua fonte de tecidos e células vivas geneticamente
estaveis para diversos fins, além de auxiliar em pesquisas e processos biomédicos
(BROCKBANK et al., 2007). Culturas bacterianas sdo mantidas a longos prazos atraves da
padronizacdo das técnicas de congelamento (HOLLAND et al., 2003). Segundo Michel e
Garcia (2003), infecgdes experimentais utilizando bactérias criopreservadas, tém comprovado
gue o agente etiolégico mantém sua viruléncia ap6s o processo de congelamento a -70°C.
Uma variedade de experimentos, onde se foi necessério a manutencdo de B. anserina foram
realizados a partir de sua refrigeracdo e congelamento.

Labruna et al (1999), antes da criopreservagdo, submeteram amostras de soro de aves
experimentalmente infectadas a dois processos de estabilizacdo, utilizando glicerol a 50% e
dimetil-sulfoxido (DMSO) a 10%. Embora a adi¢do de ambos os estabilizantes terem mantido
a infectividade da cepa, 0 DMSO a 10% no soro de galinha se mostrou mais eficiente como
criopreservante.

Muitos estudos sobre a preservacao, estabilizacdo e 0 meio de suspensao mais eficazes
para conservar a cepa de B. anserina foram realizados. Dhawedkar e Dhanesar (1983), apds
muitos estudos com a B. anserina no nitrogénio liquido, comprovaram que o sangue infectado
adicionado de citrato de sddio, estabilizante de glicerol 6 a 10% e o meio de Hank para
suspensdo, obtiveram resultados satisfatorios.

B. anserina tem sido mantida em laboratério através de passagens sanguineas
sucessivas em aves jovens ou ovos embrionados (LEVINE et al., 1990; BARNES, 1997;).
McKercher (1949) submeteu uma cepa de B. anserina por vinte passagens sucessivas em ovos
embrionados, obtendo resultados satisfatérios quando a inoculagdo foi feita sobre a membrana
corio alantdide. O cultivo in vitro de B. anserina € um procedimento ndo muito simples, pelo
fato desta bactéria ter uma caracteristica fastidiosa e necessitar de um alto padrdo nutricional
do meio (McNEIL et al., 1949; MERCHANT; PACKER, 1965; HOLT et al., 1994). Levine
et al (1990), apds estudar o comportamento de B. anserina no meio BSK, relatou que as
espiroquetas, por volta da décima segunda passagem, tiveram sua viruléncia bastante
reduzida.

2.2.5. Aspectos bioldgicos do carrapato Argas (Persicargas) miniatus

O vetor responsavel pela transmisséo da borreliose aviaria € um carrapato pertencente
a familia Argasidae (Canestrini, 1890) e ao género Argas. Na regido neotropical sdo
conhecidas 10 espécies do género, que abrangem cerca de 60 espécies em todo 0 mundo. Na
Europa, a transmissdo ocorre pelo parasitismo de A. persicus e A. reflexus. Em Portugal, foi
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relatado pela primeira vez a presenca de A.(A) reflexus reflexus, em locais onde existiam
ninhos de pombos e em paredes de madeira onde serviam de ninhos de pardais (ROSA et al,
2004). Na Africa e na Australia a enfermidade é transmitida por A. persicus. Primeiros
registros de A. persicus stricto sensu foram encontrados no sul da Austrélia, sendo a uUnica
espécie encontrada em aves domeésticas (PETNEY, 2004). Esta espécie é um dos principais
vetores que transmitem uma diversidade de agentes etioldgicos nesta regido. Na Africa, Argas
africolumbae Hoogstraal et al., 1975 foi descrito e seus estagios imaturos e adultos criados em
laboratério (HOOGSTRAAL et al., 1975), sendo seu parasitismo ligado a aves selvagens.
Nas Américas, a doenca € transmitida por A. miniatus (HUTYRA, et al., 1974).

O carrapato da espécie A. (P.) miniatus (Figura 1) é a Unica espécie do género que
ocorre no Brasil, e tem como hospedeiros as aves domésticas (G. gallus). Nas Américas do
Sul e Central, casos de sua ocorréncia foram relatados. Apenas no Brasil, estudos realizados
por Rohr (1909), Magalhdes (1979) e Schumaker et al. (1988), evidenciaram aspectos de sua
biologia. De acordo com Kohls et al (1970), essa espécie de carrapato é de suma relevancia
econémica no Continente Americano, pois esta associada a um quadro anémico e espoliativo
das aves parasitadas, assim como a capacidade de transmitir B. anserina e outros patdgenos.
Né&o se conhece sobre a existéncia de hospedeiros silvestres de A. (P.) miniatus.

Esta espécie de argasideo se mantém na natureza principalmente em pequenas cria¢oes
rusticas e domésticas de G. gallus e sua importancia se deve as perdas na produtividade,
decorrente do hematofagismo e da transmissdo de agentes patogénicos, dentre os quais pode-
se citar B. anserina, transmitida pelas vias transestadial e primordialmente transovariana
(MARCHOUX; SALIMBENI, 1903; HOOGSTRAAL, 1979; LISBOA, 2006).

A paralisia por carrapatos € um quadro induzido pelas larvas em aves jovens,
principalmente no final do ingurgitamento (GOTHE; KOOP, 1974; MAGALHAES, 1979;
MANS et al., 2004) cuja ocorréncia e gravidade dependem da quantidade de neurotoxina que
é liberada nos tecidos da ave.

Figura 1. Carrapato adulto da espécie Argas miniatus. Fonte: http://cloud.cnpgc.embrapa.br/controle-do-
carrapato-ms/museu-do-carrapato/

Na auséncia de seus hospedeiros, os carrapatos argasideos podem sobreviver por
longos periodos (HOOGSTRAAL, 1985) e atuam como reservatorios naturais, nos quais as
espiroquetas podem se manter vivas por periodos prolongados.



Argasideos sdo carrapatos heteroxenos, de habito alimentar noturno, que apresentam
no seu ciclo de vida (Figura 2) caracteristicas bioldgicas de estagio larval, que permanece
sobre o hospedeiro pelo periodo de 3 a 7 dias para se alimentar, ninfas que realizam de 3a 5
mudas ou até 7 estagios ninfais dependendo da espécie, estagios ninfais e adultos que se
alimentam entre 10 e 45 minutos, preferencialmente a noite, aléem de possuirem dimorfismo
sexual pouco evidente (KOHLS et al., 1970). As fémeas dependem do repasto sanguineo e de
pelo menos uma cépula inicial para realizar a postura (RHOR, 1909).
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Mymphs leave host
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Figura 2. Ciclo de vida de carrapato argasideo, detalhando suas fases evolutivas, além da identificacdo dos seus
estagios infectivos e de diagnostico. Disponivel em: http://www.cdc.gov/dpdx/ticks/index.html.

Em sua fase de vida livre, o carrapato pode ser encontrado em regides do galinheiro
com pouca luminosidade, formando ninhos e realizando as etapas de muda, periodo de ecdise
e copula. O periodo de fixacdo no hospedeiro estd diretamente relacionado a eficiéncia da
transmissdo, embora para 0S argasideos esse tempo ndo seja relevante (DODGE, 1973;
HOOGSTRAAL, 1985; SONENSHINE, 1991). Segundo os estudos realizados por Balashov
(1972) e Hoogstraal (1985), na familia Argasidae, a transmisséo de borrelia pode ocorrer pela
saliva e também via liquido coxal.

A interacdo da borrelia com o carrapato se manifesta de uma forma tdo estreita, que a
espécie pode ser isolada e identificada com o auxilio do xenodiagnéstico (APPEL et al.,
1993). Trés dias apdés a alimentagdo em uma ave infectada, ja € possivel detectar as
espiroquetas no liquido coxal dos carrapatos. Dentro de 14 dias, decorrente de um processo de
multiplicacdo no interior do carrapato, as espiroquetas ja se encontram instaladas por todo o
corpo, principalmente nas glandulas salivares e tubos de Malpighi (BIER, 1985). No
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momento da transmissdo de A.(P) miniatus para uma ave susceptivel, a saliva do carrapato
age farmacologicamente, bloqueando células fagocitarias e inflamatdrias, contribuindo para a
penetracdo e multiplicacdo do patdgeno (RIBEIRO et al, 1987; URIOSTE et al, 1994).

Boero (1967) afirma que quando o carrapato alcanga seu limite de replecdo e
ingurgitamento, o liquido coxal é liberado na regido préxima das partes bucais. As
espiroquetas, que estdo presentes na hemocele e em todo o organismo do carrapato, migram
para 0 6rgio coxal e sdo expelidas juntamente com o liquido para a regido da picada (BONE,
1939). A transmiss@o ocorre pela penetracdo das espiroquetas através das lesdes ocasionadas
pela introducdo do aparelho bucal dos carrapatos.

A diferenca entre os machos e as fémeas é evidenciada morfologicamente pelas
dimensdes e pelas caracteristicas sexuais secundarias (MAGALHAES, 1979). O periodo de
jejum influencia o peso dos instares ninfais, onde em condic¢des de jejum prolongado (60 dias)
0 numero de instares ninfais ¢é alterado (SANTOS, 2008). Todos os instares do ciclo de vida
do carrapato sdo capazes de transmitir B. anserina (COOPER; BICKFORD, 1993).

Colbnias de Argas spp. infectadas com B. anserina tém sido usadas para manutengédo
de bactérias viaveis e patogénicas (LABRUNA et al., 1999), pois 0s carrapatos atuam como
reservatorios naturais nos quais espiroguetas sobrevivem por um longo tempo
(BURGDORFER, 1985).

2.3. A Espiroquetose aviaria
2.3.1. Sinais clinicos e Diagndstico

Os sinais clinicos da enfermidade sdo caracterizados por hipertermia e polidipsia
inicial, profunda fraqueza muscular, sonoléncia, inapeténcia, diarreia verde escura, podendo
evoluir para um quadro de cianose com hipotermia, paralisia e morte (LISBOA, 2006). Nas
aves enfermas ocorre ainda hepatomegalia com presenca de manchas esbranquicadas e/ou
figado com aspecto de noz moscada e esplenomegalia (BOERO, 1967; BIER, 1985).

O diagnostico de borreliose causada por B. anserina em aves durante a fase aguda
pode ser realizado através de esfregacos sanglineos periféricos, preferencialmente corados
pelo Giemsa, e atraves de exames histopatologicos dos 6rgdos afetados, corados pela
hematoxilina-eosina (SOARES et al., 2000). Pode-se utilizar também como auxilio
diagnostico, a aposicdo de tecidos dos carrapatos como intestino e glandula salivar, e ainda,
exame de hemolinfa e de liquido coxal em microscopia de campo escuro (BIER, 1985). A
espiroqueta se encontra no plasma sanglineo das aves infectadas durante os estagios iniciais
da doenga (DICKIE; BARRERA, 1964; BURGDORFER; SCHWAN, 1991). A concluséo do
diagndstico pode ser auxiliada pela investigacdo e confirmagdo da existéncia do carrapato
vetor nos galinheiros e a presenca de larvas ingurgitadas parasitando as aves enfermas
(BOERO, 1967).

Surtos sdo comumente reportados, mas o diagnostico laboratorial € dificultado, haja
visto que geralmente é realizada antibioticoterapia nas aves imediatamente apds o
aparecimento de mortalidade (GARG; GAUTAM, 1971).



2.3.2. Caracterizacao e alteragdes bioquimicas

Os valores de uma andlise sanguinea hematoldgica e bioguimica sdo amplamente
utilizados para se conhecer o estado fisiologico de um animal. Nas aves, esses valores podem
ser influenciados pela idade, habitat, sazonalidade, momento reprodutivo, tipo de criacéo,
estado nutricional e estresse ambiental (CAMPBELL, 2004; THRALL, 2004). O maximo de
volume de sangue que pode ser coletado equivale a 2% do peso corporal em frangos
saudaveis. Em contrapartida, em animais doentes esse volume de sangue coletado com
seguranca, € no maximo 1% do peso corporal (LUMEIJ, 1997). Os locais de elei¢cdo para
coleta de sangue em aves sdo a veia jugular, veia ulnar, veia metatarsica medial, seio venoso
caudal occipital e através da puncao cardiaca (LEWANDOVSKI et al., 1986).

