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Hoje, de algum lugar longe dessas terras
Hé& um doce olhar s6 para vocé...

Um olhar especial

De alguém especial, de distantes origens
Um olhar de um justo coracao que pulsa s6 a
vida...

Que sorri porque ama plenamente

Sem julgamentos, preconceitos nem prisdes
Hoje, como ontem, longe desses Céus

Hé& um encantado olhar sé pra vocé

Nesse olhar vai para vocé a magia da luz

A simplicidade do perdao

A forca para comungar com a vida

A esperanca de dias mais radiantes de paz
Hoje, de algum lugar dentro de voce,
Alguém que ja 0 amou muito e ainda 0 ama
Diz para vocé que valeu a pena ter estado
nessas Terras...

Sob estes Céus...

Falando de unido, paz, amor e perdao
Poder sentir a forca que faz vocé sorrir

E continuar o caminho

Que um dia aquele doce olhar iniciou pra
VOCé

Tudo isso, s6 para vocé saber,

que A VIDA CONTINUA...

E A MORTE E UMA VIAGEM.

A Vida Continua (Paulo Kronemberger)
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RESUMO

CEPEDA, Marcio Barizon. Estudo experimental da infeccdo por Borrelia anserina em
galinhas domésticas (Gallus gallus domesticus): caracterizacdo clinica, molecular e
patoldgica. 2019. 106p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias, Ciéncias Veterinarias).
Instituto de Veterinaria, Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Veterinarias, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

A Borreliose avidria € uma doenca de carater agudo e septicémica, podendo afetar uma
variedade de espécies aviérias e causada pela bactéria Borrelia anserina. E uma espiroqueta
extremamente movel, podendo ser detectada no plasma sanguineo das aves enfermas durante
a fase aguda da doenca. O vetor responsavel pela transmissdo € o carrapato argasideo Argas
(Persicargas) miniatus. O estudo experimental teve por objetivo estudar a evolucdo da
infeccdo por B. anserina em galinhas domésticas, caracterizando clinicamente a enfermidade
através da utilizacdo de técnicas moleculares e patologicas. Um total de 38 aves foram
infestadas com ninfas de terceiro estagio (N3) infectadas com B.anserina e para controle do
estudo, duas aves foram infestadas com ninfas de terceiro estagio livres de B.anserina. O
curso da infeccdo foi avaliado durante 44 dias ap0s a exposicdo dos carrapatos as aves € 0S
procedimentos experimentais foram divididos em fase superaguda correspondendo do 1° ao 4°
dia pos-infeccdo (DPI), aguda (5° ao 10° DPI) e subaguda (14° ao 44°DPI), considerando a
progressdo da doenca. Nas trés fases, foram coletadas diariamente amostras de soro de 10
aves e fragmentos de érgdos durante a necropsia. O material coletado foi utilizado nos exames
moleculares, histopatoldgicos e imuno-histoquimicos. Em todas as etapas, foram analisadas
amostras negativas, oriundas de aves saudaveis submetidas as mesmas condicdes
experimentais. Na PCR, as aves apresentaram Orgdos positivos para B. anserina do 4° ao 8°
DPI, com destaque para o figado, baco e coracdo, que apresentaram maiores quantidades de
DNA amplificado para o gene flaB. Quanto as amostras de soro, obteve-se amplificacdo do
DNA de B. anserina, do 5° ao 10° DPI. A analise histopatoldgica revelou alteracfes e lesdes
significativas, leves a severas, em todos os 6rgdos estudados, principalmente ao nivel hepatico
e esplénico. A partir do 5° DPI ja foi possivel detectar as espiroquetas no figado, rins, baco e
coracdo das aves infectadas, quando impregnadas pela prata. Elas puderam ser visualizadas
nestes e em outros tecidos até o 8°DPI, quando foram marcadas e evidenciadas a presenca
macica de espiroquetas na medula 6ssea e nos ovarios, mais precisamente no interior dos
foliculos ovarianos. A imuno-histoquimica foi padronizada para o auxilio no diagndstico e
apos a realizacdo da técnica foi possivel visualizar a presenca das espiroguetas no interior de
vasos e macréfagos no tecido renal acometido, assim como confirmar a reacdo antigeno-
anticorpo. A infeccdo por B.anserina provocou alteragdes macro e microscopicas de leves a
severas nos 6rgdos estudados, principalmente no figado, rins e bago, além da presenca das
espiroquetas em todos os tecidos avaliados na fase aguda da doenga. Essas informacoes
confirmam o seu carater septicémico. A interacdo de técnicas como a semiologia clinica,
biologia molecular e histopatologia no estudo da infeccéo, retratou mais fielmente o estado de
salde das aves e contribui para um tratamento mais adequado da enfermidade.

Palavras-chave:  Borreliose;  galinhas  domésticas;  carrapatos;  histopatologia;

imunohistoquimica.



ABSTRACT

CEPEDA, Marcio Barizon. Experimental study of Borrelia anserina infection in
domestic chickens (Gallus gallus domesticus): clinical, molecular and pathological
characterization. 2019. 106p. Thesis (Doctor Science in Veterinary Sciences, Veterinary
Sciences). Veterinary Institute, Veterinary Science Graduate Program, Federal Rural
University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Avian borreliosis is an acute and septicemic disease that can affect a variety of avian species
and is caused by the bacterium Borrelia anserina. It is an extremely mobile spirochete and
can be detected in the blood plasma of sick fowls during the acute phase of the disease. The
vector responsible for the transmission is the Argas (Persicargas) miniatus tick. The
experimental study aimed to study the evolution of B. anserina infection in domestic
chickens, clinically characterizing the disease through the use of molecular and pathological
techniques. A total of 38 fowls were infested with B.anserina infected third stage (N3)
nymphs and for study control, two fowls were infested with B.anserina free third stage
nymphs. The course of infection was evaluated for 44 days after exposure of ticks to fowls
and the experimental procedures were divided into over-acute phase corresponding to day 1 to
day 4 post-infection (DPI), acute (5 to 10 DPI) and subacute (14 to 44° DPI), considering the
progression of the disease. In the three phases, serum samples were collected daily from 10
fowls and organ fragments during autopsy. The collected material was used in molecular,
histopathological and immunohistochemical exams. In all stages, negative samples from
healthy birds submitted to the same experimental conditions were analyzed. In PCR, the fowls
presented positive organs for B. anserina from the 4th to the 8th DPI, especially the liver,
spleen and heart, which presented larger amounts of amplified DNA for the flaB gene. As for
serum samples, B. anserina DNA amplification was obtained from the 5th to the 10th DPI.
Histopathological analysis revealed significant mild to severe changes and lesions in all
organs studied, especially at the liver and splenic level. From the 5th DPI it was possible to
detect spirochetes in the liver, kidneys, spleen and heart of infected fowls when impregnated
with silver. They could be visualized in these and other tissues up to the 8th DPI, when the
massive presence of spirochetes in the bone marrow and ovaries were marked and evidenced,
more precisely within the ovarian follicles. Immunohistochemistry was standardized to aid the
diagnosis and after performing the technique it was possible to visualize the presence of
spirochetes inside vessels and macrophages in the affected renal tissue, as well as confirm the
antigen-antibody reaction. Infection by B.anserina caused mild and severe macro and
microscopic changes in the organs studied, especially in the liver, kidneys and spleen, and the
presence of spirochetes in all tissues evaluated in the acute phase of the disease. This
information confirms its septicemic character. The interaction of techniques such as clinical
semiology, molecular biology and histopathology in the study of infection, more faithfully
portrayed the health status of fowls and contributes to a more appropriate treatment of the
disease.

Key words: Borreliosis; domestic chickens; ticks; histopathology; immunohistochemistry.
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avidina-biotina-peroXidase/DAB ...........ccu i s 80
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1 INTRODUCAO

Atualmente a agricultura familiar desempenha um papel de destaque na economia do
Brasil, com uma produtividade de 37,87% do montante nacional, abrangendo 85,17% dos
estabelecimentos rurais (CIAS, 2010). Representa uma importante fonte de renda, sobretudo
para medios e pequenos produtores, uma vez que a reutilizacdo dos equipamentos e
subprodutos desonera os mesmos e contribui na rusticidade das instalagdes em sistemas de
avicultura familia orgénica, onde sdo estabelecidas criagdes de galinhas caipiras coloniais.
Entretanto, este método de criacdo de aves de producdo implantado na avicultura familiar
possui algumas desvantagens, sendo a principal, o investimento reduzido em técnicas
sanitarias apropriadas e em equipamentos eficientes. Esses sdo elementos fundamentais na
preservacdo da sanidade do plantel, uma vez que um planejamento deficiente neste aspecto
pode acarretar na instalacdo de parasitoses e outras doencas infecciosas (CRUZ et al., 2012).

Com o desenvolvimento da criacdo aviaria industrial algumas doencas deixaram de
ser um grande problema de perda econdmica. Porém, contemporaneamente, o consumo de
produtos organicos avicolas vem aumentando consideravelmente, principalmente em
comunidades de pequenos e médios proprietarios rurais, areas peri-urbanas das regides
metropolitanas das grandes cidades e as doencas reemergentes podem voltar a acarretar
problemas ja que possuimos o vetores transmissores e condi¢des ambientais adequadas.

Em uma criacdo de aves onde a implantacdo do sistema de producdo organico seja
marcante, a borreliose ou espiroquetose aviaria representa uma enfermidade de importancia
econdmica (LISBOA, 2008). Causada pelo agente etiol6gico Borrelia anserina (Sakharoff,
1891), a doenca possui caracteristicas septicémica, aguda e cosmolita, com capacidade de
afetar diferentes espécies de aves (ATALIBA, 2006). Segundo Boero (1967), os sinais
clinicos relacionados a doenca, dependem da patogenicidade da cepa em questao, observando-
se inicialmente a ocorréncia de hipertermia e polidpsia, seguidas de fraqueza muscular,
sonoléncia, diarreia esverdeada, inapeténcia, cianose de mucosas, evoluindo posteriormente
para um quadro de hipotermia, paralisia e morte. Sakharoff descreveu a espécie B. anserina
pela primeira vez em 1891, ao estudar a epidemiologia e a clinica da doenca em gansos no
Caucasus, regido da Russia. No Brasil, a doenga foi relatada pela primeira vez por Marchoux
e Salimbeni em 1903, no Estado do Rio de Janeiro, ao estudarem o desenvolvimento da
doenca em galinhas naturalmente infectadas. A borreliose estd relacionada a alta taxa de

mortalidade em aves de criagdo rustica, sendo as aves jovens e as imunocomprometidas mais
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susceptiveis a doenca, e o decréscimo de novos casos esta relacionado a adogdo de medidas
profilaticas que foram adotadas ao longo do tempo (WOUDA et al., 1975). Foi considerada
como a maior causa da mortalidade em aves de areas tropicais e subtropicais da Europa, india,
Africa, Europa, Indonésia, regides da Australia, América Central e do Sul (MARCHOUX e
SALIMBENI, 1903; McNEIL et al., 1949).