Nas aves, o0s rins auxiliam a excrecdo de acido Urico pelos tabulos renais (REECE,
2006), sendo juntamente com a uréia, os testes bioquimicos utilizados para avaliar a funcao
renal, embora, a uréia possua valor diagnostico pouco significativo quando comparada ao
acido urico (AMAND, 1986). O acido urico € o principal metabdlito nitrogenado das aves,
com aproximadamente 60 a 80% do total nitrogenado excretado pela urina, sendo a maior
parte de sua concentracdo sanguinea eliminada via secrecdo tubular.

Os niveis de &cido Urico normais para aves jovens variam de 1 a 2 mg/dL, enquanto
gue nas aves em postura, 0s niveis sdo de 2 a 7 mg/dL. Concentracdes sanguineas de acido
urico superiores a 15 mg/dL, sugerem distdrbios na funcdo renal que podem ser causadas por
nefropatias, toxinas ou obstrucdes (AMAND, 1986; LUMEIJ, 1997; SCHIMDT et al., 2007).
A dosagem de creatinina em aves para fins de diagndstico possui pouca importancia, pois a
creatina é eliminada antes da conversdo em creatinina, sendo ideal a dosagem das
concentragcOes plasmaticas de creatina para detectar uma possivel reducdo na taxa de filtracdo
glomerular (LIERZ, 2003).

Assim como nos mamiferos, a dosagem das atividades enziméticas nas aves sdo
essenciais para detectar disturbios hepatocelulares ou exacerbacao de sua producdo. A enzima
aspartato aminotransferase (AST) atua como um marcador sensivel inespecifico de alteracdes
hepatocelulares nas aves. Elevacdes da concentracdo sanguinea de AST podem sugerir um
quadro de lesdo grave e difusa, além de alteracbes musculares devido a sua alta
inespecificidade (KANEKO et al., 1997). Valores de AST acima de 275 UI/L estdo
associados as lesGes hepaticas e musculares, assim como valores superiores a 800UI/L
sugerem danos hepéticos severos (CAMPBELL, 2004). Da mesma forma que em equinos e
ruminantes, nas aves, a enzima alanina aminotransferase (ALT), encontra-se principalmente
no citosol dos hepatocitos e das células musculares. Geralmente, elevacBes na atividade da
ALT estdo relacionadas a lesdo hepatica ou muscular (JAENSCH, 2000; HARR, 2002;
GRUNKEMEYER, 2010). A atividade da ALT na maioria das espécies de aves varia de 19 a
50 UI/L (LUMEL, 1997; CAMPBELL, 2004).

As concentracOes de glicose no sangue variam dependendo da espécie e na maioria
das espécies variam de 200 a 500 g/L (THRALL et al., 2004). A hipoglicemia da ave pode ser
provocada por inanicdo prolongada, doenca hepatica severa, septicemia, enterotoxemia e
problemas enddcrinos como hipotireoidismo. O quadro hiperglicémico é estabelecido em
situacOes onde as aves apresentam no sangue, altos niveis de glicocorticoides endogenos ou
exogenos em situagdes como esforco, excitagdo, temperaturas extremas, estresse ou
medicacdo com glicocorticoides (CAPITELLI; CROSTA, 2013).

Os valores de proteina total nas espécies de aves costumam ser menores quando
comparados com os dos mamiferos, geralmente variam de 2,5 a 4,5 g/L (HARR, 2002). A
hipoproteinemia pode ser causada por excesso de hidratacdo, diminuicdo da producgédo de
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albumina ou globulinas e pela perda de proteinas associada a hemorragia,vasculite, nefropatia
ou enteropatia. Ja nos casos de elevagdo da concentracdo de proteinas, os valores passam a ser
mais significativos quando avaliados concomitantemente com o hematocrito e sugerem
desidratacdo ou aumento na sintese de globulinas (MELILLO, 2013; CAPITELLI; CROSTA,
2013).

O colesterol é eliminado na forma de &cidos biliares e os valores de referéncia para
aves variam de 100 a 250 g/L. Casos de obstrucdo biliar extra-hepatica, fibrose hepatica,
lipemia, inanic¢do, hiperplasia de condutos biliares ocasionam altos valores de colesterol.
Niveis reduzidos de colesterol podem estar associados a fases terminais da integridade
hepética e um quadro de inani¢cdo (HOCHLEITHNER, 1994; THRALL et al., 2004).

Outros estudos com infecgdes experimentais em G. gallus, também relatam alteracfes
na bioquimica sérica de aves enfermas, como o realizado por Rivetz et al (1977a), ap6s
infectar galinhas com cepas de Newcastle patogenicamente diferentes; Rivetz et al (1977b),
apos transmitir experimentalmente B. anserina em galinhas domésticas e Vashist (2011)
através da transmissdo de B. anserina e Plasmodium juxtanucleare (Versiani & Gomes,
1941).

2.3.3. Caracterizacao e alteracfes anatomo-histopatologicas

McNeil (1949) apo6s estudar a infeccdo por B. anserina em perus, detalhou o exame
histopatoldgico e as alteragdes causadas pela doenca no bacgo, figado, pulmdes, rins,
miocardio, intestino e cérebro. Shommenin e Khogali (1974) realizaram um estudo sobre a
histopatologia e o diagnostico da borreliose aviéria, atraves de exames dos 6rgdos afetados
corados pela hematoxilina-eosina (HE). As espiroquetas podem ser visualizadas em tecidos,
quando utilizada coloracéo a base de prata (BARBOUR; HAYES, 1986; QUINN et al., 1994).

As lesbes mais importantes observadas no exame p6s-mortem das aves infectadas séo
encontradas no baco e figado. O sistema imunolégico das aves assemelha-se ao dos
mamiferos (VAINIO; IMHOF, 1995), todavia, a estrutura e a diferenciacdo dos érgdos
apresentam diferencas. O baco é o 6rgdo linféide secundario mais importante nas aves, possui
formato arredondado e segmentado em dois compartimentos: o primeiro é responsavel por
armazenar eritrocitos e deter antigenos, chamado polpa vermelha e o segundo é encarregado
das respostas imunoldgicas, rico em linfocitos, chamado polpa branca (TIZARD, 2002). Na
espiroquetose aviaria, 0 aumento do baco é constante, com lesdes caracterizadas por areas de
infartos anémicos e hemorragicos. Estas lesdes sdo produzidas por embolias capilares devido
ao grande acumulo de espiroquetas durante o pico de parasitemia (BOERO, 1967). Nasri et al
(2010) e Bandopadhayay e Vegad (1983), estudaram a patologia da espiroquetose aviaria em
aves de diferentes idades e demonstraram que o bago de todas as aves infectadas no
experimento apresentaram graus variados de aumento do 6rgdo e manchas em sua superficie.
Microscopicamente, o tecido esplénico acometido evidencia a presenca de inumeras células
monocitarias, inclusdes e vacuolizagcdes devido a intensa atividade dos macrofagos (BOERO,
1967).
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Inimeras alteracfes hepaticas podem ser encontradas no figado de frangos, que podem
incluir distarbios circulatorios, toxicos, infecciosos e neoplasicos. Diversas lesGes no figado
sdo inespecificas quanto a etiologia, mas fornecem informacGes essenciais sobre a ocorréncia
de enfermidades sistémicas (HOERR, 1996). As alteracfes hepaticas macroscopicas podem
afetar sua forma, coloracéo, tamanho e consisténcia, além da producéo de lesdes visiveis. De
acordo com Boero (1967), o figado acometido pela borreliose, apresenta-se aumentado de
tamanho, friavel, com pequenos focos de necrose, mostrando degeneracdo gordurosa difusa
com aspecto brilhante e coloragdo amarelada. A vesicula biliar encontra-se distendida e
repleta, contendo bile verde escura e espessa.

A necropsia, 0s rins encontram-se hiperémicos e hemorragicos, com areas extensas de
congestdo, aumentados e levemente friaveis. Microscopicamente, ocorre também uma intensa
descamacdo dos tubos coletores com depositos hialinos e uma infiltracéo linfocitica no tecido
intersticial. O coracdo apresenta lesbes principalmente a nivel de miocéardio, constituindo um
processo inflamatério da regido. Outras alteragdes podem ainda ser encontradas como,
tumefacdo das fibras musculares e pericardite com presenca de um exsudato fibrinoso da
cavidade (McNEIL, 1949; BOERO,1967).

No SNC, mais precisamente no cérebro e cerebelo sdo encontradas as alteragdes mais
caracteristicas da enfermidade, como uma grande &rea de congestdo meningea, presenca de
perivasculite e hiperemia do cortex (BOERO, 1967).

Conforme Hutyra et al (1947), as espiroquetas multiplicam-se primeiramente no
figado, no baco e na medula 6ssea. Quatro a seis dias depois, migram para a circulacdo
sanguinea onde ocorre intensa multiplicacdo, produzindo substancias téxicas e levando o
hospedeiro a acessos febris, acimulos celulares e perivasculites nos érgdos acometidos.

Técnicas de coloracdo sdo amplamente utilizadas para a observacao das espiroquetas
nos tecidos acometidos pela infeccdo por B. anserina. Técnicas de impregnacdo por prata sdo
as mais eficazes na demonstracdo de algumas bactérias especificas, como Helicobacter pylori
(Marshall e Warren, 1980), Legionella pneumophila (Brenner; Steigerwalt; McDade, 1979),
além do grupo das espiroquetas. Levaditi (1905) utilizou a impregnacdo por prata em blocos
de tecido para visualizar Treponema pallidum (Schaudinn e Hoffman, 1905) o agente
causador da sifilis. Vail (1987) e Churukian (1988) descreveram a utilizacdo de forno
microondas como uma das modificacGes feitas para aprimorar a técnica de coloracédo de prata.

Burns (1982), utilizando o método modificado de coloracdo de prata de Dieterle
conseguiu demonstrar espiroguetas em cortes de tecido intestinal. A técnica modificada de
Whartin-Starry (1920) é geralmente muito utilizada nos laboratérios, pois envolve
procedimentos que coram 0s organismos de forma consistente e produz eficientemente uma
coloracdo de fundo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencéo das aves

Para realizagdo do experimento foram adquiridas 40 aves de 1 dia de vida, de mesmo
lote, sexo e da espécie G. gallus, linhagem comercial “Redbro Plumé” ou “Caipira Francés”
com aptiddo para corte. As aves foram obtidas de um nicleo avicola localizado no municipio
de Caxias do Sul — RS, classificado por sua finalidade como Granja de Matrizes de Galinha
(G. gallus domesticus). As aves foram vacinadas ainda no incubatério contra a Doenca de
Marek e Bouba aviaria e monitoradas segundo o certificado de vacinacdo e guia de transito
animal (Anexo 1) e suas matrizes foram consideradas isentas de Salmonella spp. e
Mycoplasma spp. (Anexo I1).

3.2. Local de execucgao do estudo

As aves foram criadas e mantidas no biotério pertencente ao Laborat6rio de Doencas
Parasitarias, Departamento de Epidemiologia e Saude Publica, Instituto de Veterinaria da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) e biotério anexo, ambos localizados
no prédio do Projeto Sanidade Animal (PSA/UFRRJ).

3.3. Criagdo e manejo das aves

As aves foram acondicionadas em um circulo de prote¢do caracteristico para esta fase
inicial de crescimento das aves, com dimensdes e recursos ideais, em relacdo a altura,
didametro, arracoamento e agua, visando maior conforto das aves no interior da construgédo
(Figura 3). A cama do interior do circulo de protecdo foi revestida por maravalha para
facilitar a absorcdo dos excrementos. Antes da chegada das aves, foi instalada uma campéanula
para fornecer o aquecimento adequado do ambiente a uma temperatura aproximada de 32°C
(Figura 4). Até o sétimo dia de vida das aves, a temperatura foi mantida por volta de 30°C, o
diametro do circulo de protecdo foi aberto gradativamente e as aves foram realojadas em
gaiolas suspensas. Todas as técnicas e atividades exercidas nesta etapa de criacdo e manejo
dos pintos, com o proposito de fornecer o maximo de conforto e bem-estar, foram seguidas
rigorosamente (AVILA, 2004).

A partir da segunda semana de vida até o término do experimento, as aves foram
mantidas em gaiolas suspensas, em um recinto com janelas teladas, ventilado, com presenca
de exaustdo de ar. Foram alojadas duas aves por gaiola, com fornecimento diério de agua e
racdo, todas submetidas as mesmas condi¢Bes de luminosidade, temperatura, ventilacdo e
possiveis causas de estresse. Todo o experimento foi realizado no periodo de abril a setembro
de 2014.
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Figura 3. Circulo de Protecdo para alojar as aves durante a fase inicial de criacdo.

Figura 4. Medig¢8o da temperatura no interior do circulo de protecao.

3.4. Obtencdo, formulacéo e fornecimento de racao as aves

A alimentaco das aves durante o experimento foi conduzida de modo a atender todas
as necessidades e exigéncias nutricionais para frangos de corte desta linhagem. Para obter o
desenvolvimento adequado das aves, em todas as etapas do manejo alimentar, foram seguidas
formulacgBes, quantidades e exigéncias nutricionais especificas de cada fase. A racdo foi
elaborada na Fabrica de Racdo do Instituto de Zootecnia da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRRJ) e produzida a base de suplementos minerais e vitaminicos com
auséncia de coccidiostaticos, antibiéticos e de promotores de crescimento.

A formulagdo, composicdo e as exigéncias nutricionais da ra¢do foram calculadas e
produzidas de acordo com o peso e a fase de crescimento das aves, que compreendeu as fases
inicial (Anexo I11), de crescimento (Anexo 1V) e acabamento (Anexo V). As ragdes foram
formuladas de acordo com as tabelas de “Exigéncias Nutricionais para frangos de corte
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colonial Embrapa 041 por fase de criacdo” (BASSI et al., 2006) (Anexo VI) e de “Sugestédo
de formulas de racdo para frangos de corte colonial” (AVILA et al., 2005) (Anexo VII). A
quantidade de racdo oferecida as aves durante as fases de crescimento foi aumentada
gradualmente para suprir as necessidades nutricionais e fisiologicas dos animais.

3.5. Procedimento experimental

No inicio do experimento, as aves encontravam-se com 49 dias de idade e no dia
anterior foram submetidas a analise por meio de esfregacos sanguineos corados pelo Giemsa
(eosina azul de metileno, Giemsa - Merck) para avaliar se havia presenca de hemoparasitos e
todas foram negativas segundo a analise microscépica.

3.6. Pesagem e avaliacdo da presenca de sinais clinicos nas aves

A pesagem das aves foi realizada em sete momentos diferentes durante o
procedimento experimental, através de balanca digital portatil com gancho. A medicédo
ocorreu aos 49, 53, 57, 61, 65, 69 e 73 dias de vida.

As aves foram observadas diariamente em relacdo as alteragdes clinicas como cor das
mucosas, cor e consisténcia das fezes, letargia ou prostracdo, penas arrepiadas, ingestdo de
alimentos e a verificacdo da temperatura corporal foi realizada diariamente até o décimo sexto
dia pos-inoculacdo (DPI). A mensuracdo da temperatura retal foi feita através de termémetro
clinico digital, levando-se em consideracao aspectos individuais das aves, como a influéncia
do peso, idade, umidade relativa do ar e consumo de alimento nas possiveis oscilacbes na
temperatura.

3.7. Origem, preparo do indculo e manutencéo de Borrelia anserina

O soro com a cepa de B. anserina foi cedida gentilmente pelo Prof. Dr. Romario
Cerqueira Leite da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Essas amostras de soro
infectadas foram mantidas em nitrogénio liquido, submetidas a uma temperatura de -196°C,
com adi¢do de DMSO a 10% como criopreservante (LABRUNA et al., 1999) no Laboratdrio
de Doencas Parasitarias do Departamento de Epidemiologia e Saude Publica, Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro/ Projeto Sanidade Animal.

Para obtencdo de cepa de segunda passagem, uma ave adulta comprovadamente livre
de hemoparasitos, através de esfregaco sanguineo corado pelo Giemsa, foi imunossuprimida
com Acetato de metilprednisolona (Depo — Medrol®) (SOUZA, 1998), administrado por via
intramuscular, em dose Unica de 30 mg/Kg/PV (Anexo VIII). No dia seguinte esta ave
recebeu o indculo de 0,5 ml de soro infectado com B. anserina (LISBOA et al 2009),
coletando-se sangue diariamente através de tubos capilares de micro-hematocrito submetidos
a centrifugacdo. O soro obtido foi analisado em microscopia de campo escuro para verificar a
presenca de espiroquetas. No quarto dia pos-inoculacdo (DPI), depois de constatado o pico de
parasitemia, foram coletadas amostras desse soro de segunda passagem.

3.8. Origem e infeccao dos carrapatos

Os carrapatos utilizados no experimento sdo oriundos de criagcdes familiares de G.
gallus, localizadas no municipio de Trés Rios, RJ e Rio de Janeiro, bairro de Santa Cruz, RJ.
Foram identificados como pertencentes a espécie A. (P.) miniatus, segundo Magalhées (1979).
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Os argasideos foram mantidos no Laboratério de Doencas Parasitarias em uma estufa do tipo
Biochemical Oxigen Demand (B.O.D.) a uma temperatura ideal de 27 = 1°C, umidade relativa
de 80% em todas as fases evolutivas de seu ciclo biolégico. Para aumentar a populacdo da
colonia, foram realizadas infestacOes e recuperacOes de larvas ingurgitadas, utilizando-se
pintos de 10 dias de vida, acondicionados em uma caixa adequada com comedouro e
bebedouro (Figura 5). A caixa foi revestida em suas bordas com fita adesiva dupla face para
evitar a fuga das larvas e coberta em sua totalidade por uma lona porosa transparente para
facilitar a visualizagéo dos carrapatos (Figura 6). Foram improvisados ninhos de papeldo para
fornecer abrigo devido ao habito nidicola dos carrapatos desta espécie (Figura 7). Apoés a
primeira coleta das larvas, foram realizadas mais trés alimentacfes desses carrapatos em aves
adultas saudaveis, comprovado através de esfregacos sanguineos, para estabelecer um numero
significativo de ninfas de terceiro instar e iniciar o procedimento experimental.

Para obtencdo da infeccdo dos carrapatos, as ninfas de segundo instar foram colocadas
para se alimentar na ave que inoculada com B. anserina de segunda passagem, quando a
mesma se encontrava no pico de espiroquetemia, até ficarem repletos e completar seu
ingurgitamento. Ap6s uma semana, foi possivel através de uma andlise microscopica em
campo escuro, detectar a presenca de inimeras espiroquetas no liquido coxal dos carrapatos.

Figura 5. Infestagdo de pintos de 10 dias de vida com larvas de Argas miniatus, visando & recuperagdo de larvas
ingurgitadas.
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Figura 6. Improvisacao de técnica para recuperacédo de larvas de Argas miniatus e utilizagdo de uma lona porosa
de cor branca envolvendo a caixa para facilitar a coleta.

Figura 7. Interior da caixa onde os pintos foram alojados para infestacdo, mostrando o fundo revestido com
pedacos de papeldo para servir de abrigo para as larvas ingurgitadas de Argas miniatus.

3.9. Delineamento experimental

As aves foram divididas em quatro grupos inteiramente casualizados com dez animais
em cada.

Grupo 1 Inoculado com soro recuperado de duas passagens em ave infectada

Grupo 2 Grupo controle do Grupo 1 — inoculado com solugdo fisiologica a 0,9%

Grupo 3 Grupo infestado com ninfas de terceiro instar de A. miniatus infectados com B.
anserina através da alimentacdo em ave infectada

Grupo 4 Grupo controle do Grupo 3 — infestados com ninfas de A. miniatus de terceiro
instar livres de B. Anserina
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Todos os grupos foram alojados em gaiolas suspensas, com dois animais por gaiola.
As aves foram identificadas por meio de anilhas de pléstico colocadas em uma das patas, com
0 respectivo numero do animal (Figura 8).

Figura 8. Método de identificacdo das aves através de anilha de plastico na pata, com o respectivo ndmero da
ave.

3.10. Procedimentos experimentais nos Grupos

As amostras de soro infectado com B. anserina foram descongeladas em banho-maria
a uma temperatura de 32°C + 1. As amostras foram diluidas com 90 uL de Phosphate
Buffered Saline (PBS) 10x na proporc¢do de 1:10 e as espiroquetas foram contadas utilizando
Cémara de Neubauer, através do protocolo de contagem de espiroquetas e pela utilizacdo da
seguinte férmula: Contagem de Espiroquetas / 4 x diluicio x 10* = espiroquetas/mL :
(ABARACON, 1987). A visualizacdo foi feita em microscopio OLYMPUS BX 41 de
contraste de fase com campo escuro e a contagem foi realizada através de um contador
manual de células.

As aves do Grupo 1 receberam o inoculo de 250 pL de soro infectado, com
concentracdo de 3,7 x 10° espiroquetas/mL (Figura 9) e aves do Grupo 2, o inéculo de 250
uL de soro fisiolégico a 0,9% (Figura 10), ambos 0s grupos por via intramuscular.

Quatro ninfas de A. miniatus de terceiro instar infectadas, foram colocadas para
alimentar-se até completar o ingurgitamento em cada ave do Grupo 3 (Figura 11). Durante a
alimentacédo dos carrapatos, as aves tiveram as patas e a cabeca contidas para evitar a ingestdo
das ninfas. As ninfas foram colocadas na face interna das asas da ave, onde sua area de
deslocamento foi limitada, com isso foi possivel visualizar o carrapato durante todo o
processo. Nas aves do Grupo 4, foram alimentadas quatro ninfas de terceiro instar, livres de
B. anserina (Figura 12). O resto do procedimento ocorreu assim como o descrito para o
Grupo 3.
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Figura 10. Inoculagéo intramuscular de soro fisioldgico a 0,9% em uma ave do Grupo 2.

Figura 11. Alimentac&o das ninfas de terceiro instar infectadas com Borrelia anserina em uma ave do Grupo 3.
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Figura 12. Alimentacdo das ninfas de terceiro instar livres de Borrelia anserina em uma ave do Grupo 4.

3.11. Espiroquetemia

Amostras de sangue foram coletadas diariamente dos grupos infectados (Grupos 1 e3),
através de capilares de micro-hematocrito, sendo centrifugados para obtengdo do soro. O soro
obtido foi diluido em solucgdo salina de PBS para auxiliar na contagem das espiroquetas.

Foram avaliadas as concentragdes de espiroquetas/mL durante o curso da infecgédo a
partir do primeiro até o 9° dia ap0s a inoculagédo pelo soro infectado. O soro foi colocado em
Cémara de Neubauer (Figura 13) e foi realizada a contagem de espiroquetas em microscépio
de contraste de fase invertida, com aumento de 20x.

Figura 13. Utilizagdo da Camara de Neubauer para a realizagdo da contagem de espiroquetas durante o curso da
infeccdo.

3.12. Coleta de sangue e analise bioquimica

Amostras de sangue total das aves dos quatro grupos experimentais foram coletadas
trés dias antes do inicio do experimento, aos 46 dias de vida, e depois aos 53, 57, 61, 65, 69 e
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73 dias de vida. A coleta foi realizada, sempre a tarde e através de venopuncdo da veia
metatérsica medial (Figura 14) utilizando-se uma seringa de 3 mL, sendo obtido um volume
de 4 mL de sangue total de cada ave. No momento da coleta, o sangue foi imediatamente
acondicionado em tubos do tipo Eppendorf de 2 mL e preservados em caixa de isopor
contendo gelo, com a finalidade de transportar as amostras em seguranca para o laboratorio.

Figura 14. Coleta de sangue realizada na veia metatarsica medial.