Carrapatos do género Argas (Laitreille, 1796) sdo os vetores relacionados a
transmissdo de B. anserina. Sdo considerados vetores reservatorios, apresentando elevada
longevidade, permitindo que o patdgeno, se instale e sobreviva por longo periodo de tempo
em seu interior (BURGDORFER, 1985). As formas de transmissdo transestadial e
transovariana permitem que o vetor seja um reservatorio em todas as suas fases evolutivas, as
quais possuem a capacidade de transmitir a borreliose (COOPER; BICKFORD, 1993).

Argas persicus (Oken, 1818) e Argas reflexus (Fabricius, 1794) sdo os vetores da
doenca no continente Europeu; A. persicus no continente africano e Australia e Argas
miniatus (Koch, 1844) nas Américas (HUTYRA et al., 1947).

Atualmente a manutencdo da cepa de B. anserina vem sendo estabelecida em
laboratorio e tem sido realizada por meio de passagens sanguineas em galinhas domésticas
jovens e adultas ou em meios de cultivo (McNEIL et al., 1949; BARNES, 1997; CEPEDA,
2015). As cepas podem ser preservadas por longo tempo (DHAWEDKAR; DHANESAR,
1983; LABRUNA et al., 1999) e amostras contendo soro infectado por esta bactéria sdo
mantidas criopreservadas em nitrogénio liquido (LABRUNA et al., 1999). O meio de escolha
para o cultivo de B. anserina é o Barbour- Stoenner- Kelly (BSK), uma vez que apresenta
composicao essencial para suprir suas exigéncias nutricionais e possibilitar o crescimento
bacteriano (ASLAM et al., 2012).

A observacdo dos sinais clinicos caracteristicos, correlacionada a presenca dos
carrapatos nas aves, possibilita que seja feito um diagndstico mais preciso. Durante a fase
aguda da borreliose, o diagnostico ja pode ser realizado através de esfregacos sanguineos
periféricos, corados de preferéncia pelo Giemsa, por meio de exames histopatoldgicos de
orgéos afetados corados por hematoxilina-eosina (SOARES et al., 2000) e visualizadas nos
tecidos afetados pela impregnacéo por prata. A aposicao de tecidos do vetor, como intestino e
glandula salivar e também pelo exame da hemolinfa e liquido coxal em microscépio de
campo escuro (BIER, 1985), completam um diagnéstico mais eficiente. Exames

complementares como os hematoldgicos (LISBOA, et al 2006) e bioquimicos (CEPEDA ,



2015) séo relevantes e, por serem minimamente invasivos, sdo fonte de amostras e fornecem
rapido resultado.

Na literatura ha poucos estudos referentes a epidemiologia deste agente, embora
Cepeda (2015), ap6s transmitir experimentalmente B. anserina por meio de soro infectado e
pelo carrapato vetor, descreveu os indices epidemioldgicos da doenga, como os periodos de
incubacdo e patente. SAo escassos estudos recentes sobre esta doenca e para isso faz-se
necessario a utilizacdo de técnicas mais recentes e apuradas como a biologia molecular e a
imunohistoquimica para contribuir com o diagnostico e elucidar o comportamento do agente
etiologico no hospedeiro e/ou enquanto no carrapato vetor.

S&do medidas profilaticas de importancia o0 combate ao carrapato vetor, que pode ser
realizado através construcdo de estruturas isentas de frestas nos galinheiros, manejo adequado
e higiénico das camas das aves e, ainda, através da pulverizacdo de substancias acaricidas.
Para o tratamento das aves enfermas, a administracdo de antibiéticos do grupo das
estreptomicinas, penicilinas e terramicinas se mostra uma medida eficaz (HUTYRA et al.,
1947; BOERO, 1967).

Neste sentido, este trabalho teve por objetivo estudar o curso da infeccdo e a patogenia
causada por B. anserina em galinhas domésticas (Gallus gallus domesticus) e caracterizar seu
comportamento no organismo hospedeiro, através de métodos clinicos, moleculares e

patoldgicos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Um breve historico do género Borrelia: seus agentes, vetores e relacdo parasitaria

O género Borrelia foi descrito pela primeira vez por Swellengrebel em 1907 e seu
nome foi em homenagem ao grande microbiologista francés Amédeé Borrel. Porém, a
primeira observacdo de um microrganismo compativel com uma espiroqueta foi realizada por
Leeuwenhoek (1861), quando manipulava um material humano oriundo de mucosas bucal e
intestinal. J& em 1868, na Russia, Obemeier descobriu que individuos acometidos pela febre
recurrente apresentavam espiroquetas em sua circulacdo sanguinea (PESSOA, 1963;
PAVLOVSKY, 1965). Por um bom tempo, as borrelias foram classificadas no grupo das
algas, protozodrios e bactérias e somente a partir de 1948, foram classificadas e reagrupadas
em um grupo particular dentre as bactérias (PESSOA, 1963; KRIEG; HOLT, 1984).

Geralmente, a distin¢do entre as espécies de Borrelia é feita pela identificacdo do seu
vetor especifico, o hospedeiro vertebrado susceptivel (mamiferos ou aves) e o grau de
infectividade do agente etiol0gico na natureza ou experimentalmente em laboratério (DAVIS,
1956; FELSENFELD, 1971).

Os agentes pertencentes a este género, em sua maioria, podem acometer mamiferos e
aves. Em animais silvestres, sua importancia esta na ocorréncia em roedores, que
desenvolvem um papel de hospedeiros reservatérios naturais (BARBOUR; HAYES, 1986).
Com base nestes dados, as espécies de borrelia foram sendo nomeadas e descritas com o
passar do tempo, através da identificacdo de seus vetores e pelos estudos bioldgicos e
moleculares (HOOGSTRAAL, 1985; MARCONI et al., 1995).

A transmissdo da borrelia para um hospedeiro susceptivel é realizada por carrapatos,
embora, mosquitos como culicideos, tabanideos e algumas pulgas, possam também transmitir
0 agente de forma mecénica (MAGNARELLI et al., 1986). De acordo com Restrepo et al
(1994) e Schwan (1996), os carrapatos possuem um papel fundamental na patogenicidade da
transmissdo das borrelioses, ja que existem mecanismos intrinsecos envolvidos nesta relacdo
parasitaria e que estdo diretamente relacionados a transmissao.

Alguns exemplos desses mecanismos podem ser levados em considera¢do quando do
estudo dessa relagdo parasitéria, envolvendo a variabilidade antigénica, quando a borrelia

utiliza-se de subterfagios para escapar do sistema imune do hospedeiro e/ou resistir a



variagdes de temperaturas na qual o carrapato habita. Qualquer interferéncia neste equilibrio
parasita x vetor, pode prejudicar a viabilidade das espiroguetas, interferir na sua fisiologia e
até na sua transmissdo (NAKAYAMA et al., 1989). Muitas pesquisas envolvendo esta relagdo
parasitaria foram realizadas, e algumas revelaram que existe certa dependéncia quimica da
borrelia quando da sua presenca no intestino do carrapato, j& que neste local ocorre uma
intensa replicacdo bacteriana (HOOGSTRAAL, 1985; SCHWAN, 1996; RANDOLPH et al.,
1996).

A transmissdo das bactérias através do carrapato argasideo pode ocorrer pelas formas
transestadial e transovariana. Embora ambas sejam eficentes, a trasovariana € a principal
forma de transmissdo das espiroquetas entre carrapatos (HOOGSTRAAL, 1985; BARBOUR;
HAYES, 1986).

O estabelecimento das espiroquetas no carrapato é sinalizado quando da sua presenca
nos intestinos e na hemolinfa presente nos intersticios celulares deste 6rgdo. Segundo Zung et
al (1989) e Balashov (2005), a alimentacdo dos carrapatos estimula a migracdo das
espiroquetas via hemolinfa da cavidade corporal em direcdo as regibes mais extremas das
glandulas salivares, ganglio nervoso e outras regibes mais internas. Todo o processo de
desenvolvimento e multiplicacdo bacteriana no vetor € influenciado por inimeros processos
fisiologicos durante seu ciclo de vida. Alguns exemplos que limitam a eficiéncia de sua
transmissdo sao a reducao do numero de espiroquetas conforme o carrapato muda de estagio e
0 niimero excessivo de espiroquetas.

Atualmente existem cinco tipos de enfermidades causadas por agentes etioldgicos do
género Borrelia, podendo acometer animais e humanos. A primeira borreliose a ser descrita,
foi a causadora da febre recurrente em humanos, tendo como agente responsavel 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 borreliose ou espiroquetose aviaria tem como seu agente causador, a B. anserina,
cujos vetores sdo carrapatos argasideos do género Argas, acometendo diversas espécies
aviarias (QUINN, 1994). A Borrelia theileri (Leveran, 1903), agente que pode infectar
bovinos, ovinos e equinos, tem como vetores o carrapato ixodideo Rhipicephalus microplus
(Canestrini, 1888) (NEITZ, 1956; CALLOW, 1967). A enfermidade mais recente € o
chamado aborto epizodtico bovino, transmitido pela Borrelia coriaceae Johnson, 1987 e por
Ornithodorus coriaceus Koch, 1844 (JOHNSON et al., 1987; ZINGG; LEFEBVRE, 1994).



A Borreliose de Lyme é considerada a enfermidade de maior grupo entre as causadas
pelo género Borrelia. E uma doenca infecto-contagiosa de carater multissistémico,
acometendo animais e humanos. Segundo a literatura, os principais agentes envolvidos neste
grupo pertencem as seguintes espécies: Borrelia burgdorferi Johnson et al., 1984, Borrelia
garinni (Baranton et al., 1992), Borrelia lusitaniae Le Fleche et al., 1997, Borrelia
valaisiania Wang et al., 1997, Borrelia afzelli (Canica et al., 1993), Borrelia japonica
Kawabatta 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. Borrelia anserina

2.2.1. Histérico e Taxonomia

Este agente etioldgico foi descrito pela primeira vez por Sakharoff no ano de 1891,
quando relatou um considerdvel surto infeccioso em uma populacdo de gansos Anser
cygnoides (Linnaeus, 1758) na regido do Caucasus na Russia. Devido a este relato, a
espiroquetose avidria foi considerada por um bom tempo como a maior causa de mortalidade
em aves, sejam em areas tropicais e subtropicais da Europa, Africa, india e Indonésia; assim
como também em regides da Australia, América Central e do Sul (MARCHOUX;
SALIMBENI, 1903; McNEIL et al., 1949).

De acordo com McNeil et al., 1949, a infeccdo também foi relatada acometendo
galinhas, perus e faisbes mongolianos (MATHEY, 1955) nos Estados Unidos (ROKEY;
SNELL, 1961) e em alguns casos no Novo México e Texas (FRANCIS, 1956). No Oriente
Médio, mais precisamente no Suddo, o primeiro caso de Borreliose aviaria foi encontrado em
galinhas domésticas, sendo a enfermidade considerada a maior causa de 6bitos naquele
periodo. A bacteria também foi encontrada e isolada do carrapato vetor Argas sp. no
Paquistdo (ASLAM et al., 2012)

No Brasil, Marchoux e Salimbeni (1903) relataram um surto de infec¢do por B.
anserina em galinhas, e pela primeira vez, demonstraram que o carrapato do género Argas
seria o responsavel pela transmissdo da bactéria de aves enfermas para outras susceptiveis.