As amostras de sangue foram centrifugadas e o soro obtido foi conservado em freezer
a -80°C, sendo gradativamente processados no Laboratério de Quimioterapia Experimental
em Parasitologia Veterinaria (LQEPV/UFRRJ) e submetidos a analise de bioguimica sérica.
Foram avaliados 0s seguintes parametros bioquimicos: Aspartato aminotransferase (AST),
Alanina aminotransferase (ALT), glicose, &cido Urico, creatinina, proteinas totais e colesterol
total. Os Grupos 2 e 4 foram utilizados como controles internos para 0s grupos 1 e 3
submetidos a infec¢do, funcionando como meios de comparacdo e/ou valores de referéncia.
Sendo assim, todos os grupos sofreram as mesmas condi¢Oes experimentais

Para proceder a andlise das amostras de soro, foi utilizado o analisador A15
automatizado (Applied Biosystems). As analises foram feitas pelo método colorimétrico,
através de “kits” comerciais (Biosystems Reagents e Instruments).

Para a determinacéo da glicose, 3 pL de soro foram adicionados a 300 pL do reagente
(100 mmol/L de fosfato, 5 mmol/L de fenol, 10 U/ml de glicose-oxidase, 1 U/ml de
peroxidase, , 0,4 mmol/L de 4 — aminoantipirina e pH de 7,5) e o produto originado pela
oxidacdo de 4 — aminoantipirina, foi determinada por espectofotometria de absor¢do maxima
a 510 nm. A solucdo padrdo de glicose foi utilizada a uma concentracdo de 100 mg/dL
(TRINDER, 1969), sendo as leituras expressas em mg/dL.

Para avaliar a atividade enzimatica de ALT, 25 pL foram adicionados a 300 pL do
reagente (150 mmol/L Tris, 750 mmol/L de L — alanina, desidrogenase lactica > 1350 UJ/L,
pH 7.3, 1,3 mmol/L NADH, 75 mmol/L de 2 — oxoglutarato, 148 mmol/L de hidroxido de
sodio, 9,5 g/L de azida de sddio) e o produto formado foi determinado por espectofotometria
de absor¢do maxima a 340 nm. As leituras foram expressas em U/L.
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Para a determinacdo da atividade enzimatica de AST, 25 pL de soro foram
adicionados a 300 pL de reagente (121 mmol/L de Tris, 362 mmol/L de L-aspartato,
desidrogenase malactica > 460 U/L, desidrogenase lactica > 660 U/L, pH 7.8, 1,3 mmol/L de
NADH, 75 mmol/L de 2-oxoglutarato, 255 mmol/L de hidréxido de sodio, 9,5 g de azida de
sodio), sendo formado um produto por espectofotometria de absor¢do maxima de 340 nm. As
leituras foram expressas em U/L.

Para a mensuracao das proteinas totais, 4 pL de soro foram adicionados a 300 uL de
reagente (6 mmol/L de acetato de cobre, 12 mmol/L de iodeto de potéssio, 1,15 mol/L de
hidroxido de sddio), sendo o produto originado por espectofotometria de absorcdo de no
maximo 540 nm, utililizando-se albumina de soro de ave, como solucdo padrdo a uma
concentracdo de 50 g/L (GORNALL et al., 1949). As leituras foram expressas em g/L.

Para a determinacdo dos pardmetros bioquimicos de fungdo renal foram realizados os
seguintes métodos: para determinar o acido urico, 25 pL de soro foram adicionados a 300 pL
de reagente (100 mmol/L de fosfato, 1,5g/L de detergente, 4mmol/L diclorofenolsulfonato,
uricase > 0,12 U/mL, ascorbato oxidase > 5 U/mL, peroxidase > 1 U/mL, 0,5 mmol de 4-
aminoantipirina, pH 7.8) e o produto formado por espectrofotometria de absor¢do maxima a
520 nm. As leituras foram expressas em mg/dL. Na determinacdo da creatinina, 0,1 uL de
soro foram adicionados a 1 ml de reagente (0,4 mol/L de hidroxido de sodio, detergente, 25
mmol/L de Acido picrico), e o produto formado pela espectrofotometria de absor¢do maxima
de 500nm. As leituras foram expressas em mg/dL.

Na determinacdo do colesterol total, 10 puL de soro foram adicionados a 300 pL de
reagente (0,05 mmol/L de colato de sddio, 28 mmol/L de fenol, colesterol esterase > 0,2
U/mL, 0,5 mmol/L de 4-aminoantipirina, pH 7.0) e o produto originado por
espectrofotometria de absor¢do maxima foi de 500 nm. As leituras foram expressas em
mg/dL.

3.13. Necropsia e coleta de material

Duas aves do grupo 1 e duas do grupo 2, foram eutanasiadas no quarto DPI do soro
infectado no grupo 1, periodo no qual ocorre o pico de parasitemia de acordo com Nasri et al
(2010). Duas aves do grupo 3 e duas do grupo 4, foram eutanasiadas no oitavo DPI do grupo
3, periodo em que ocorre 0 pico de parasitemia quando pela alimentacdo de carrapatos
infectados (HUTYRA et al., 1947; McNEIL et al., 1949; BOERO, 1967; BIER, 1985).

As aves foram eutanasiadas conforme os métodos recomendaveis descritos nas
Diretrizes da Pratica de Eutandsia do CONCEA para aves (2013). Para a realizacdo da
eutanasia, foi administrado por via endovenosa, 1mL/kg/PV de Tiopental sédico (Anexo
VIII). As aves foram auscultadas durante o procedimento para comprovar a reducdo do
batimento cardiaco e a eficiéncia da pratica. A necropsia das aves e a coleta de material foram
realizadas de acordo com o Manual de Necropsia do Centro de Diagnostico e Pesquisa em
Patologia Aviaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CDPA/UFRGS).
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3.14. Exame macroscopico dos 0rgaos

Fragmentos de figado, baco, coracdo, rins e sistema nervoso central (SNC) foram
coletados e avaliados quanto & sua consisténcia, formato, tamanho e cor. Todos 0s 6rgaos
foram examinados ainda na carcaca e posteriormente separados e examinados.

3.15. Técnicas de confeccdo, montagem e coloracao das laminas

Todos os procedimentos histologicos realizados a partir dos fragmentos dos 6rgéos
obtidos durante a necropsia foram realizados no Laboratério de Histopatologia da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

As amostras de fragmentos dos érgéos das aves enfermas foram submetidas a cortes
histologicos que envolveram uma série de etapas segundo Timm (2005), essenciais a
preservacdo e visualizagdo das estruturas celulares. A coleta obedeceu ao limite de 5 mm de
espessura, a fim de evitar alterac6es autoliticas nos tecidos. Fragmentos de tecidos saudaveis
das aves do grupo controle também foram coletados para fins de comparacao.

Os fragmentos obtidos no momento da necropsia foram imersos em formol tamponado
a 10% para garantir a boa preservacao das estruturas. Para garantir a eficiéncia do processo de
fixacdo, o volume de formol foi ajustado para dez vezes o tamanho do fragmento.

Os fragmentos foram clivados e colocados em cassetes histologicos, identificados e
processados segundo a técnica histoldgica padrédo (ou de rotina).

Os cortes histoldgicos foram submetidos as coloragfes de Hematoxilina-Eosina
(Harris, 1900) e pelo método de impregnacdo por prata (Whartin & Starry, 1920). As
alteracOes histopatoldgicas foram observadas em microscopio HUND WETZALAR H600 e
as imagens capturadas pela camera digital NIKON COOLPIX 4300. As espiroquetas foram
visualizadas pelo mesmo microscépio, utilizando-se 6leo de imerséo e objetiva de 100x.

3.16. Analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, subdividido em
parcelas, apresentando quatro tratamentos em cada parcela, com dez repetices por
tratamento. Os gréficos foram plotados no Microsoft Excel 2007 e a analise quantitativa dos
parametros estudados foi realizada através do programa estatistico Statgraphics Centurion
XVI1 — Version 16.2.04 (64-bit); os dados foram analisados de forma independente para cada
grupo experimental em cada dia de infecgdo, o que permitiu calcular os valores de média,
desvio-padréo, variancia, coeficiente de variagdo, erro padrdo, maximo e minimo. Foi
realizado um tratamento estatistico de analises de componentes principais (PCA) para 0s
dados de peso médio corporal e pardmetros bioquimicos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Parametros epidemioldgicos e espiroquetemia

A analise microscépica do soro do Grupo 1, revelou a presenca de inumeras
espiroquetas aglomeradas (Figura 15). Os valores medios em dias de 2 + 0,30 e 5 £ 1,38
obtidos do Grupo 1, corresponderam aos indices epidemioldgicos de periodo de pré-paténcia e
periodo de paténcia, respectivamente, enquanto para o Grupo 3, o periodo pré-patente foi em
dias de 5 + 0,97 e o periodo de paténcia, também em dias foi de 5 + 1,03 (Tabela 1).

Figura 15. Visualizagdo do soro das aves do Grupo 1, mostrando grande quantidade de espiroquetas no pico de
parasitemia da infecgdo e o comportamento de aglomeracdo (Aumento de 40x).

Tabela 1. Médias dos periodos de pré-paténcia e paténcia da infeccdo experimental por
Borrelia anserina em aves (Grupos 1 e 3).

Aves dos Grupos 1 e 3 (n=10)

Grupo 1 Grupo 3
Periodo pré-paténcia (dias) 2+0,30 540,97
Periodo de paténcia (dias) 5+1,38 5+1,03

As aves dos grupos infectados (Grupos 1 e 3) revelaram uma espiroguetemia mesmo
na auséncia de sinais clinicos caracteristicos da doenca, permitindo a obtencdo de uma curva
de crescimento bacteriano durante a infecgdo (Grafico 1).
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Gréfico 1. Curva de crescimento de Borrelia anserina no sangue das aves dos Grupos 1 e 3. As setas indicam o
dia exato da visualizacdo das espiroquetas em cada grupo.

No Grupo 1, as espiroguetas puderam ser visualizadas no soro no 2° DPI, sendo a
espiroquetemia mais acentuada em relacdo ao Grupo 3 e atingiram seu pico no 3° DPI e
apresentaram a formacdo de aglomerados bacterianos. O nimero de espiroguetas caiu
abruptamente a partir do quarto dia e desapareceu do sangue das aves ao 6° DPI.

O crescimento bacteriano nas aves do Grupo 3 foi tardio quando comparado ao
observado no Grupo 1, com a deteccdo das espiroquetas a partir do 4° DPI, nas aves 5, 6 € 9,
e 0 restante apenas no 6° DPI. O nimero méaximo de espiroquetas foi observado no 8° DPI, e a
partir do 9° DPI, ja ndo havia mais espiroquetas na circulacdo sanguinea dos animais.

Shommein e Khogali (1974) e Bandopadhayay e Vegad (1983) relataram um periodo
pré-patente de 2 a 4 dias, quando inoculado soro ou sangue em aves experimentalmente
infectadas por B. anserina. Segundo os mesmos autores, esse periodo curto entre a inoculacdo
e 0 aparecimento das espiroguetas pode estar relacionado a via de inoculacao e a concentracdo
de espiroquetas no soro inoculado. Rivetz et al (1977b), apds analise microscépica de
esfregacos sanguineos de frangos infectados através da inoculagdo intramuscular de sangue
infectado por B. anserina, encontrou um periodo pré-patente de 3 dias ap6s a inoculacdo e o
pico estabelecido entre 5° e 7° DPI. Nasri et al (2010) reportaram o aparecimento de
espiroquetas no sangue periférico em 48 horas apés a inoculagdo de soro ou sangue citratado,
permanecendo no sangue das aves em 4 a 6° DPI, com pico de parasitemia no 3° DPI. O
periodo pre-patente encontrado no presente trabalho, foi semelhante ao observado nos
trabalhos anteriores.

Lisb6a (2006) relatou um periodo pré-patente de cinco dias, quando B. anserina foi
inoculada por A. miniatus infectados, com pico de espiroquetemia constatado entre o 6° e 9°
DPI. Hutyra et al (1947) e Bier (1985) relataram um periodo pré-patente de 4 a 6 dias, sendo
este um resultado semelhante ao encontrado neste trabalho.
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Restrepo et al (1994) e Schwan (1996), observaram que existe uma dependéncia
biogquimica entre a espiroqueta e o vetor, sendo este fato essencial para conferir
desenvolvimento de patogenicidade a borrelia. Os carrapatos utilizados no presente estudo
foram expostos a infeccdo 30 dias antes do inicio dos procedimentos experimentais, 0 que
garantiu um tempo necessario para que as espiroquetas se instalassem e se multiplicassem no
carrapato, o que segundo Bier (1985), ocorre ap6s duas semanas da alimentacdo em uma ave
infectada. Sugere-se, desta forma, que a morte de dois animais do Grupo 3 possa ter ocorrido
em decorréncia da maior patogenicidade da borrelia inoculada via carrapato.

As aves enfermas se recuperam ap0s a crise causada pela espiroquetemia, adquirem
imunidade por longos periodos e resistem a novas infecgdes, embora, Marchoux e Salimbeni
(1903), relatem que apds esta crise, mesmo com o desaparecimento das espiroquetas do
sangue, as aves possam apresentar um quadro debilitante severo, podendo vir a ébito pelas
lesGes organicas causadas pela doenca. Casos de mortes pela espiroquetemia podem ocorrer
pela inibicdo da sintese de hemécias por toxinas bacterianas, o que culmina em prejuizos na
absorcéo de oxigénio e consequente asfixia (MARCHOUX; SALIMBENI, 1903).

4.2. Sinais clinicos da infecgdo

Algumas aves do Grupo 1 j& manifestavam sinais clinicos da doenga no 2° DPI, mas
apenas a ave 1, apresentou todos os sinais caracteristicos da enfermidade, como sonoléncia
(Figura 16a), penas arrepiadas e perda de apetite (Figura 16b), mucosas (crista e barbela)
hipocoradas e diarreia esverdeada (Figura 16c¢).

A partir do 3° DPI, todas as aves do Grupo 1 ja apresentavam 0s sinais clinicos, o0s
quais perduraram até o 9° DPI, apenas a ave 3 apresentou diarreia esverdeada ainda visivel.
No 10° DPI, as aves recuperaram a salde, apresentando melhora na consisténcia das fezes
(figura 16d) e voltaram a se alimentar normalmente.

As aves do Grupo 3 manifestaram os sinais clinicos da doenca mais tardiamente em
relagdo ao Grupo 1 infectado por soro. No 2° DPI, a ave 5 do Grupo 3, se encontrava com as
penas arrepiadas e as aves 1 e 2, no 5° DPI, apresentaram o mesmo sinal clinico. No 6° DPI,
todas as aves ja apresentavam o0s sinais clinicos. Estes sinais perduraram até 10° DPI, com a
deteccdo de uma diarreia esverdeada na ave 2.
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Figura 16. Registro fotografico de alguns sinais clinicos observados em aves do Grupo 1 enfermas e 0 aspecto
das fezes durante a infecgéo e apds a recuperacao dos animais. a — Ave com comportamento sonolento; b — Ave
com penas arrepiadas e sem interesse pelo alimento; c — Alteracdo na coloracdo das fezes durante a infeccéo,
com consisténcia liquida e coloragcdo esverdeada; d — Consisténcia das fezes normais apds a recuperagdo das
aves

Nos Grupos 1 e 3, os sinais clinicos foram mais evidentes e intensos no inicio da
primeira e segunda semanas, respectivamente. Este fato sugere que as diferencas observadas
em relacdo ao periodo de incubacdo nos dois grupos, sejam devido ao maior nimero de
espiroquetas e a maior velocidade de migracdo bacteriana, quando inoculado soro por via
intramuscular, em relacdo a inoculacéo feita pelo carrapato. Segundo Boero (1967), o periodo
de incubacdo é de 5 a 8 dias quando as espiroquetas sdo inoculadas através da picada de
carrapatos infectados. A intensidade dos sinais clinicos também coincidiu com o pico de
espiroquetemia das aves.

A forma aguda da espiroquetose aviaria é a mais observada em aves acometidas pela
infeccdo, com sintomatologia clinica perdurando de 5 a 6 dias e expressdo de algumas
manifestacdes morbidas que tornam possiveis um diagnoéstico clinico aproximado. O quadro
clinico inicial da enfermidade se caracteriza por uma intensa polidpsia, em virtude do grande
volume de sangue enviado para os principais 6rgaos de irrigacdo como o figado, baco, rins e
intestino e a intensa sonoléncia e letargia se deve a penetracdo das espiroquetas no cérebro e
medula espinhal que determina um carater neurotropico em sua parasitemia (BOERO, 1967).
No presente trabalho, o curso da infeccdo exibiu um carater agudo e septicémico, fato
comprovado pelo grande nimero de espiroquetas encontrado no sangue periférico dos grupos
das aves infectadas (Grupos 1 e 3) e pelas lesdes teciduais produzidas.
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Estudando experimentalmente a patologia da borreliose aviaria, Nasri et al (2010)
observou um quadro de anorexia, diarreia, palidez de crista e barbela, paralisia de asas e penas
arrepiadas durante infeccdo. Sinais clinicos semelhantes foram observados neste trabalho.

De acordo com Bandopadhyay e Vegad (1983), a diarreia esverdeada observada no
curso da infeccdo se deve a ocorréncia de enterite e hemossiderose, embora as espiroguetas
desaparecam no intestino em 96 horas ap6s a infecgdo. Além disto, Boero (1967) relatou em
seus estudos que a coloracdo esverdeada das fezes também ocorra por extravasamento biliar,
que recobre as fezes intensamente com esta cor. A absorcdo intestinal e o peristaltismo normal
também ficam prejudicados, contribuindo para consisténcia liquida e/ou pastosa das fezes,
que voltam ao normal apds a cura clinica das aves. A ave 4 do Grupo 1 e as aves 4 e 6 do
Grupo 3, morreram no 5° DPI e 9° DPI respectivamente. Nenhuma ave dos grupos controles
(Grupos 2 e 4) manifestou sinal clinico caracteristico da doenca.

Foram avaliadas as médias dos pesos diarios ao longo do curso da infec¢do dos quatro
grupos experimentais (Gréafico 2). Houve uma queda do peso médio corporal das aves do
Grupo 1, durando até a terceira pesagem (8° DPI). O periodo no qual foi observado a reducéo
no peso corporal das aves do Grupo 1, é compativel com a fase de maior intensidade dos
sinais clinicos (relativo aos trés primeiros dias apos a infeccdo) e de aproximacédo do pico de
espiroquetemia. Em relacdo ao Grupo 3, houve uma redugdo no peso corporal médio das aves
apenas entre a segunda e a terceira pesagens (entre o 4° DPI e 8° DPI). Estes achados sobre o
peso corporal deste grupo cursam paralelamente com a manifestacdo dos principais sinais
clinicos da infeccdo e se enquadram dentro do periodo de maior espiroquetemia. A partir da
quarta pesagem, foi constatado um aumento progressivo no ganho de peso dos animais.

As aves dos grupos controles (Grupos 2 e 4) ganharam peso normalmente como ja era
previsto antes do experimento.
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Grafico 2. Representagdo grafica da dindmica de ganho de peso de Gallus gallus durante o periodo experimental.
Grupo 1 (Aves inoculadas com soro infectado por Borrelia anserina), Grupo 2 (Aves inoculadas com soro fisiologico
a 0,9%), Grupo 3 (Aves expostas a carrapatos infectados com Borrelia anserina) e Grupo 4 (Aves expostas a
carrapatos livres de Borrelia anserina).
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Foram observadas alteracdes na temperatura corporal das aves dos grupos infectados
(Grupos 1 e 3) em relacdo aos grupos controles (Grupos 2 e 4) (Gréfico 3). No Grupo 1,
houve um aumento da temperatura média corporal das aves do 1° ao 5° DPI, que normalizou
a partir do 6° DPI. Em relacdo ao Grupo 3, o aumento foi observado no intervalo entre o 5°
DPI e 0 8° DPI, e a temperatura normalizou-se a partir do 9° DPI. As aves dos Grupos 2 e 4
mantiveram a temperatura em valores normais durante toda avaliagéo.
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Grafico 3. Representacdo da mensuracdo da temperatura corporal das aves durante todo o periodo experimental.
Grupo 1 (Aves inoculadas com soro infectado por Borrelia anserina), Grupo 2 (Aves inoculadas com soro
fisiologico a 0,9%), Grupo 3 (Aves expostas a carrapatos infectados com Borrelia anserina) e Grupo 4 (Aves
expostas a carrapatos livres de Borrelia anserina).

A reducdo do peso médio corporal das aves, nos periodos citados acima, ocorreu
provavelmente devido ao estado de prostracéo e sonoléncia causado pela infecgcdo, quando as
aves perdem o estimulo e o interesse pelo alimento. Segundo Marchoux e Salimbeni (1903),
as aves sobreviventes a infeccdo, apresentam melhora no seu estado fisico e voltam a ganhar
peso normalmente, o que ocorreu no presente trabalho.

A temperatura corporal normal das aves varia entre 41 e 42 °C (WELKER et al.,
2008). Boero (1967) relatou que o aumento da temperatura nas aves enfermas se deve a
grande invasdo das espiroquetas no sangue e sua multiplicacdo no plasma. Relatou também
gue quando a temperatura se normaliza, as aves ja ndo apresentam mais as espirogquetas na
corrente sanguinea e se estabelece um periodo apirético. Segundo o mesmo autor, a febre
produz a chamada adinamia ou fraqueza muscular durante a infeccdo, além das espiroquetas
consumirem a glicose do plasma e as reservas do glicogénio muscular, fatores esses que
também contribuem para a redugdo do peso corporal das aves.
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Com o aumento da temperatura, a primeira resposta comportamental das aves € a
restricdo no consumo de racdo (HURWITZ et al., 1980), portanto as respostas obtidas no
presente estudo estdo de acordo com a literatura.

4.3. Analise da Bioquimica Sérica

Os resultados obtidos revelaram nas aves, em decorréncia da borreliose, as alteracfes
nos valores bioquimicos séricos durante a patologia da doenca.

Os resultados dos valores bioquimicos das aves do grupo 1 correspondentes a ALT,
apresentaram elevacdo em sua atividade apenas no 12° e 24° DPI, sendo estes 0os maiores
valores séricos para esta enzima. Apds o0 pico enzimatico no 12° DPI, houve uma
normalizacdo do seu nivel, aproximando-se dos niveis do seu grupo controle (Grupo 2).
Quanto ao grupo exposto aos carrapatos infectados, os niveis de ALT se mantiveram mais
elevados que os do seu grupo controle e mantiveram esse comportamento até o 20° DPI
(Grafico 4).
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Gréfico 4. Atividade da Alanina transaminase (ALT) nos quatro grupos experimentais. Grupo 1 (Aves
inoculadas com soro infectado por Borrelia anserina), Grupo 2 (Aves inoculadas com soro fisiolégico a
0,9%), Grupo 3 (Aves expostas a carrapatos infectados com Borrelia anserina) e Grupo 4 (Aves expostas a
carrapatos livres de Borrelia anserina).

Estes dados diferem dos resultados encontrados por Vashist (2011), que estudando as
alteracOes bioquimicas causadas pela infeccdo, encontrou niveis elevados da enzima ALT na
terceira semana de infeccdo, apos inocular soro infectado com B. anserina em aves
domeésticas.

Os niveis séricos de AST do grupo 1, mostraram-se aproximadamente iguais aos do
grupo controle (Grupo 2), sendo observadas pequenas oscilacbes de sua atividade (Gréafico
5), exceto no 12° DPI, quando houve um aumento consideravel para esta enzima. Vashist
(2011), observou poucas variacbes na atividade desta enzima ao longo de seu periodo
experimental.