Em décadas passadas, a borreliose aviaria foi reportada como uma enfermidade aguda e
severa, que afetava drasticamente a industria e o comércio avicola (ARAGAO, 1911;

GORRIE, 1950) e atualmente se encontra restrita a pequenas e médias cria¢fes rusticas de
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aves coloniais, voltadas para a subsisténcia e comércio local. Fatores estes que contribuem
para a presenca do carrapato vetor.

Em 1891, Sakharoff descreveu e nomeou 0 microrganismo como Spirochaeta
anserina (WENYON, 1926). No decorrer do seculo XX, o agente B. anserina foi denominada
de diversas maneiras (KNOWLES et al.,, 1932) e suas sinonimias como Spirochaeta
gallinarum, Treponema anserinum, Spirochaeta anatis (KRIEG; HOLT, 1984) podem ser
encontradas em literatura especifica, como no caso do Manual Bergey de Bacteriologia
Determinativa, edi¢do de 1984. Os diversos nomes cientificos dados a esta espécie, foi devido
a realizacdo de muitos testes imunoldgicos que obtiveram em seus resultados, reagdes
cruzadas em aves de laboratorio, utilizando-se cepas obtidas de diferentes regifes, onde o
resultado.

Conforme os taxons de bactérias (BARBOUR; HAYES, 1986; NCBI, 2005), esta
espiroqueta esta taxonomicamente representada da seguinte forma:

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

Espécie - Borrelia anserina

2.2.2. Caracterizacao morfolégica da espiroqueta

A espirogueta B. anserina é uma bactéria gram-negativa, microaerofila, de formato
helicoidal, apresentando aproximadamente de 15 a 20 fibrilas axiais ou flagelos
periplasmaticos (HOLT et al., 1994). S8o ageis e extremamente mdveis, possuindo
ondulages e um cilio em cada extremidade que contribuem para que as mesmas possam
desenvolver tais habilidades (BOERO, 1967). Apresentam um cilindro periplasmatico, onde
em sua regido terminal estdo inseridos seus flagelos periplasmaticos (BARBOUR; HAYES,
1986). O género Borrelia, possui uma quantidade reduzida de espiras em relacdo a outras
bactérias da Familia (PFISTER et al., 1994; QUINN et al., 1994), porém dentro de uma
mesma espécie podem ocorrer casos de pleomorfismo (BENNETT., 1995). Seu processo de

multiplicacdo ocorre por meio da fissdo binaria transversal ou cissiparidade (AUSTIN, 1993).



2.2.3. Manutengéo da cepa de Borrelia anserina

O método de criopreservacao é a forma mais eficaz de manutencéo de uma cepa, tendo
em vista a eficicia no fornecimento de células e microrganismos vivos geneticamente estaveis
e viaveis para uso em diversas finalidades, alem de auxiliar na contribuicdo experimental em
pesquisas e avangos no campo da medicina (BROCKBANK et al., 2007). Uma enorme gama
de bactérias sdo preservadas e mantidas por longos periodos em laboratdrio, através da
padronizacdo das técnicas de congelamento (HOLLAND et al., 2003). De acordo com estudos
realizados por Michel e Garcia (2003), procedimentos experimentais utilizando-se bactérias
procedentes de criopreservacdo, tem se mostrado eficazes, ja que o agente etioldgico apds a
preservacao mantém sua viruléncia e sua capacidade infectante. Alguns experimentos, como 0
realizado por Cepeda (2015), comprovaram que a cepa PL de B. anserina criopreservada e
posteriormente descongelada se mostrou virulenta e altamente infectante, quando inoculada
em aves susceptiveis.

Anteriormente ao processo de criopreservacdo em nitrogénio liquido, Labruna et al
(1999), submeteram amostras de soros de aves experimentalmente infectadas a dois processos
distintos de estabilizacdo, o glicerol a 50% e o Dimetil-sulféxido (DMSO) a 10%. Ambos
mantém a infectividade da cepa, mas seus estudos mostraram que 0 DMSO a 10% se mostrou
mais eficaz em relacdo a sua criopreservacdo. Dhawedkar e Dhanesar (1983), ao estudarem a
eficiéncia da B. anserina conservada em nitrogénio liquido, comprovaram que 0 sangue
infectado adicionado de citrato de sddio, estabilizante de glicerol 6 a 10% e 0 meio de Hank
para suspensdo, obtiveram resultados mais consistentes e satisfatorios.

Em alguns laboratérios, a cepa de B. anserina tem sido mantida através de passagens
sanguineas sucessivas em aves jovens e no passado em ovos embrionados (LEVINE et al.,
1990; BARNES, 1997). Esta mesma cepa foi submetida por McKercher (1949) a vinte
passagens sucessivas em ovos embrionados, quando foi observada a presenca das
espiroquetas na membrana cério-alantoide do embrido.

A técnica de cultivo in vitro de B. anserina é um procedimento dispendioso, pelo fato
desta bactéria possuir caracteristica fastidiosa, necessitando de meios especificos com alto
valor nutricional (McNEIL et al., 1949; MERCHANT; PACKER, 1965; HOLT et al., 1994).
Ap0s estudar o comportamento e 0s mecanismos envolvidos na manutencgdo da B. anserina no
meio BSK, Levine et al (1990), relatou que as espiroquetas, ao sofrerem experimentalmente
doze passagens sucessivas em aves susceptiveis, tiveram sua capacidade virulenta bastante

reduzida.



2.3. Biologia do carrapato vetor

O vetor causador da borreliose aviaria é um carrapato pertencente a Familia Argasidae
(Canestrini, 1890) e ao género Argas. A maioria das espécies deste género estdo distribuidas
na regido neotropical, totalizando cerca de 60 espécies em todo o mundo. Na Europa, a
transmissdo da enfermidade ocorre pelas espécies A. persicus e A. reflexus. Em Portugal, foi
relatada a transmiss@o da doenca pela primeira vez pelo A. (A) reflexus reflexus, em ninhos de
pombos e pardais em frestas de madeiras, locais estes de facil instalacdo do carrapato vetor
(ROSA et al., 2004). No Oriente médio e Africa a transmissdo se da pelo A. persicus, e 0s
primeiros registros de A. persicus scricto sensu foram evidenciados no sul da Australia, sendo
encontrado parasitando aves domésticas (PETNEY, 2004). J& no continente africano, Argas
africolumbae Hoogstraal et al., 1975 foi estudado em todos o0s seus estagios de vida em
laboratorio (HOOGSTRAAL et al., 1975) e 0 seu parasitismo ocorrendo em aves nativas da
regido. No continente Americano, o carrapato A. miniatus é o responsavel pela transmissédo da
doenca (HUTYRA, et al., 1974).

2.3.1. O carrapato argasideo Argas (Persicargas) miniatus

O carrapato da espécie A. (P.) miniatus é Unico deste género encontrado no Brasil,
podendo parasitar aves domésticas e ocasionalmente silvestres. Nas Ameéricas, foi reportado
sua presenca principalmente no Brasil, quando Rohr (1909), Magalh&es (1979) e Schumaker
et al. (1988) descreveram seu comportamento e biologia. Os aspectos biol6gicos do carrapato
adulto, foi avaliado por Santos et al., 2011, quando avaliaram o comportamento do A.
miniatus em condicdes controladas no laboratério (em estufa B.O.D 27+1°C e 80£10% UR) e
em condi¢Bes ambientais ndo controladas (ambiente de laborat6rio nas estagdes chuvosa e
seca).

Segundo Kohls et al (1970), o referente vetor possui extrema importancia clinica e
epidemioldgica no Continente Americano, pois seu parasitismo esta associado a um quadro de
intensa espoliacdo e anemia consideravel das aves acometidas, assim como a capacidade de
transmitir a B. anserina e outros patdgenos.

Este carrapato pode ser encontrado no seu ambiente natural, parasitando aves de
pequenas e médias criagdes rasticas de galinhas domeésticas. Economicamente, esse

parasitismo das aves pode acarretar em um quadro desfavoravel quanto a produtividade de



uma criacdo, jd que o hematofagismo e a transmisséo da borrelia de um carrapato a outro
pelas vias transestadial e transovariana, aumentam a populacdo do vetor e impactam
negativamente no estabelecimento de uma avicultura familiar (MARCHOUX; SALIMBENI,
1903; HOOGSTRAAL, 1979; LISBOA, 2006).

Em situacbes que as aves jovens se encontram em macica infestacdo por carrapatos,
um quadro paralitico pode ser evidenciado, principalmente quando ocasionado por larvas em
final de ingurgitamento (GOTHE; KOOP, 1974; MAGALHAES, 1979; MANS et al., 2004).
Esta paralisia pode acontecer nas asas ou patas e cuja ocorréncia gravidade dependem da
quantidade de neurotoxina librada pelos carrapatos nos tecidos das aves.

Este argasideo pode sobreviver por longos periodos longe de seus hospedeiros naturais
(HOOGSTRAAL, 1985), atuando como reservatérios e fonte de infec¢do natural, nos quais as

espiroquetas podem se manter vivas por um longo tempo.

2.3.2. Ciclo evolutivo

O carrapato A. miniatus é heteroxeno, nidicola, alimenta-se preferencialmente a noite e
apresenta em seu ciclo bioldgico (Figura 1) as seguintes fases evolutivas: uma fase larval,
permanecendo sobre o hospedeiro de 3 a 7 dias completando o seu repasto; 4 ou 5 fases
ninfais (sofrendo muda ou ecdise a cada mudanca de fase) e fase adulta, alimentando-se de 10
a 45 minutos e apresentando dimorfismo sexual pouco evidente (KOHLS et al., 1970). As
fémeas dependem de realizar um repasto sanguineo completo e uma copula inicial para dar
inicio a sua postura (RHOR, 1909). O jejum prolongado, por aproximadamente 60 dias, pode
ocasionar mudangas no nimero e peso das futuras ninfas (SANTOS, 2008).

A diferenciacdo sexual é evidenciada morfologicamente pelas dimensdes e suas
caracteristicas sexuais secundérias (MAGALHAES, 1979).

Fora de seus hospedeiros naturais, o carrapato pode ser encontrado em ambientes
propicios para sua instalacdo e desenvolvimento bioldgico, como em galinheiros com pouca
luminosidade e troca de cama de frango. O periodo de fixacdo no hospedeiro esta diretamente
relacionado a eficiéncia da transmissdo, embora para 0s argasideos esse tempo nao seja
relevante (DODGE, 1973; HOOGSTRAAL, 1985; SONENSHINE, 1991).
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Figura 1. Ciclo biol6gico de Argas miniatus, detalhando suas fases evolutivas, além do periodo de
repasto  sanguineo no  hospedeiro  referente a cada fase.  Disponivel em:
https://dokumen.tips/documents/ordem-ixodida.html.

2.3.3. Relagéo parasito-hospedeiro

De acordo com Balashov (1972) e Hoogstraal (1985), a transmissdo da borrelia por
carrapatos da Familia Argasidae pode ocorrer pela saliva e principalmente através do liquido
coxal. Esta interacdo € tdo intima que a espécie pode ser isolada e identificada por meio do
xenodiagndstico (APPEL et al., 1993). Trés dias apds a alimentagdo em uma ave infectada, €
possivel detectar a presenca das espiroquetas na hemolinfa e liquido coxal dos carrapatos.
Completados aproximadamente 15 dias, as espiroquetas se multiplicam e ja se encontram
instaladas por todo o corpo do carrapato, principalmente nas glandulas salivares e tabulos de
Malpighi (BIER, 1985). Ao ocorrer a transmissdo do carrapato infectado para uma ave
susceptivel, a saliva age através de suas propriedades toxicas, bloqueando células fagocitarias
e inflamatorias, colaborando para o estabelecimento e multiplicacdo do agente etiologico
(RIBEIRO et al, 1987; URIOSTE et al, 1994).

Segundo Boero (1967), quando o carrapato finaliza o repasto sanguineo, completando
seu total ingurgitamento, o liquido coxal é expelido na regido proxima da peca bucal. As
espiroquetas, que ja se encontram em toda hemocele do carrapato, se direcionam para o 6rgdo
coxal, mediadas por estimulos bioquimicos, e sdo liberadas juntamente com o liquido coxal

sobre a microfissura na pele do hospedeiro causada pela picada (BONE, 1939).
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Todas as fases evolutivas de A. miniatus sdo capazes de transmitir B. anserina para aves
susceptiveis (COOPER; BICKFORD, 1993).

Atualmente, cepas patogénicas de B. anserina sdo mantidas vidveis em colonias de
carrapatos da espécie A. miniatus (LABRUNA et al., 1999). Estes carrapatos infectados
podem sobreviver por um longo tempo, quando submetidos a condi¢bes laboratoriais em
estufa de B.O.D (Biochemical Oxygen Demand), simulando em seu interior as mesmas
condi¢des ambientais (BURGDORFER, 1985).

2.4. A Borreliose aviaria

2.4.1. Aspectos epidemioldgicos

A borreliose aviaria € uma doenca septicémica de carater agudo, que pode acometer
aves dos drupos dos anatideos, galiformes, passeriformes, columbiformes e algumas aves
silvestres (WOUDA et al., 1975; QUINN et al., 1994). Tem como seus principais hospedeiros
naturais a galinha doméstica (G. gallus), patos (A. cygnoides), os perus (Melleagridis
gallopavo), faisdes (Phasianus colchius) e os canarios (Serenus canarius) (McNEIL, et al.,
1949).

Alguns estudos contribuiram ao longo do tempo para reunir informacGes mais
consistentes sobre a epidemiologia da doenca. Hutyra et al (1947), relataram que o periodo
pré-patente da infeccdo quando a transmissdo nas aves ocorreu através da picada de carrapatos
foi de quatro a seis dias e o periodo de incubacdo sendo em média de trés a oito dias
(BOERO, 1967; BIER, 1985). Em experimento recente, Cepeda, 2015 corroborou com 0s
achados anteriores e revelou que em seu estudo a infec¢do indicou um periodo de pré-paténcia
e de incubacdo equivalente ha cinco dias, quando a mesma foi originada pela picada do
carrapato. Neste mesmo estudo, relatou-se tambeém que o 8°DPI, foi descrito como o pico de

parasitemia, ou seja, periodo que ocorre intensa multiplicacdo e atividade bacteriana.

2.4.2. Sintomatologia clinica

A enfermidade caracteriza-se inicialmente por um quadro de hipertermia e aumento na

ingestdo de agua, severa fragueza muscular, sonoléncia e penas arrepiadas (Figura 2), falta de
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apetite, posteriormente evoluindo para alteragfes que cursam com disturbio gastroinstestinal e
presenca de uma diarreia verde escura (Figura 3). O quadro final cursa com uma hipotermia,

paralisia corporal, podendo evoluir para o 6bito (LISBOA, 2006).

Figura 2. Ave infectada experimentalmente por Borrelia anserina apresentando estado de sonoléncia
e penas arrepiadas. Arquivo pessoal.

Figura 3. Diarreia com aspecto pastoso e coloracdo esverdeada. Manifestacao clinica presenciada na
fase aguda da doenca. Arquivo pessoal.

13



Um quadro clinico similar também foi revelado em estudo realizado por Nasri et al
(2010), evidenciando sinais como anorexia, diarreia, palidez de crista e barbela, paralisia de
asas e penas arrepiadas durante a fase aguda da infeccdo. Cepeda (2015) em seu estudo
experimental também relatou sintomatologia clinica semelhante, como sonoléncia, penas
arrepiadas e sem interesse pelo alimento, alteracdo na coloragdo das fezes, apresentando
consisténcia liquida e cor esverdeada.

Alguns estudos descrevem os principais sinais clinicos da Borreliose aviaria (ROA et
al.,, 1958; ROKEY e SNELL, 1961; BARNES 1997). Qutros trabalhos ainda relatam a
existéncia de formas superaguda, aguda e subaguda da doenca (Boero, 1967). Na forma
aguda, ocorre elevacdo na temperatura, chegando a 43°C, presenca de mucosas cianéticas e
depressdo. No 4° e 5° DPI surgem sinais de hiperventilacdo respiratoria, fraqueza e / ou
paralisia de pernas e asas (McNEIL et al. 1949; ROA, 1958). O 6bito pode ocorrer devido a
formacdo de embolia devido aos inimeros organismos aglutinados (DELAMATER e
SAURINO, 1952). Nas formas aguda e subaguda é observado anorexia, aumento da sede,
fraqueza de asas e pernas, palidez de mucosas e diarreia esverdeada. Barnes (1997) descreveu
os sinais clinicos da enfermidade como um aumento acentuado da temperatura corporal,
desidratacéo, perda de peso, excesso de bile e uratos foram notados nas fezes durante os
primeiros 4 a 5 dias de doenca. Ainda na fase subaguda, as aves entram em coma
apresentando temperatura abaixo do normal. A infeccdo com cepas de baixa viruléncia
provoca a instalacdo de uma doenca branda, podendo passar até mesmo despercebida. As aves
que venham a se recuperar tem seu quadro clinico restabelecido e ndo se tornam portadoras
(DICKIE e BARRERA, 1964).

O diagndstico da Borreliose aviaria na fase aguda pode ser realizado através de
esfregacos sanguineos periféricos preferencialmente corados pelo Giemsa, visualizacdo de
aglomerados de espirogquetas no sangue através da microscopia de campo escuro (Figura 4) e
através de avaliacdo macroscopica das lesbes na necropsia, assim como por exames
histopatoldgicos dos tecidos acometidos, corados pela hematoxilina-eosina (SOARES et al.,
2000). Utiliza-se também como apoio ao diagndstico, o exame histopatoldgico dos tecidos
dos carrapatos infectados e ainda exame de hemolinfa e liquido coxal em microscopia de
campo escuro (BIER, 1985). O diagnostico pode ser concluido atraves da analise do historico
da regido e a observacdo de carrapatos no local e fixado as aves, assim como a presenca de

larvas ingurgitadas pelas frestas e paredes do galinheiro (BOERO, 1967).
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Figura 4. Registro fotografico da visualizagdo de um aglomerado de espiroquetas (ao centro, rodeado
por eritrocitos) em sangue de ave infectada na fase aguda da enfermidade. Observagdo em microscopia
de campo escuro. Obj.40x. Arquivo pessoal.

As técnicas sorologicas como a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e de
biologia molecular como a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) sdo altamente sensiveis
para o diagndstico de borrelioses (APPEL et al., 1993; MOURITSEN et al., 1996).

As espiroquetas podem ser encontradas no plasma sanguineo das aves infectadas
durante a fase aguda da doenca (DICKIE; BARRERA, 1964; BURGDORFER; SCHAWN,
1991). O diagnostico laboratorial, em muitas vezes, € dificultado pela utilizacdo de

antibioticoterapia apos longos surtos e mortalidade das aves (GARG; GAUTAM, 1969).

2.5. Descricao das fases clinicas da enfermidade

Segundo Boero (1967), a Borreliose aviaria em seu curso de infec¢do apresenta trés
fases clinicas ou sinais patoldgicos que permitem a orientacdo para um diagndstico mais
eficiente e preciso. O curso da infeccdo da espiroquetose aviaria desenvolve-se nas fases
superaguda, aguda e finalmente uma subaguda ou crénica.

A forma clinica superaguda caracteriza-se pela rapidez de seu curso infectante e as
aves enfermas podem vir a obito de forma fulminante, apresentando uma intensa cianose de

crista e barbela como Unicos sinais perceptiveis. A auséncia de sinais clinicos mais evidentes
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nesta fase se deve a invasdo macica das espiroguetas no organismo e sua afinidade
neurotropica ocasionando ao sistema nervoso central do animal, uma grave encefalite, com
acometimento de meninges e liquido cefalorraquidiano (BOERO, 1967). Esta infiltracdo
cerebral é a causa do estado de torpor e profunda sonoléncia observados nas aves doentes a
medida que a doenca progride.

A forma aguda da Borreliose aviaria ¢ a fase de mais facil observacdo nas aves
acometidas pela infeccao, desenvolvendo uma sintomatologia clinica que duram cinco ou seis
dias e 0 comportamento morbido de algumas aves, torna possivel um diagnostico clinico mais
preciso. Inicialmente, a sintomatologia aguda cursa com uma intensa polidpsia devido ao
aporte sanguineo para 6rgdos de irrigacdo como figado, rins e baco e um empobrecimento
hidrico tecidual que também contribui para sede excessiva das aves doentes.

A intensa multiplicacdo das espiroquetas no sangue é a causa do aumento da
temperatura corporal, chegando ao seu apice quando se estabelece uma formacgdo de
aglomerados de bactérias e posteriormente a ave passa por uma fase apirética devido a
auséncia total de espiroguetas no sangue. Boero (1967) também afirma que esse
comportamento clinico assemelha-se bastante ao desenvolvimento sintomatologico das
borreliose humanas ou febres recorrentes.

A infeccdo gera uma severa enterite, prejuizo ao peristaltismo e derrames biliares sao
observados, produzindo uma diarreia fétida de coloracdo esverdeada. A cianose observada é o
resultado da trombose causada pelo acumulo de bactérias, estabelecendo uma estase
sanguinea nessas regides (BOERO, 1967).