A elevacdo enzimatica de ALT observada no grupo controle (Grupo 2) (Gréfico 4),
durante os primeiros dias de avaliagdo, pode ter ocorrido devido ao estresse mediante a
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contencdo para coleta e/ou variacdes ambientais, que por muitas vezes alteram a fisiologia e 0
metabolismo normais dos animais. Vashist (2011) relatou aumento das atividades enzimaticas
de ALT na primeira semana pés-infeccdo por B. anserina. Este aumento da atividade inicial
pode ser explicado por Borsa et al (2006), quando relaciona o clima, manejo e tipo de
alimentacdo com possiveis interferéncias no resultado das analises bioquimicas.

No presente estudo, o Grupo 1 revelou apenas uma pequena elevacdo da atividade
enzimatica de AST no 4° DPI, com maiores valores no 12° DPI, enquanto Rivetz et al
(1977Db), observaram elevacdo significativa desta enzima a partir do 3° dia, com maiores
valores na terceira semana. No Grupo 3 infectado, houve um pequeno aumento entre 8° e 12°
DPI, depois houve uma queda apds esse periodo e uma posterior normalizagdo (Gréfico 5).
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Gréfico 5. Atividade da Aspartato Aminotransferase (AST) nos quatro grupos experimentais. Grupo 1
(Aves inoculadas com soro infectado por Borrelia anserina), Grupo 2 (Aves inoculadas com soro
fisiologico a 0,9%), Grupo 3 (Aves expostas a carrapatos infectados com Borrelia anserina) e Grupo 4
(Aves expostas a carrapatos livres de Borrelia anserina).

Os valores elevados das transaminases nos grupos infectados (Grupos 1 e 3), nos
periodos citados acima, podem ter sido ocasionados por lesdes hepaticas, com possivel
diminuicdo da funcdo do érgdo. Assim como Capitelli e Crosta (2013), que relataram que 0
aumento nos valores dessas enzimas no sangue podem mensurar o grau de lesdo hepaética.
Esse aumento dos niveis séricos das transaminases também pode ser explicado por Kaneko
(1989), que relata que o distarbio hepéatico decorrente do rompimento dos hepatocitos é
resultante de alteracOes na permeabilidade celular.

Segundo Fudge (2000), a enzima ALT néo é hepatoespecifica e pode também indicar
lesGes em outros tecidos. Um aumento desta enzima pode indicar lesbes severas do figado e
musculatura esquelética, embora AST tambem ndo seja especifica para indicar danos
hepéticos nas aves, e é a mais utilizada para essa finalidade devido a sua alta sensibilidade
como marcador de les&o.

A atividade sérica de ALT foi mais evidenciada do que propriamente AST, sugerindo
que houve graves danos hepaticos. A atividade de ALT se manteve elevada por mais tempo

31



no Grupo 3, possivelmente pela maior patogenicidade e severidade das lesGes no figado,
quando as espiroquetas séo inoculadas por carrapatos.

No Grupo 1, o &cido Urico apresentou um periodo de elevacdo de sua concentracao,
apenas entre 16° e 20° DPI (Gréfico 6). Essa elevacdo no acido Urico é em grande parte
consequéncia de um comprometimento renal, com prejuizos significativos na sua eliminacao
normal pela urina. Conforme Rivetz et al (1977b), o aumento deste metabdlito em aves
domésticas € devido a danos primarios (na funcionalidade dos rins) ou secundarios, como por
exemplo, em casos de reducdo do estado nutricional dos animais.

Os altos niveis de acido Urico observados nos grupos experimentais, em particular
aqueles encontrados no grupo controle (Grupo 4) (Grafico 6), podem ser também explicados
pelo fornecimento de uma dieta com alto teor de aminoéacidos, ja que a racdo oferecida as aves
possuia em sua composi¢do compostos proteicos essenciais para o desenvolvimento do frango
de corte.

10 OGRUPO 1 9 - OGRUPO 3
9 mGRUPO 2 8 BGRUPD 4
8 7 -
T -
6 -
o 6
g O 5
5 Q
= o
(5] S 4
< 4 5
3 < 3
2 2 7
1 1
0 B 0 T T T T
0 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
TEMPO (DIAS) TEMPO (DIAS)

Graéfico 6. Concentracéo sérica de Acido drico nos quatro grupos experimentais. Grupo 1 (Aves inoculadas
com soro infectado por Borrelia anserina), Grupo 2 (Aves inoculadas com soro fisiologico a 0,9%), Grupo
3 (Aves expostas a carrapatos infectados com Borrelia anserina) e Grupo 4 (Aves expostas a carrapatos
livres de Borrelia anserina).

Os valores de creatinina dos grupos experimentais (Grafico7), demonstraram poucas
oscilagcdes durante o curso da infec¢do. Segundo Lierz (2003) e Campbell (2004), a creatinina
possui pouco valor diagnostico em aves e raramente é utilizada em laboratérios de rotina.
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Gréfico 7. Concentragdo de Creatinina nos quatro grupos experimentais. Grupo 1 (Aves inoculadas com soro
infectado por Borrelia anserina), Grupo 2 (Aves inoculadas com soro fisiolgico a 0,9%), Grupo 3 (Aves expostas a
carrapatos infectados com Borrelia anserina) e Grupo 4 (Aves expostas a carrapatos livres de Borrelia anserina).

Os niveis de glicose sanguinea dos grupos infectados (Grupos 1 e 3) permaneceram
aproximadamente iguais aos niveis dos grupos controles (Grupos 2 e 4) (Grafico 8), mesmo
com a instalacdo de um periodo de jejum das aves durante a infeccao.
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Gréfico 8. Concentracdo sérica de Glicose nos quatro grupos experimentais. Grupo 1 (Aves inoculadas
com soro infectado por Borrelia anserina), Grupo 2 (Aves inoculadas com soro fisioldgico a 0,9%),
Grupo 3 (Aves expostas a carrapatos infectados com Borrelia anserina) e Grupo 4 (Aves expostas a
carrapatos livres de Borrelia anserina).
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Essas informacGes corroboram com os achados bioquimicos de Rivetz et al (1977b),
que mensurou a glicose durante a infeccdo por B. anserina. Segundo Campbell (2004),
qguando as aves atravessam um periodo curto de jejum, proveniente de qualquer alteragéo, o
organismo consegue normalizar os teores séricos através da glicogendlise hepética. E
diferentemente dos mamiferos, as aves em periodos longos de jejum ndo utilizam a glicose, e
sim as gorduras como provedor de energia.

Os valores séricos de colesterol total dos quatro grupos estdo representados no
Grafico 9.
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Gréfico 9. Concentragdo sérica de Colesterol total nos quatro grupos experimentais. Grupo 1 (Aves
inoculadas com soro infectado por Borrelia anserina), Grupo 2 (Aves inoculadas com soro fisioldgico a
0,9%), Grupo 3 (Aves expostas a carrapatos infectados com Borrelia anserina) e Grupo 4 (Aves
expostas a carrapatos livres de Borrelia anserina).

No Grupo 1, observou-se um aumento nos niveis de colesterol do 8° ao 24° DPI. O
figado € o principal 6rgdao onde o colesterol endégeno é produzido. Essas alteracdes no
colesterol total das aves provavelmente ocorreram devido ao acometimento hepatico durante a
infeccdo. Segundo Amand (1986) e Kaneko et al (1997), o aumento de colesterol nas aves
pode ocorrer por insuficiéncia hepatica, obstrucdo biliar extra hepatica, fibrose ou hiperplasia
de ductos biliares.

O aumento da concentragdo sérica das proteinas totais foi mais evidente no Grupo 1
(4° DP1 ao 16° DPI) em relagéo ao Grupo 3, no qual foi observado um aumento apenas no 16°
DPI. Os valores estdo demonstrados no Grafico 10.
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Gréfico 10. Concentracdo sérica de Proteinas totais nos quatro grupos experimentais. Grupo 1 (Aves inoculadas
com soro infectado por Borrelia anserina), Grupo 2 (Aves inoculadas com soro fisiolégico a 0,9%), Grupo 3
(Aves expostas a carrapatos infectados com Borrelia anserina) e Grupo 4 (Aves expostas a carrapatos livres de
Borrelia anserina).

Rivetz et al (1977b) encontrou apenas no 5° e 7° DPI de sangue infectado um aumento
das proteinas totais. Essa elevacdo das proteinas se deve em grande parte pela producao
intensa de imunoglobulinas em resposta a infeccdo estabelecida na ave. De acordo com
Lumeij (1997) e Jones (1999), em condi¢des inflamatdrias agudas ou cronicas, como nas
nefropatias e insuficiéncia hepatica, pode ocorrer o0 aumento das proteinas totais,
principalmente pela elevagéo das globulinas.

4.3.1. Analise dos componentes principais

A andlise de componentes principais (PCA) é um recurso estatistico de analise
exploratéria e multivariada dos dados, que permite analisar simultaneamente medidas
multiplas para cada variavel. Algumas diferencas encontradas entre 0s grupos experimentais
guando analisadas em conjunto, poderdo se revelar significativas ou ndo. De acordo com Lyra
et al (2010), a PCA permite revelar a existéncia ou ndo de amostras anémalas, de relac6es
entre as variaveis medidas e de agrupamentos entre amostras.

Lyra et al (2010), relata que a analise de componentes principais ilustra a relacdo entre
os parametros pelo grafico de score e que a primeira componente principal (PC1) modela o
comportamento dos dados. A analise dos graficos de PCA no presente trabalho demonstra
uma relacdo entre algumas variaveis. Os Gréaficos 11 e 12 mostram que os valores de peso
médio corporal, &cido urico, ALT, creatinina e proteinas totais foram os que mais variaram
em relagdo aos grupos controles, tendendo a se agrupar e adquirindo um comportamento
independente do tempo em dia, enquanto os valores de AST e glicose, ndo variaram
significativamente durante o experimento, em relagdo aos grupos controles, agrupando-se do
lado oposto no grafico. Biologicamente, a relagédo entre a perda do peso corporal, ALT, &cido
urico e proteinas totais elevados podem ser explicados pelo proprio quadro infeccioso
instalado pela borreliose aviéria, que resultou no aumento de seus valores encontrados nas
analises bioquimicas ja relatadas acima. Os valores de AST e glicose, por sua vez
apresentaram pequenas oscilagfes nos seus valores, sendo pouco expressivas no diagnostico
bioquimico do presente trabalho.

Esta analise dos componentes principais demonstrou estatisticamente, as relagdes
existentes entre os parametros clinicos e bioquimicos dos grupos experimentais e os graficos
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de score mostraram a separagdo destes parametros segundo seus comportamentos em funcdo
do tempo.
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Gréfico 11. Gréafico de score da analise dos componentes principais (PCA) do peso médio corporal e dos
parametros biogquimicos.
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Grafico 12. Chaveamento da analise dos componentes principais (PCA) do peso médio corporal e dos
pardmetros bioquimicos.

4.4. Aspectos macroscépicos das lesdes

A inspecdo macroscoépica foi realizada com os 6rgéos ainda na cavidade celomética e
posteriormente a extracdo. As aves dos Grupos 1 e 3, apresentaram no momento da necropsia,
uma consideravel hepatomegalia com congestdo dos o6rgaos (Figura 17), aumento em sua
espessura, bordas arredondadas e irregulares e coloracdo tendendo a vermelho — azulado, o
que caracterizou um quadro de cianose. Constatou-se ainda presenca de manchas
esbranquicadas e pequenas areas claras na superficie dos 6rgdos (Figura 18). O figado
acometido das aves do Grupo 1, mostrou-se grande e praticamente ocupando grande parte da
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cavidade celomatica, quando inspecionado ainda na carcaca e os figados das aves do Grupo 3
se mostraram fridveis ap6s a manipulacdo. As vesiculas biliares das aves dos dois grupos
estavam repletas, com bile viscosa e escurecida.

FIGADD

Figura 17. Figado de ave infectada por Borrelia anserina, apresentando hepatomegalia e congestao

Figura 18. Figado acometido pela doenca ocupando grande parte da cavidade celomatica da ave,
apresentando manchas esbranquicadas e pequenas areas de claras na superficie.

Segundo Boero (1967), o figado de uma ave acometida por B. anserina, sofre um
processo inflamatério agudo intenso. O 6rgdo aumenta de tamanho e na necropsia pode
apresentar acumulos de gordura e focos de necrose. De acordo com Butler (1976), o depésito
de gordura, podendo ser difuso ou ndo, revela um figado de aspecto amarelado e de
consisténcia friavel, processo esse decorrente de lesbes nos hepatdcitos que prejudicam sua
capacidade de metabolizacdo normal, podendo ocorrer a retencdo das gorduras. Estas
informacdes sobre o dano hepatico causado pela infeccdo corroboram com os achados
patologicos do presente estudo, em relacdo ao processo inflamatorio e a presenca de focos de
necrose na superficie dos 6rgaos.

Apds estudar a patologia da espiroquetose aviaria em aves de diferentes idades, Nasri
et al (2010), revelaram alteracBes hepaticas decorrentes da infeccdo por B. anserina em
exames realizados de trés a cinco dias ap6s a infeccdo e observaram figado congesto, grande
e fridvel. De forma semelhante o presente experimento também revela no 4° DPI das aves do
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Grupo 1, figados marcados pelas mesmas lesGes e no 8° DPI das aves do Grupo 3 aumento
do 6rgdo e fragilidade tecidual. McNeil (1949) revelou ligeiras diferencas nas alteracGes
hepéaticas em perus, quando infectados experimentalmente por B. anserina, em relacdo a
infeccdo em galinhas, tanto na fase de crescimento como em adultos, com o figado
apresentando ocasionalmente algumas petéquias, pequenos abscessos na superficie, aumento
de tamanho e areas de infarto na periferia do 6rgdo, porém ndo tdo evidentes e consistentes
como encontrado em galinhas.

A principal causa do aumento e da congestdo hepética nas aves dos grupos infectados
pode estar ligada a sobrecarga do 6rgdo, devido a presenca de substancias toxicas produzidas
pelas bactérias durante o quadro septicémico causado pela infeccdo e pelo processo
inflamatdrio intenso na regido.

O exame macroscopico dos bagos coletados das aves dos grupos infectados revelou
esplenomegalia. Os 6rgaos apresentavam-se congestos e de consisténcia friavel, ainda pdde-se
verificar evidenciagdo dos foliculos linféides (Figura 19).

Figura 19. Bago acometido de ave infectada apresentando intensa congestéo e consisténcia
frivel ao corte

Estes achados estdo de acordo com Shommein e Khogali (1974), que observaram
aumento de 4 a 6 vezes maior que o normal e Bandopadhayay & Vegad (1983), que
visualizaram também presenca de manchas. Estes autores afirmam que a esplenomegalia
encontrada durante a infeccdo é causada por uma reacdo inflamatoria intensa, mediada por
mecanismos eritrofagocitarios, hiperplasia reticular e presenca de hemossiderose. Com 0
comprometimento esplénico, a produgdo de eritrocitos € prejudicada e a destruicdo dos
eritrécitos se torna maior que sua sintese. No baco, durante a infec¢do por B. anserina, pode-
se encontrar lesdes hemorragicas e areas de infarto anémico, ocasionadas por embolias
capilares, que se instalam devido ao grande aglomerado de espiroquetas presentes no pico da
parasitemia (BOERO, 1967).

Os rins das aves infectadas encontravam-se no momento da necropsia, congestos e
aumentados de tamanho (Figura 20). A palpacdo, os rins se mostraram fridveis, com
superficies irregulares e os l6bulos evidenciados (Figura 21), o que segundo Boero (1967) é
um achado comum na espiroquetose aviaria.
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Figura 20. Rins de uma ave infectada ainda na cavidade mostrando aumento de tamanho e
congestao.

Figura 21. Fragmento de rim de ave infectada, apresentando superficies irregulares e
consisténcia friavel.

Shommein e Khogali (1974), também encontraram achados renais semelhantes ao
presente estudo, como aumento e flacidez dos érgdos, além de uma hemorragia da regido
capsular do érgéo.

Quanto ao coracdo, ndo houve alteraces macroscOpicas importantes, embora
Shommein e Khogali (1974) e Boero (1967), relatem a presenca de petéquias no pericardio
de aves infectada, quadro de miocardite difusa e pericardite com exsudato fibrinoso na
cavidade.

Macroscopicamente, ndo houve alteracdes na morfologia e/ou coloracdo dos cérebros
examinados. N&o foram encontradas alteracGes ap6s avaliacdo macroscopica dos 6rgdos das
aves dos grupos controles.

4.5. Histopatologia
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4.5.1. Exame histopatologico das lesdes causadas pela infeccao

A anélise microscopica das laminas com fragmentos de tecido hepatico das aves do
grupo 1 revelou uma discreta vacuolizagdo difusa nos hepatdcitos, presenca de pequenos
focos de infiltrado inflamatério mononuclear predominantemente perivascular rico em
macrofagos (Figura 22a) que variaram de leves a moderados, inflamacdo periportal
mononuclear (pericolangite) com presenca de eosindfilos. Além disso, evidenciou-se
congestao e dilatacdo dos sinusoides hepaticos, discreta bilestase, edema dos espagos de Disse
e focos de necrose fibrindide (Figura 22d).

Quanto as aves do Grupo 3, as laminas exibiram um tecido hepatico com acentuados
focos de infiltrado inflamatério mononuclear perivascular rico em macrofagos e presenca de
eosindfilos e fibrina (Figura 22b). Revelou-se também dilatagdo dos capilares sinusdides com
a presenca de uma substancia eosinofilica no interior, além da presenca de trombos de fibrina
no interior dos vasos (Figura 22c). Estes resultados estdo de acordo com Vashist (2011), que
encontrou alteracdes hepaticas semelhantes como congestdo, dilatacdo dos capilares
sinusdides e presenca de um infiltrado inflamatério linfocitico, aléem de vacuolizagdo
hepatocelular.

De acordo com Boero (1967), o tecido hepatico acometido pela infec¢do por B.
anserina revela a presenca de células monocitarias intensamente plasmaticas, com a presenca
de inclusbes e vacuolizacbes produzidas pela atuacdo dos macrofagos. Nasri et al (2010),
observou alteracBes microscopicas hepéticas importantes decorrentes da infeccdo pelas
espiroquetas, como depo6sito de linfocitos no tecido conectivo interlobular, além de uma
congestdo com dilatacdo da veia porta. Srinivasan e Rao (1966) e Shommein e Khogali
(1974), descreveram em seus estudos, um tecido hepatico granular com presenca de
degeneracdo de hepatocitos e infiltracdo de células mononucleares nos sinuséides. Relatam
ainda marcante dissociacdo dos corddes de hepatdcitos, tecido com varios graus de necrose,
além da presenca de uma eritropoiese marcante. Esta eritropoiese também foi reportada por
Cooper e Bickford (1993) ap6s examinarem fragmentos hepaticos acometidos pela doenca e
observarem intensa atividade eritrofagocitica, com a presenca de inimeros fagécitos em
células de Kupffer.

A eritrofagocitose instalada foi ocasionada pela destruicdo macica de eritrocitos,
estimulando uma producdo desacelerada de globulos vermelhos pelo sistema hematopoiético.
As toxinas produzidas pelas espiroquetas inibem a formacdo de novos eritrocitos, levando o
figado a um estado de asfixia e consequentemente prejudicando a atividade normal do 6rgédo
(SHOMMEIN e KHOGALLI, 1974).

As alteracdes enzimaticas observadas durante o experimento provavelmente estdo
associadas aos distlrbios hepéaticos causados pela infeccdo. O extravasamento das
transaminases ocorreu devido a disfungdo hepética originada por estados necroticos, ruptura
dos hepatdcitos com consequente aumento da permeabilidade celular e também por processos
obstrutivos como interrupcdo do fluxo biliar (KANEKO, 1989). A pericolangite observada
provavelmente ocorreu devido ao intenso processo inflamatério das vias biliares intra-
hepéticas, acarretando em edema no espaco de Disse. A necrose fibrindide constatada ocorreu
devido a destruicdo vascular causada pelas bactérias e deposicdo de fibrina na parede dos
vasos hepaticos.

O exame histopatologico dos tecidos esplénicos das aves infectadas revelou uma
reducdo consideravel do tecido linféide e necrose com leves filamentos e depdsitos de fibrina
na regido medular do orgdo (Figura 23h), além da presenca de acumulos de substancia
eosinofilica. Estes achados corroboram os resultados encontrados por Shommein e Khogali
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(1974), que relataram um tecido esplénico com aumento de eosinofilos e um espessamento do
endotélio das artérias esplénicas, caracterizando o quadro de esplenomegalia. Segundo estes
mesmos autores, a polpa vermelha reduziu de tamanho, sendo observado na regido, infiltrado
de células reticuloendoteliais, além da presenca de macrofagos, linfocitos e eritrdcitos.

Segundo Bandopadhyay e Vegad (1983), a esplenomegalia observada na infeccédo foi
causada por hiperplasia reticular e um processo inflamatério intenso, estabelecido para
combater a infeccdo bacteriana. Achado histopatoldgicos encontrados por estes autores como
intensa eritrofagdcitose em consequéncia da destruicdo de hemacias e producdo de
hemossiderina, ndo foram observados neste experimento. Focos de necrose também foram
encontrados por Nasri et al (2010), sendo também observado nos bacos examinados no
presente estudo.

Nas laminas do tecido renal, foram evidenciados focos de leve inflamagéo perivascular
(Figura 22e), predominantemente mononuclear com presenca de eosinofilos, em geral em
torno das veias intralobulares. Foram visualizados também congestdo (Figura 22f) e dilatagdo
dos vasos sanguineos, além de alguns trombos de fibrina. AlteracGes renais, como
glomerulonefrite, foram relatadas por Srinivasan e Rao (1966) em exame microscépico de
tecidos acometidos pela enfermidade. Cooper e Bickford (1993) observaram um foco
linfoplasmocitario disperso e uma fibroplasia intersticial nos rins.

Estas alteracdes inflamatdrias, acompanhadas da congestdo do 6rgdo, sugerem uma
sobrecarga renal. A taxa de filtragdo glomerular foi afetada em sua funcionalidade resultando
na ineficiéncia da eliminacao do acido Urico observado no grupo 1.

Apenas uma ave do grupo 1 apresentou alteragdes no tecido cardiaco, com presenca de
pequenos focos de infiltrado inflamatério mononuclear rico em macréfagos entre as fibras
musculares cardiacas e presenca de eosinofilos (Figura 23g). Srinivasan e Rao (1966)
descreveram uma degeneracdo das fibras do miocardio, aumento da granularidade e perda das
estriacdes cardiacas, achados estes ndo encontrados no atual estudo.

O exame histopatolégico do sistema nervoso revelou um tecido cerebral com
alteracdes a nivel do plexo cordide com inflamacdo local (Figura 23j), presenca de infiltrado
inflamatorio perivascular mononuclear (Figura 23i), inflamacdo mononuclear de meninge
(Figura 23l) e edema submeningeano (Figura 23 k). A presenca do edema nas meninges é
causada pelo denso infiltrado inflamatdrio instalado no local e provavelmente contribuiu,
juntamente com a presenca das espiroquetas, para o estabelecimento de um estado de torpor e
prostracdo verificado durante o periodo sintomatoldgico da doenga.

Relatos sobre alteracfes patoldgicas em tecidos cerebrais causadas pela espiroguetose
aviaria sdo ainda muito escassos na literatura. AlteracGes congestivas dos vasos sanguineos
cerebrais e mudancas nos neurdnios sao relatadas, mas foram pouco estudados.