A forma subaguda é de longa duragcdo, com a menor presenca de sinais clinicos
evidentes da enfermidade. Nesta fase, transtornos paraliticos convulsivantes oriundos de
possiveis lesdes cerebrais podem afetar a coordenagdo motora do animal. Observa-se também
a queda das asas, estado grave de prostracdo e uma hipotermia paralela. Segundo Boero
(1967), esta perda da imobilidade é devido ao grande acimulo de espiroquetas na circulacdo

sanguinea, que apoés a crise produz uma grave toxemia no animal.

2.6. A Biologia molecular no auxilio do diagnostico

As bactérias do género Borrelia, possuem formato espiralado, parede celular simples e
fina, cujas dimensdes variam de 10 a 30u de comprimento e 0,2 a 0,3 u de diametro (STEERE
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et al., 2004; KRUPKA et al.,, 2007). A sua extrema mobilidade se deve a agdo de seus
flagelos, que s@o encontrados juntos e dispostos em cada extremidade. Estes flagelos sdo
compostos basicamente por dois tipos de flagelinas: a flagelina A (flaA), de tamanho menor,
pesando aproximadamente 38kDa e outra maior, a flagelina B (flaB), de 41kDa. Estas
estruturas estdo presentes e bem preservadas em bactérias da espécie B. burgdorferi sensu
lato. Estudos em laboratério tém mostrado que as borrelias perdem seus flagelos e sua
morfologia espiralada, quando sdo submetidas a um cultivo in vitro (KRUPKA et al., 2007).

Diante destas informacGes geneéticas, a aplicacdo de técnicas moleculares como a
nested -PCR e Real time-PCR para confirmagdo do diagnostico precoce de doencas causadas
por espécies do género Borrelia, tornam-se pontuais e com um alto grau de confiabilidade
(MILLAR et al., 2003).

As técnicas de biologia molecular foram ao longo do tempo se aperfeicoando e
proporcionaram o surgimento de métodos mais sensiveis, envolvendo a deteccdo de DNA de
agentes etiolégicos tanto em amostras ambientais, coletadas visando investigacdo
epidemioldgica, como em amostras de individuos infectados experimentalmente,
amplificando o DNA do patdgeno alvo (MONTANDON, 2012).

A Reacdo de Cadeia em Polimerase (PCR) tem se mostrado, uma técnica usual e
muito eficaz, para este proposito, devido a sua elevada sensibilidade e especificidade. A
nested-PCR é uma variacdo da reacdo de PCR convencional e tem se mostrado mais sensivel
como ferramenta diagndstica para patdgenos de interesse em satde publica. Ela baseia-se no
uso da PCR para amplificar uma sequéncia mais interna de um fragmento previamente
amplificado, aumentando assim a sensibilidade em detrimento a técnica convencional.
Estudos anteriores revelaram o uso da nested-PCR para a detec¢do de Doenca de Lyme e
outros enfermidades causadas por espécies do género Borrelia, tanto em individuos infectados
como em amostras ambientais (CLARK et al., 2004).

A biologia molecular é uma importante ferramenta no auxilio do diagndstico das
principais doengas avicolas, como por exemplo, no caso das zoonoses causadoras de grande
mortalidade em granjas, como a salmonelose, micoplasmose e a clamidiose, esta Ultima
afetando mais passaros exoéticos. Em paises em processo de desenvolvimento, onde os
recursos laboratoriais sdo escassos, 0 diagnostico destas e outras doencas se tornam
dificultoso e impreciso apenas por cultura bacteriana e testes bioguimicos (CHEN; MIFLIN;
ZANG et al., 1998) evidenciando assim a importancia da PCR em relagéo a sensibilidade e
confiabilidade do diagndstico de bactérias de dificil crescimento em meio de cultura
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(MOLINA; TOBO, 2004). Estudos anteriores mostraram que a caracterizagdo molecular de B.
anserina foi feita apenas em cepas oriundas dos Estados Unidos (BUNIKIS et al., 1998;
MARCONI; GARON, 1992).

Atualmente no Oriente Médio, mais precisamente na regido do Ira, foram realizados
estudos que detectaram atraves de PCR, a presenca da B. anserina no interior de glandulas
salivares e intestinos de A. persicus, demonstrando que a cepa encontrada ¢ semelhante
filogeneticamente a outras ja relatadas em outras partes do mundo (HOSSEINI-CHEGENI et
al., 2017).

2.7. Caracterizacao anatomopatoldgica da Borreliose aviaria

O marco inicial dos estudos anatomopatolégicos envolvendo a Borreliose aviaria se da
em 1949, quando McNeil estudou a infeccdo em perus e descreveu o exame histopatologico,
descrevendo também as alteracdes causadas no baco, figado, pulmdes, rins, miocéardio,
intestinos e sistema nervoso central. Conforme Hutyra et al (1947), as espiroquetas
primeiramente multiplicam-se no figado, baco e medula 6ssea. Ap6s cinco a seis dias, as
bactérias se dirigem a corrente sanguinea, onde ocorre intensa multiplicacdo, producdo de
substancias toxicas, levando o hospedeiro a um quadro septicémico grave.

Shommein e Khogali (1974), ap6s coletarem érgdos afetados pela infeccdo, avaliaram
a presenca de alteragbes teciduais, corando-os com hematoxilina-eosina (HE). As
espiroquetas também sdo facilmente visualizadas em tecidos acometidos, principalmente na
fase aguda da infeccdo, quando se utiliza técnica de impregnacdo pela prata (BARBOUR;
HAYES, 1986; QUINN et al. 1994).

Os 6rgaos mais acometidos pela doenca sdo o figado e o baco, sendo assim 0s mais

observados no exame post-mortem das aves infectadas.

2.7.1. Medula Ossea

Nas aves, a medula 6ssea é o principal quartel-general da eritropoiese, embora divida
com o0 baco esta funcdo formadora de eritrocitos. Ela também é responsavel pela formacgéo
dos leucécitos granulosos, plaquetas e em pequena escala linfocitos. A maturacdo dos

linfocitos T e B ocorrem na medula 6ssea e sua maturacéo e diferenciacdo em outros 6rgéos
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primarios. No seu interior, sdo encontrados capilares e tecido adiposo preenchendo e
constituindo a medula amarela.

Ao nivel microscopico, a medula das aves é formada de um reticulo e fibras de
reticulina, caracterizando a rede reticular do tecido. Sdo nesse emaranhado de fibrilas, que sdo
encontradas células da série granulosa em fases diversas de evolucéo, eritrocitos completando
seu ciclo e células grandes como os megacariocitos (SANTOS, 1978).

Shommein & Khogali (1974) e Lisb6a (2008) descreveram um episddio marcante na
série vermelha de aves infectadas por B. anserina, como diminui¢do no nimero de eritrécitos
e da concentracdo de hemoglobina. Bandopadhyay & Vegad (1983), relataram que a anemia
apresentada no quadro clinico da Borreliose aviaria pode ser causada pela destruicdo de
eritrocitos ou por diminuicdo da producdo, que Sd0 0S MesSmMOs Mecanismos que ocorrem em
mamiferos. De acordo com Hutyra et al. (1947), essa redugdo da producdo de eritrocitos
ocorre devido a multiplicacdo inicial das espirogquetas no baco e principalmente medula 6ssea,

devido provavelmente a liberacdo de substancias toxicas na corrente sanguinea.

2.7.2. Bursa de Fabricius

A Bursa de Fabricius € um 6rgdo linféide em forma de bolsa, localizada na regiédo
dorsal, na porcéo final da cloaca, responsavel pela maturacdo de linfcitos B. Assim como o
timo, a bursa e as células tronco hematopoiéticas juntam-se a massa celular embrionéria e
desenvolvem-se para fazer a linfopoiese de células T e B. Ao término da fase embrionaria e
durante o crescimento da ave, os progenitores linféides que colonizam a bursa, originam-se da
medula 6ssea (MUELLER et al., 1962).

Este 6rgdo possui em seu interior, um ambiente essencial para a diferenciacdo dos
linfécitos B. Alguns experimentos com aves bursectomizadas foram realizados, demonstrando
uma reducéo significativa na resposta imune humoral (FELLAH et al., 2008)

Da Massa e Adler (1979) infectaram galinhas domésticas com B. anserina e avaliaram
0 estabelecimento da doenca em animais saudaveis, bursectomizados e submetidos a doses de
dexametasona. Neste experimento, comprovou-se a importancia da Bursa de Fabricius no
sistema imunoldgicos das aves, ja que as aves bursectomizadas e tratadas com dexametasona

ndo obtivem resposta humoral eficiente perante a presenca do antigeno.
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2.7.3. Baco

O sistema imunoldgico das aves assemelha-se bastante ao dos mamiferos (VAINIO;
IMHOF, 1995), todavia, estruturalmente os 6rgédos linfoides apresentam algumas diferencas.
O baco possui um papel imunoldgico secundario no sistema imune das aves, de formato
arredondado e formado por dois segmentos: a polpa vermelha, responsavel por armazenar
eritrécitos e neutralizar a acdo de antigenos e a polpa branca, porcdo rica em linfocitos
encarregada da resposta imunologica (TIZARD, 2002). Na borreliose aviéria, é evidenciado
quadro de esplenomegalia, com um aumento consideravel do 6rgdo, apresentando lesdes
caracterizadas por areas multifocais de infartos anémicos e hemorragicos. Toda essa lesdo,
provavelmente € causada pelo acimulo excessivo de espiroquetas durante a fase aguda da
infeccdo, levando consequentemente a varias embolias capilares (BOERO, 1967).

Bandopadhayay e Vegad (1983) e Nasri et al (2010) realizaram um estudo sequencial
em aves de diversas idades, e puderam comprovar que o0 bago de todas as aves infectadas
apresentaram tais lesdes em menor ou maior grau, em relacdo ao tamanho do 6rgdo e manchas
na superficie. Percebeu-se entdo a capacidade imunologica mais apurada do baco de animais
mais jovens. Microscopicamente, o tecido esplénico revela a presenca de um consideravel
infiltrado inflamatdrio com células monocitarias. Encontra-se também a presenca de inclusdes
e diversas vacuolizagdes devido a intensa atividade fagocitica dos macréfagos (BOERO,
1967).

2.7.4. Figado

Diversas alteracdes hepaticas podem ser encontradas em aves, podendo incluir
distarbios circulatorios, toxicos, neoplasicos e infecciosos. As lesbes no figado propriamente
dito sdo inespecificas quanto a sua etiologia, embora possam prover informacfes sobre a
ocorréncia de enfermidades sistémicas (HOERR, 1996). O figado alterado pela infecgcdo por
B. anserina, apresenta-se modificado em relacdo ao tamanho, forma, coloracéo e presenca de
extensas areas de lesdo. Segundo Boero (1967), estabelece-se um quadro de hepatomegalia,
com oOrgado se mostrando friavel ao corte, superficie com pequenos focos de necrose,

coloragdo amarelada, sugerindo uma degeneracdo gordurosa difusa do érgéo.
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Quanto a vesicula biliar, esta se encontra repleta e distendida, armazenando uma bile

verde escura e espessa.

2.7.5. Rins

No curso agudo da infeccdo, os rins encontram-se totalmente hiperémicos,
hemorragicos, friaveis, aumentados em seu tamanho e com extensos focos de congestéo.
Microscopicamente, pode-se notar uma intensa atividade degenerativa do ducto coletor,
revelando a presencga de depositos hialinos e um infiltrado inflamatorio linfocitico no tecido
intersticial (BOERO, 1967).

2.7.6. Coracao

As principais lesdes e alteragbes sdo encontradas ao nivel do miocardio, com a
presenca de um consideravel infiltrado inflamatoério. Alteracbes mais importantes podem ser
relatadas, como, tumefacdo das fibras cardiacas, endocardite e pericardite com acumulo de
exsudato fibrinoso na cavidade (McNEIL, 1949; BOERO, 1967).

2.7.7. Sistema Nervoso Central (SNC)

Boero (1967) e Cepeda (2015) descreveram alteracdes da enfermidade mais
consistentes ao nivel de cérebro e cerebelo, com grandes areas de congestdo e edema
submeningeano, presenca de perivasculite e hiperemia de cértex. Ginawi e Shommein (1980)
também descreveram inchaco e fragmentacdo de fibras neurogliais e formacdo de um edema

perineural.

2.7.8. Pulmd@es e sacos aéreos

O sistema respiratério das aves é constituido por duas narinas, laringe, traqueia,
laringe, brénquios primarios, secundarios e terciarios, pulmdes e sacos aéreos (STEINER e
DAVIS, 1985). Alguns patogenos podem acometer o sistema respiratorio concentrando-se na
porc¢do superior, podendo causar inchaco e edema de parte da cabeca, em virtude de infeccbes
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nos seios nasais. Nas lesbes mais severas de trato respiratorio inferior observadas s&o
traqueite, bronquite, pneumonia e aerossaculite (CASTRO, 2000).

Histologicamente, o tecido pulmonar acometido pela Borreliose aviaria apresenta-se
com é&reas de obstrucdo, evidenciando a presenca de trombos. H& a uma intensa hiperplasia
epitelial e bronquica, hipersecre¢do de células caliciformes com deformacdo dos cilios e
intenso infiltrado inflamatorio linfocitico com macréfagos. (SRINIVASAN e RAO, 1966). Ja
0s sacos aéreos podem estar distendidos e com aspecto opaco, mostrando uma coloragédo

esbranquicada em sua superficie.

2.7.9. Pancreas

Longitudinalmente, o péncreas nas aves localiza-se no mesentério dorsal, desde o
figado até a flexura cranial do duodeno, sustentando-se as al¢as duodenais por ligamentos.
Segundo NICKEL et al. (1977), o 6rgdo emite trés diferentes ductos pancreaticos nas aves e
nos pombos, dois dos quais surgem de um ventral e do lobo dorsal. Esta morfologia foi
comparada por GULMEZ (2003), quando afirmou que, no ganso, ha apenas dois ductos e de
LIU et al. (1998) que afirmam que no pato existem apenas dois ductos.

Microscopicamente, o pancreas de galinhas corresponde a uma estrutura composta por
uma capsula delgada de tecido conjuntivo frouxo (KADHIM et al. 2010). Nao héa trabalhos
recentes na literatura sobre as consequéncias da infecgdo por B. anserina em pancreas de

galinhas domésticas.

2.7.10. Intestinos

O arranjo anatdbmico confere aos intestinos uma enorme superficie de contato, que
permite as aves absorver eficientemente agua e nutrientes. Substancias como toxinas e
patdgenos lesionam a superficie intestinal e reduzem a sua capacidade absortiva (RUTZ et al.,
2015).

A ocorréncia da diarreia esverdeada & um sinal caracteristico da Borreliose aviaria
(GROSS, 1978). Desenvolve-se um quadro de enterite severa, devido a presenga de
substancias toxicas produzidas pela acéo das espiroquetas (SHOMMEIN e KHOGALI, 1974).
Na microscopia, € encontrado alteracbes como hemossiderose de 72 a 144 horas apos a

infecgé@o. Sugere-se que esta mudanca na coloracgdo das fezes ocorra devido a uma enterite
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catarral causada por uma inflamacao da Idamina propria intestinal e também a presenca de
hemossiderina (BANDOPADHYAY e VEGAD, 1983).

2.7.11. Ovério e oviduto

O sistema reprodutor feminino das aves é formado por um ovério esquerdo e um
oviduto associado, desembocando em uma cloaca (JOHNSON, 2006; SAMUELSON, 2007)
O ovario funcional localiza-se anterior ao rim e posterior ao pulméo, fixado a parede dorsal
do corpo. Ap6s a diferenciagdo sexual, o ovario apresenta uma medula, formada por tecido
conjuntivo, nervos e uma rede vascular, e um cdrtex onde se observam foliculos ovarianos em
diferentes estagios de desenvolvimento (GILES et al., 2006; JOHNSON, 2006).

O foliculo ovariano consiste de um od6cito em crescimento formado por vitelo e uma
vesicula germinativa, além de uma parede folicular formada por uma membrana
perivitelinica, uma membrana granulosa, por uma teca interna e uma teca externa (BACHA &
BACHA, 2003; JOHNSON, 2006).

Ja o oviduto, mostra-se como um tubo muscular espiralado, percorrendo desde o
ovario esquerdo até a cloaca. Este 6rgdo é dividido em cinco regiGes funcionais, distintas
anatomica e histologicamente: o infundibulo, o magno, istmo, Gtero e a vagina.

Atualmente, sdo escassos 0s estudos sobre as alteracdes ocorridas no sistema

reprodutor das aves decorrente do quadro agudo da infec¢do por B. anserina.

2.8. Impregnacdo pela prata

A visualizacdo das espiroquetas nos tecidos acometidos pela enfermidade é auxiliada
por técnicas largamente utilizadas para esta finalidade, como a impregnacéo pela prata. Esta
técnica se torna muito eficiente na deteccdo tecidual 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 utilizagdo de forno microondas como uma das modificagdes

feitas para aprimorar a técnica de coloracdo de prata. Burns (1982), utilizando o0 método
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modificado de coloracdo de prata de Dieterle conseguiu demonstrar espiroquetas em cortes de
tecido intestinal. A técnica modificada de Whartin-Starry (1920) é geralmente muito utilizada
nos laboratdrios, pois envolve procedimentos que coram os organismos de forma consistente

e produz eficientemente uma coloracgdo de fundo.

2.9. Imuno-histoquimica: uma revisao sobre a técnica

A imuno-histoquimica (IHQ) é uma técnica empregada na rotina diagnéstica e na
pesquisa humana desde 1970, contudo, 0 seu uso na medicina veterinaria é relativamente
recente, principalmente com a intencdo de diagnosticar doencas infecciosas e neoplésicas
(RUIZ et al., 2005). A IHQ utiliza como material principal, amostras de tecidos fixados em
formol e inclusos em parafina e que séo, portanto, viaveis para o diagnostico e pesquisa por
longos periodos de tempo (BERTHEAU et al., 1998).

O objetivo primordial da técnica € demonstrar a presenca de antigenos em cortes de
tecidos por meio da utilizacdo de anticorpos especificos, uma vez que, antigeno e anticorpo
ligam-se covalentemente, ocorrendo uma reacao quimica, com precipitacdo de cromdgenos
visiveis por microscopia de luz. Atualmente tém se estudado o avanco da técnica, através de
muitos testes que favorecem a padronizagédo da reacdo, avaliando-a quanto sua sensibilidade,
podendo até em alguns casos detectar um ou mais antigenos simultaneamente ou mesmo
avaliar a presenca de um antigeno em particular em varios tecidos em uma unica se¢do
(RAMOS-VARA et al, 2005)

Segundo Ramos-Vara et al (2008), a técnica pode ser dividida em quatro etapas: a
silanizacdo e o tratamento dos cortes histolégicos com alcoois, xilol e agua destilada,
antecedendo a incuba¢do com o anticorpo primario; a segunda inclui as reacdes imunoldgicas
propriamente ditas; a terceira etapa inclui as técnicas de visualizacdo da reacdo antigeno-
anticorpo e o ultimo passo, a interpretacdo dos resultados.

A utilizacdo da imuno-histoquimica permite analisar se o agente identificado esta
presente na lesdo, sendo considerado um importante teste de diagnostico post mortem
(NUNOYA et al. 1995; NUNOYA et al. 1997; RADI et al. 2000). E um método que apresenta
resultados satisfatérios, permitindo a visualizagdo das borrelias, caracterizando
microscopicamente as lesbes produzidas, e revelando as marcagdes antigénicas do patdégeno
nos tecidos (LEBECH et al., 1995). A imunofluorescéncia também é usada em tecidos de

carrapatos para a observacédo de espiroquetas.
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A Coloracdo Warthin-Starry (impregnacdo por Ag) e imuno-histoquimica sdo
importantes instrumentos para observacdo de espiroquetas (Kerber et al., 2001), e séo
largamente utilizadas no auxilio do diagndstico nos casos de leptospirose, sifilis e borrelioses.

H4 escassos relatos sobre a utilizagdo da técnica de imuno-histoquimica como auxilio
no diagnostico da borreliose aviaria. Sua eficiéncia é comprovada devido ao sucesso de
inimeros experimentos relatando sua utilizacdo no diagnostico de lesbes causadas por
bactérias da familia das espiroquetas. Para que o diagndstico da borreliose aviaria seja efetivo,
¢ fundamental associar os dados do quadro clinico, das lesbes macroscopicas e
histopatoldgicas, com a identificacdo do agente etiolégico (YILMAZ et al., 2011,
TIMURKAAN, 2011).

2.10. Controle e Profilaxia

O controle da Borreliose avidria em galinhas domésticas € um procedimento dificil,
tendo em vista 0 comportamento e a biologia do carrapato argasideo. A melhor forma de
profilaxia da doenca é quando a mesma se encontra em estado endémico em determinada
area, ndo introduzindo aves susceptiveis em meio a aves infestadas por carrapatos.

O controle dos vetores € essencial para diminuir a disseminacdo da doenca, ajudando a
controlar os surtos e a mortalidade nas granjas. O controle também pode ser feito de forma
individual, mergulhando as aves em uma solucdo de malathion a 0,5% (BARNES, 1997) e
ambiental, utilizando o mesmo principio ativo em frestas e fendas, ou em qualquer local que o

carrapato possa se esconder e completar seu ciclo biolégico (RODEY e SONI, 1977).

3 MATERIAL E METODOS

3.1. Aprovacio do Comité de Etica do Uso Animal (CEUA)

Este estudo estd em concordancia com os principios éticos de experimentacao animal e
foi realizado apds aprovagio pela Comissdo de Etica do Instituto de Veterinaria da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro sob o protocolo nimero 4886061115/2017
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(CEUA-IV/UFRRJ). O bem-estar de todos os animais envolvidos foi preservado, em relacdo a
dieta alimentar e hidrica, instalacGes e conforto térmico em todas as fases do delineamento

experimental.