As quatro aves dos grupos controles (Grupos 2 e 4) ndo apresentaram alteracGes
histopatoldgicas em seus 6rgdos ao exame microscopico.
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Figura 22. Registro fotogréfico histopatoldgico das altera¢des observadas nos diferentes tecidos das aves dos grupos
infectados por Borrelia anserina. (Barra = 50 um). a — Figado: perivasculite mononuclear (Obj. 40x); b — Figado:
perivasculite mononuclear com fibrina (Obj. 40x); ¢ — Figado: trombo de fibrina no interior de um vaso (Obj. 25x); d —
Figado: necrose fibrindide e perivasculite (Obj. 40x); e — Rim: perivasculite (Obj. 40x); f — Rim: congestdo (Obj.16x).
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Figura 23. Registro fotografico histopatolégico realizado através da coloracdo de HE, das alterages observadas
nos diferentes tecidos das aves dos grupos infectados por Borrelia anserina. (Barra= 50um). g — Coracéo:
miocardite (Obj. 40x); h — Baco: necrose fibrindide (Obj. 16x); i — Cérebro: infiltrado inflamatério perivascular
mononuclear (Obj. 16x); j — Cérebro: plexocoroidite mononuclear com fibrina (Obj. 25x); k — Cérebro: edema
submeningeano (Obj. 25x); | — Cérebro: inflamagdo mononuclear da meninge com presenca de fibrina (Obj.
25X).
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4.5.2. Coloracéo de prata e visualizacédo das espiroquetas

A impregnacdo argéntica pelo método de Warthin-Starry é usada rotineiramente em
laboratorios e permite a visualizagdo simultanea de bactérias, alteragdes histoldgicas em casos
de gastrite e em outras patologias como a metaplasia intestinal (ZIMAITY et al., 1999). As
laminas dos cortes histoldgicos do figado, baco, rins, coracdo e cérebro das aves dos grupos
infectados por B. anserina foram coradas para visualizacdo das espiroquetas nos tecidos. No
presente estudo foram observadas espiroquetas em todos os tecidos examinados na
histopatologia (Figura 24), principalmente no figado, baco, rins e coracdo das aves
infectadas. Foram observadas tanto no interior de hepatdcitos, células epiteliais dos rins e
miocitos cardiacos, como no meio extracelular, no interior de vasos e espaco submeningeano,
0 que caracteriza um quadro agudo e septicémico da doenca. Esta técnica de coloragdo
também foi utilizada por Cooper e Bickford (1993), tendo revelado um grande nimero de
espiroquetas nos vasos sanguineos e no intersticio do figado, rins e baco.

Segundo Kiernan (2002), a técnica de colora¢do com a prata confirma a presenca das
espiroquetas e de outros componentes bacterianos pertencentes a espécie nos tecidos e
apresenta uma coloracdo negra, que distingue as bactérias de outros organismos.

Garvey (1996) relatou a utilizacdo da impregnacdo por prata para o diagnoéstico
auxiliar em um caso de Doenca de Lyme na América do Norte, sendo as espiroguetas
visualizadas a partir de fragmentos de pele infectada. Espirilos e espiroquetas possuem pouca
afinidade pelos corantes comumente empregados, corando-se fracamente e quando corados
pela prata, podem ser visualizados em marrom-escuro ou negro contra um fundo castanho-
amarelado.
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Figura 24. Registro fotografico da visualizagdo das espiroquetas nos diferentes tecidos das aves infectadas, corados por
prata pela técnica de Whartin-Starry (Barra= 10 um). a — Rim (Obj. 100x); b — Rim: interior de um vaso (Obj. 100x); ¢ —
Plexo coroide (Obj. 100x); d — Bago (Obj. 100x); e — Figado: interior de hepatdcito (Obj. 100x); f — Coragdo (Obj. 100x).
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5. CONCLUSOES

1. Através dos valores médios em dias dos parametros epidemioldgicos, foi constatado que ha
diferencas quanto aos periodos pré- patente e de paténcia para 0s grupos expostos a infeccédo
por B. anserina. O grupo que foi exposto aos carrapatos infectados obteve resultados
epidemioldgicos mais tardiamente que o grupo inoculado com soro infectado por B. anserina.
Os valores foram confirmados através da realizacdo de uma curva bacteriana durante o curso
da infeccéo.

2. As aves infectadas por B. anserina, apresentaram sintomatologia clinica caracteristica da
espiroquetose aviaria, como palidez de mucosas, penas arrepiadas e prostracdo, diarreia
esverdeada, hipertermia, sonoléncia e inapeténcia. As aves dos grupos experimentais que
foram estudadas até o fim da avaliacdo, ndo apresentaram mais espiroquetas no sangue, com
melhora consideravel em seu estado sanitario.

3. A infeccdo por B. anserina causou danos hepaticos severos confirmados através das
alteracOes bioquimicas encontradas durante a infec¢do, principalmente em relacdo ao aumento
de ALT. Estas alteracdes, associadas aos achados andtomo-histopatologicos no figado,
refletiram fielmente o estado sanitario das aves durante a infec¢éo.

4. A infeccdo por B. anserina provocou alteracBes histopatoldgicas graves no figado, rins e

baco, além da presenca marcante das espiroquetas em todos os tecidos avaliados. Estes fatos
confirmaram o carater agudo e septicémico da espiroquetose aviaria.
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ANEXOS

ANEXO |
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Bouba Aviéria no incubatério
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ANEXO 11
Certificado sanitario da auséncia de Salmonella spp e Mycoplasma spp nas matrizes
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ANEXO 11

Quadro da composicdo da racdo, fabricada com a auséncia de coccidiostaticos, antibioticos e
promotores de crescimento, fornecida durante a fase inicial de criacdo das aves e quadro de
Exigéncias Nutricionais da ragdo fabricada e fornecida as aves durante a fase inicial (1 a 28
dias de vida).

FASE INICIAL

ALIMENTO Quantidade (Kg)
Milho (Gréo) 52,3171
Soja (Farelo) 40,9146
Oleo de Soja 3,3539
Fosfato Bicalcico 1,4573
Calcario 0,9233
Sal Comum 0,4820
DL — Metionina 0,2539
Min — Aves 0,1000
Vitini — Ave 0,1000
Cloreto de Colina 0,0500
L — Lisina HCL 0,0479

TOTAL 100,000 Kg
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ATENDIMENTO DAS EXIGENCIAS NUTRICIONAIS — FASE INICIAL

NUTRIENTE Quantidade
Acido Linoleico 3,1265
Calcio 0,8190
Cloro 0,3391
Energia. Met. Aves 3,0000 Mcal/kg
Fésforo Disponivel 0,3910
Glicina + Serina total 2,1649
Lisina Dig. Aves 1,1831
Lisina Total 1,2940
Met. + Cist. Dig. Aves 0,8549
Met. + Cistina Total 0,9320
Metionina Dig. Aves 0,5496
Metionina Total 0,5753
Potassio 0,9005
Proteina Bruta 22,0691
Sédio 0,2100
Treonina Dig. Aves 0,7679
Treonina total 0,8800
Triptofano Dig. aves 0,2635
Triptofano total 0,2865
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ANEXO IV

Quadro da composicdo da racdo, fabricada com a auséncia de coccidiostaticos, antibioticos e
promotores de crescimento, fornecida durante a fase de crescimento das aves e quadro de
Exigéncias Nutricionais da ragdo fabricada e fornecida as aves durante a fase de crescimento
(29 a 60 dias de vida).

FASE DE CRESCIMENTO

ALIMENTO Quantidade (Kg)
Milho (Gréo) 56,6297
Soja (Farelo) 36,2233
Oleo de Soja 4,0362
Fosfato Bicalcico 1,2342
Calcario 0,8639
Sal Comum 0,4570
DL — Metionina 0,2368
Min — Aves 0,1000
Vitini — Ave 0,1000
Cloreto de Colina 0,0690
L — Lisina HCL 0,0500

TOTAL 100,000 Kg
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ATENDIMENTO DAS EXIGENCIAS NUTRICIONAIS

NUTRIENTE Quantidade
Acido Linoleico 3,5258
Calcio 0,7320
Cloro 0,3245
Energia. Met. Aves 3,1000 Mcal/kg
Fosforo Disponivel 0,3420
Lisina Dig. Aves 1,0867
Lisina Total 1,1890
Met. + Cist. Dig. Aves 0,7967
Met. + Cistina Total 0,8680
Metionina Dig. Aves 0,5130
Metionina Total 0,5367
Potassio 0,8271
Proteina Bruta 20,3161
Saédio 0,2000
Treonina Dig. Aves 0,7046
Treonina total 0,8090
Triptofano Dig. aves 0,2384
Triptofano total 0,2594
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ANEXO V

Composicédo da racdo fabricada com auséncia de coccidiostaticos, antibidticos e promotores

de crescimento, fornecida durante a fase de acabamento das aves (61 a 91 dias de vida) e

Tabela de Exigéncias Nutricionais da racdo fornecida as aves durante a fase de acabamento
(61 a 91 dias de vida).

FASE DE ACABAMENTO

ALIMENTO Quantidade (Kg)
Milho (Gréo) 61,5979
Soja (Farelo) 32,5487
Oleo de Soja 3,0711
Fosfato Bicélcico 1,0240
Calcario calcitico 0,7706
Sal Comum 0,4438
DL — Metionina 0,2137
Min — Aves 0,1000
Vitini — Ave 0,1000
Cloreto de Colina 0,0400
L — Lisina HCL 0,0902

TOTAL 100,000 Kg
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ATENDIMENTO DAS EXIGENCIAS NUTRICIONAIS

NUTRIENTE Quantidade
Acido Linoleico 3,0807
Calcio 0,6380
Cloro 0,3177
Energia. Met. Aves 3,1000 Mcal/kg
Fosforo Disponivel 0,2980
Lisina Dig. Aves 1,0178
Lisina Total 1,1140
Met. + Cist. Dig. Aves 0,7457
Met. + Cistina Total 0,8130
Metionina Dig. Aves 0,4768
Metionina Total 0,4993
Potassio 0,7743
Proteina Bruta 19,0567
Saédio 0,1950
Treonina Dig. Aves 0,6588
Treonina total 0,7580
Triptofano Dig. aves 0,2196
Triptofano total 0,2389
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ANEXO VI

Quadro de Exigéncias Nutricionais do frango de corte Embrapa 041 por fase de criacéo

EXIGENCIAS NUTRICIONAIS DO FRANGO DE CORTE EMBRAPA 041 POR FASE DA

CRIACAO.
Nutrientes Inicial 1-28 Crescimento 29-60 dias | Terminagéo 61-91
dias dias
Energia metabolizavel Kcal/kg
2800 2900 2900
Proteina bruta % 19,5 17,5 16,5
Calcio % 1,0 1,0 0,95
Fosforo total % 0,71 0,67 0,61

66




ANEXO VII

Quadro de Sugestao de formulas de racdo para frango de corte colonial

Ingrediente Racdo inicial | Racdo de crescimento | Racdo final
Milho gréo 54,381 63,051 63,2125
Farelo de soja 45% PB 30,796 27,216 21,372
Calcareo calcitico 1,299 1,373 12,00
Fosfato bicalcico 1,738 1,670 1,3285
Sal comum 0,403 0,411 0,4058
DI-metionina 0,117 0,107 0,1211
Energia metabolizavel Kcal/Kg 2800 2900 2900
Proteina bruta % 20,00 18,00 16,50
Célcio % 1,00 1,00 0,95
Faésforo disponivel 0,468 0,435 0,386
Sddio 0,1800 0,1800 0,1800
Met + Cistina 0,7981 0,758 0,6363
Triptofano 0,2825 0,2487 0,2225
Acido linoleico 1,5272 1,5691 1,7405
Glicina+Serina 1,9167 1,7349 1,5798
Treonina 0,7697 0,6994 0,6267
Extrato etéreo 2,6528 2,6775 2,9829
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ANEXO VIII

Medicamentos utilizados no experimento

Medicamento

utilizado

Apresentacéo

Via de

administracao

Composicéo

Depo-medrol ®
(Acetato de
metilpredinisolona
Thiopentax ®

(Tiopental sddico)

Frasco-ampola
com 2mL (80mg)

Injetavel — po6, 1 g.

Intramuscular

Intravenosa

40 mg de Acetato de metilpredinisolona por
mL, macrogol, cloreto de sédio, cloreto de
miristil-gama-picolinio e 4gua para injecéo.

Agua destilada, cloreto de s6dio 0,9% ou

glicose 5%
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