3.2. Obtencéo e instalacéo das aves

Para execucdo do experimento foram adquiridas 31 aves de 1 dia de vida, da espécie
G. gallus domesticus ¢ linhagem “ Redbro Plumé” ou “Caipira Colonial Francés”. A escolha
dos animais foi realizada de forma que fosse mantido o0 mesmo lote, sexo (apenas fémeas) e
aptidao (aves de corte). As aves foram obtidas de um nucleo avicola situado na cidade de
Caxias do Sul — RS e classificado através de sua atividade principal como Granja de Matrizes
de Galinha. As aves foram imunizadas ainda no incubatorio contra Doenca de Marek e Bouba
Aviaria, monitoradas rigorosamente de acordo com o certificado de vacinacdo e
acompanhadas em seu transporte conforme descrito no formulario de Guia de Transito
Animal (GTA). Além disto, suas matrizes ainda na granja foram consideradas isentas de
Salmonella spp. e Mycoplasma spp.

Durante todo o periodo experimental, as aves foram mantidas em seus respectivos
alojamentos, respeitando as condicdes ideais para cada fase de criacdo. Do primeiro ao 10° dia
de vida, as aves foram acondicionadas em um circulo de protecdo com a utilizacdo de
campanula e cama de maravalha. A partir do 10° dia, as aves foram mantidas em gaiolas
individuais pertencentes ao Laboratorio de Doencas Parasitarias, contendo comedouro e
bebedouro individuais, onde receberam racdo de crescimento farelada e agua ad libitum.
Diariamente e de forma cuidadosa, um responsavel técnico realizou a limpeza das gaiolas,

removendo assim sobras de racdo, fezes e urina, evitando o excesso de odores.

3.3. Local de execucédo do Estudo

As aves foram criadas e mantidas no biotério pertencente ao Laboratorio 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). A necropsia e a coleta do material das
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aves foram realizadas na Sala de Necropsia, adjacente ao biotério e pertencente ao Instituto de
Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).
O processamento e as analises de todo o material coletado foram realizados nos

Laboratorios de Doencas Parasitarias e Histopatologia da UFRRJ.

3.4. Criacdo e manejo das aves

Apls a chegada das aves de 1 dia de vida no biotério, prontamente foram
acondicionadas em um circulo de protecdo caracteristico para fase inicial de crescimento das
aves, apresentando dimensdes ideais como altura e diametro, oferta de dgua e ragdo diaria e a
vontade. Todas estas medidas iniciais foram fundamentais para a adaptacdo das aves ao novo
ambiente, oferecendo as condi¢fes necessarias para o conforto e crescimento dos animais e

evitando assim possiveis perdas nesta fase de criacdo (Figura 5).

Figura 5. Circulo de protecéo utilizado como alojamento das aves na fase inicial de criacdo. Arquivo
pessoal.

A cama de frango no interior do circulo de protecdo foi revestida por maravalha, sendo
trocada diariamente, para facilitar a absorcdo dos excrementos e acimulo de agua de bebida,
evitando assim possiveis contaminacdes.
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Antes da chegada dos animais, foi instalada uma campanula para fornecer o
aquecimento adequado do ambiente, atingindo assim uma temperatura ideal de 32° C (Figura
6). Até 0 10° dia de vida das aves, a temperatura foi mantida por volta dos 30°C, o circulo de
protecdo foi sendo aberto gradativamente e as aves foram alojadas em gaiolas individuais e
suspensas. As técnicas e procedimentos executados nesta etapa inicial de criacdo e manejo das
aves tiveram a finalidade de ofertar condicGes ideais de conforto e bem-estar, sendo seguidos

assim de forma rigorosa e cautelosa (AVILA, 2004).

Figura 6. Afericdo da temperatura no interior do circulo de prote¢do. Arquivo pessoal.

Apb6s a segunda semana de vida até a finalizacdo do experimento, as aves
permaneceram em gaiolas suspensas, em um recinto com janelas teladas, ventilado e com a
presenca de um sistema de exaustdo de ar. As aves foram identificadas por anilhas, alojadas
em gaiolas individuais, com fornecimento ad libitum de racdo e dgua e submetidas as mesmas
condicdes de luminosidade, ventilacdo, umidade do ar e temperatura. Este controle ambiental
foi necessario para minimizar possiveis alteracdes que possam ocasionar estresse aos animais.

As atividades experimentais e a manipulagdo das aves foram realizadas no periodo de

agosto a novembro de 2016.
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3.5. Aquisicao, formulagdo e componentes da racdo fornecida as aves

Durante o experimento, 0 manejo alimentar das aves foi conduzido de modo a atender
todas as necessidades e exigéncias nutricionais para frangos com aptiddo de corte desta
linhagem especifica. Para obter o desenvolvimento adequado das aves, em todas as fases de
seu crescimento, foram seguidas formulagdes, quantidades e exigéncias nutricionais
padronizadas para a fabricacdo. A racdo foi produzida na Fabrica de Racdo do Instituto de
Zootecnia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) e elaborada a base de
suplementos minerais e vitaminicos com total auséncia de coccidiostaticos, antibidticos e de
promotores de crescimento. Sua formulagdo, composicdo e exigéncias nutricionais foram
calculadas e fabricadas de acordo com o peso e a fase de crescimento em que a ave se
encontrava, que compreendeu as fases inicial (12 a 4% semana de vida), de crescimento (10% a
182 semana de vida) e de acabamento (18? semana de vida em diante). As ragdes foram
formuladas de acordo com as tabelas de “Exigéncias Nutricionais para frangos de corte
colonial Embrapa 041 por fase de criacdo” (BASSI et al., 2006) e de “Sugestdao de formulas
de racdo para frangos de corte colonial” (AVILA et al., 2005). O fornecimento de racdo
ofertado as aves durante os experimentos foi aumentado gradativamente para compor as

necessidades nutricionais e fisiologicas dos animais.

3.6. Confirmacéo do estado de higidez das aves

Para esta pesquisa foi determinado, na chegada das aves e na véspera do procedimento
de infeccdo experimental (aos 35 dias de vida) a analise do sangue por meio de esfregacos
sanguineos corados pelo Giemsa (eosina azul de metileno, Giemsa — Merck) e fezes para
avaliacdo da presenca ou ndo de hemoparasitos e coccidios, respectivamente. Todas as aves

nessas etapas descritas anteriormente revelaram-se negativas segundo analise microscopica.

3.7. Origem do isolado, preparo do indculo e obtencéo de cepa patogénica

A amostra de soro infectado por B. anserina foi cedida gentilmente pelo Prof. Dr.
Romario Cerqueira Leite da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Estas amostras
foram mantidas criopreservadas em nitrogénio liquido e submetidas a uma temperatura
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negativa de 196°C, adicionado de DMSO (Dimetilsulfoxido ou sulfoxido de dimetil) a 10%
como fator 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 — Embrapa.

Para obter uma cepa de B. anserina com uma capacidade patogénica mais eficaz, foi
necessario descongelar uma amostra em banho-maria a temperatura de 32°C + 1°C e
inoculado 0,5 mL de soro infectado (LISBOA et al., 2009), administrado por via
intramuscular na regido peitoral de uma ave adulta comprovadamente livre de hemoparasitos.
No dia anterior esta ave j& havia recebido, por via intramuscular, uma dose Unica de
30mg/Kg/PV de Acetato de metilprednisolona (Depo-Medrol®) (SOUZA, 1998) para
promover um quadro de imunossupressdo e potencializar a instalacdo e infeccdo da bactéria.
Nos quatro dias que seguiram a infeccdo, diariamente, foram coletadas amostras de
sangue, submetidas a centrifugacdo para obtencdo do soro e posteriormente analisado em
microscopia de campo escuro para verificar a presenca de espiroquetas. No quarto dia pos-
infeccdo (DPI), foi constatado o pico da parasitemia (CEPEDA, 2015), assim coletou-se uma
nova amostra de sangue e apds a centrifugacao, o soro ja potencialmente mais patogénico foi

criopreservado em nitrogénio liquido.

3.8. Origem e infecgdo dos carrapatos utilizados no experimento

Os carrapatos utilizados no experimento foram obtidos de infesta¢cbes naturais em
criacdes rusticas e familiares de galinhas domésticas, localizadas no municipio de Trés Rios,
RJ e Rio de Janeiro, bairro de Santa Cruz. Foram identificados taxonomicamente como
pertencentes a espécie A. (P.) miniatus, segundo Magalhdes (1979). Os argasideos foram
mantidos no Laborat6rio de Doengas Parasitarias (LDP) em uma estufa Demanda Bioldgica
de Oxigénio “Biological Oxigen Demand” (B.0.D) a temperatura de 27 + 1°C e umidade
relativa acima de 80% em todas as fases evolutivas de seu ciclo bioldgico.

Com o intuito de aumentar o nimero de carrapatos suficientes para promover uma
infecgéo consistente, foram infestados com larvas, pintos de 10 dias de vida, alojados em uma
caixa com dimensdes adequadas para as necessidades das aves, com racdo e agua a vontade.
A caixa foi coberta totalmente por uma lona branca e porosa para que as larvas ao se
desprenderem das aves pudessem ser facilmente visualizadas. Devido ao seu habito de formar

ninhos, o chdo da caixa foi revestido com pedacos de papeldo sanfonado para que os
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carrapatos pudessem se abrigar da luz. Apds quatro dias, ja era possivel visualizar as larvas
ingurgitadas pelo interior da caixa e na superficie interna da lona. Apos se alimentarem nos
pintos, a ecdise se deu em mais ou menos 10 a 12 dias (SCHUMAKER & OBA, 1988) assim
surgindo a primeira fase ninfal (N1). Estas ninfas foram alimentadas mais duas vezes: em uma
ave sadia, para atingir o segundo estagio ninfal e por fim em uma ave infectada por B.
anserina no pico de parasitemia, visando obter carrapatos de terceiro estagio ninfal (N3)
positivos e apropriados para o inicio da infec¢do. Esta ave primaria, cuja serviu para originar a
infecgdo dos carrapatos foi comprovadamente diagnosticada com a enfermidade, através de
exame microscopico do soro com a presenca das espiroquetas e acompanhado de um exame
anatomopatologico, segundo o laudo de necropsia e histopatologico emitido pelo Servigo de
Anatomia Patologica (SAP) do Laboratorio de Histopatologia da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro.

Apo6s duas semanas, foi possivel visualizar por microscopia de campo escuro, a
presenca de incontaveis espiroquetas na hemolinfa e principalmente liquido coxal das ninfas

de terceiro estagio.

3.9. Delineamento experimental

O experimento teve inicio aos 36 dias de vida das aves, periodo este que as mesmas ja
estavam adultas e completamente desenvolvidas quanto a sua anatomia e fisiologia,
possibilitando uma maior confiabilidade nos procedimentos e resultados esperados.

As aves foram alojadas em gaiolas suspensas individuais e foram identificadas por
meio de anilhas de plastico colocadas em uma das patas, com o respectivo niamero do animal.
Os grupos de animais foram assim identificados: um grupo infectado contendo 38 aves
infestadas cada uma por quatro ninfas de terceiro estagio infectadas por B. anserina e para
parametro de comparacao e controle, duas aves infestadas cada uma por 4 ninfas de terceiro
estadgio livres de B. anserina. Todas as aves foram submetidas as mesmas condicdes
experimentais neste estudo.

As ninfas infectadas foram expostas para alimentar-se nas aves até completar o seu
total ingurgitamento e posterior desprendimento. Durante o repasto, as aves eram contidas
pelas patas e cabeca, visando evitar a ingestdo das ninfas. Os carrapatos eram colocados na
face interna das asas e regido ventral do animal, onde era possivel visualiza-las durante todo o

processo.
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O delineamento experimental obedeceu & dindmica e ao curso da infecgdo por B.
anserina em aves domesticas, ou seja, com a identificacdo de uma fase superaguda, durando
quatro dias, culminando com o aparecimento dos primeiros sinais clinicos da doenca
(CEPEDA, 2015); uma fase aguda durando cinco dias e uma subaguda (sete dias avaliados),
sendo coletado sangue e 6rgdos e avaliagdes experimentais até 33 dias depois da melhora
clinica das aves.

Todo o manejo e procedimentos experimentais com as aves duraram 44 dias e

ocorreram conforme descrito nos topicos abaixo:

* Dia 0 — Exposicdo as aves de ninfas de terceiro estagio de A. miniatus infectados por B.

anserina, coleta de sangue e obtencdo de soro sanguineo.

FASE SUPERAGUDA (em dias pos-infeccdo — DPI)

* Dias 1 a 4 — Coleta de sangue e obtencédo de soro de 10 aves / Necropsia de duas aves por
dia e coleta de fragmentos de 6rgdos, para as analises histopatol6gicas, moleculares e imuno-

histoquimicas.

FASE AGUDA (em dias pés-infec¢do — DPI)

* Dias 5 a 10 — Coleta de sangue e obtencao de soro de 10 aves / Necropsia de duas aves por
dia e coleta de fragmentos de 6rgdos, para as analises histopatoldgicas, moleculares e imuno-

histoquimicas.

FASE SUBAGUDA (em dias p6s-infeccao — DPI)

Dias 14, 17, 21, 24, 31 e 44 — Coleta de sangue e obtencdo do soro das mesmas 10 aves da
fase aguda.

Dias 15, 21, 31 e 44 — Coleta de sangue antes da eutanasia / Necropsia de duas aves por dia e
coleta de fragmentos de oOrgdos, para as analises histopatologicas, moleculares e imuno-

histoquimicas.
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Duas aves foram submetidas as mesmas condi¢cdes experimentais testadas em cada
fase da doenca, quanto ao manejo, condi¢cbes ambientais e técnicas utilizadas. Todos 0s

procedimentos foram realizados com este grupo para efeitos de comparacéo.

3.10. Visualizacao das espiroquetas e avaliacao dos sinais clinicos

Durante a fase aguda da infeccdo, foram coletadas amostras de sangue das aves
infectadas e acondicionadas em tubos capilares de microhematocrito sem anticoagulantes e
posteriormente submetidos a centrifugacao para obtengéo do soro.

O soro obtido foi diluido em solucdo salina de PBS e a visualizacdo foi feita em
microscopio OLYMPUS BX 41 de contraste de fase com campo escuro.

Diariamente foi realizada uma intensa inspe¢do nos animais para avaliar a presenca
dos sinais clinicos da infeccdo. Foi aferida a temperatura, observado o comportamento

alimentar, consisténcia das fezes, aspecto das penas e colora¢do de mucosas.

3.11. Coleta de sangue e obtencéo do soro

Amostras de sangue total das aves foram coletadas em tubo sem anticoagulante, um
dia antes do inicio do experimento e depois durante o curso da infecgdo, nas fases superaguda,
aguda e subaguda. A coleta foi padronizada, de uma forma que sempre fosse realizada pela
manhd e antes do procedimento da necropsia.

A veia de eleigcdo para a venopuncdo foi a metatarsica medial (Figura 7), utilizando
uma seringa de 3 mL e um tubo de Eppendorf de 2,5 mL para acondicionar o sangue. As
amostras foram transportadas em um isopor com gelo, onde seriam imediatamente submetidas
a centrifugacédo para obtencdo do soro.

O soro foi armazenado em freezer a -20°C para posterior utilizagdo nas andlises
moleculares através da utilizacdo da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR). As amostras
foram gradativamente sendo processadas no Laboratorio de Doengas Parasitarias (LDP)

quanto a extracdo do DNA de B.anserina.
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Figura 7. Coleta de sangue realizada em veia metatarsica medial de Gallus gallus domesticus.

3.12. Eutanasia, necropsia e coleta do material

Durante as fases clinicas superaguda, aguda e subaguda foram eutanasiadas duas aves
por dia. Os procedimentos para a realizacdo das eutanasias estiveram de acordo com as
normas vigentes e respeitaram os métodos recomendaveis descritos nas Diretrizes da Pratica
de Eutanasia do CONCEA para aves (2013), as quais recomendam a eutanasia dos animais
através do uso de barbitdricos intravenosos ou intracelomaticos (em casos excepcionais
quando da impossibilidade de administracdo intravenosa).

Na execuc¢do desta etapa, optou-se pela administragdo por via intravenosa de Tiopental
sodico (Thiopentax ®), na dose de 1mL/Kg/PV. Apoés a pratica, as aves foram auscultadas
para verificar auséncia de batimento cardiaco e realizado o exame de perda do reflexo corneal,
que foi avaliado por compressao digital da cérnea com retracdo reflexa do globo ocular.
Fragmentos de figado, baco, coragdo, rins, pulmdes, cerebro/cerebelo, pancreas, medula
Ossea, intestino delgado e ovario/oviduto foram coletados. A coleta do tecido ovariano
ocorreu apenas a partir do 7° DPI, haja vista que antes deste periodo o érgdo ainda ndo se
encontrava desenvolvido o suficiente para permitir a sua fragmentacéo para as analises.

A necropsia e coleta de material para a avaliagdo macroscépica e histopatologica
seguiram de acordo com o Manual de Necropsia do Centro de Diagnostico e Pesquisa em
Patologia Aviaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CPDA/UFRGS). Os laudos
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de necropsia das aves submetidas a infeccdo experimental por B. anserina, foram descritos
seguindo ficha proépria, possuindo informag¢bes como anamnese e diagndstico patolégico. Ja a
coleta de material (amostras de tecidos) para analises moleculares foi realizada conforme
protocolo de Melo et al (2010) sobre a coleta, transporte e armazenamento de amostras para

diagndstico molecular.

3.13. Avaliacéo clinica

As aves expostas aos carrapatos infectados foram observadas clinicamente durante o
curso clinico superagudo, agudo e subagudo. Semiologicamente, nestas fases foram avaliadas
coloracdo de mucosas, coloracdo e consisténcia de fezes, letargia ou prostracdo, aspecto das
penas, dieta alimentar e hidrica e verificacdo da temperatura corporal. A mensuracdo da
temperatura retal foi feita utilizando termdmetro clinico digital, levando-se em consideracao a
individualidade fisiologica de cada animal, como a influéncia do peso, idade, umidade relativa

do ar, conversdo alimentar e possiveis mudancas climaticas.

3.14. Anélises moleculares

3.14.1. Extrac@o de DNA das amostras de soro e 6rgaos

As amostras de soro foram descongeladas e submetidas ao procedimento de extracéo
de DNA total, utilizando o protocolo fenol e fenol-cloroférmio, estabelecido por Santolin
(2013). A lise celular foi realizada através da adi¢do de 250 pL de PBS, 250 pL de solucdo de
digestdo (20mM, Tris-HCI, 20mM EDTA, 400mM NaCl, 1% sodium dodecyl sulphate,
10mM CaCl,) com 20 pL de Proteinase K (20mg/mL) em incubac¢do em banho-maria a uma
temperatura de 56°C pelo método “overnight”. No dia seguinte, adicionou-se uma solucgéo de
precipitacdo de Acetato de Potassio 5SM. O pellet de DNA das amostras (originado apos a
centrifugacdo de 16000 xg) foi lavado uma vez com 700 pL de isopropanol gelado, uma vez
com etanol, duas vezes com etanol 70% gelado, ressuspendido em 100 pL de tampéo de
rehidratacdo de DNA (10mM Tris-HCI, 0,5mM EDTA pH 9,0). As ressuspensdes foram
incubadas em banho seco com agitacdo (Thermo Shaker) a 65° C por 1 hora e depois
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armazenadas em freezer a -20°C até o momento da realizacdo da PCR. Em cada bateria de
extracdo de DNA, foram adicionadas algumas amostras de soro de aves saudaveis e livres de
infeccdo para garantir que ndo houvesse possiveis contaminacdes nesta etapa.

Em relacdo as amostras de tecidos das aves, as mesmas foram descongeladas e
retiradas do RNA later® e sequencialmente lavadas com PBS para retirar o excesso do
conservante. A extracdo de DNA foi realizada individualmente para cada tecido das aves
infectadas e controle pelo método fenol-cloroférmio, de acordo com o protocolo estabelecido

por Santolin (2013), ndo sendo utilizada a solucéo de Acetato de Potéssio para precipitacao.

3.14.2. Reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

A nested-PCR foi utilizada para avaliar a presenca de DNA de B. anserina nas
amostras de soro e 6rgaos durante o curso da infecgdo nas fases clinicas da doenca. A técnica
de PCR foi relizada conforme protocolo de Ataliba (2006) e baseada em fragmento de um
gene de Borrelia spp., a Flagelina (flaB). Para triagem das amostras, foram empregados na
primeira reacdo os primers externos FLALL (5’- ACATATTCAGATGCAGACAGAGGT-
3’) e FLARL (5’- GCAATCATAGCCATTGCAGATTGT- 3’), da proteina do gancho
flagelar da Borrelia, que amplificam um fragmento de 658pb e na segunda reacdo 0s primers
internos FLALS (5’- TCTGATGCTGCTGGTATGG-3") e FLARS (5°-
AGGTTTTCAATAGCATACTC-3"), mais sensiveis e que amplificam um fragmento de

330pb, especificos para o género Borrelia spp.

Para todas as reacdes, o master mix continha 1,5 puL de DNA (100 ng de amostra
padronizada), 5,775 uL de agua, 1,25 pL dos iniciadores (contendo 0,8 uM de cada), 1,25 puL
de tampédo 5X (1X), 0,375 puL de MgCl; (2,5mM), 1 uL dos dANTP’s (0,2mM) e 0,1 Taq
Platinum polimerase (0,375U) (Life Technology ®) em um volume final de 12,5 pL.

As seguintes condic¢des foram utilizadas para as reag0es de PCR: Na primeira reacdo a
desnaturacéo inicial ocorreu a 95°C por quatro minutos, seguidos por 40 ciclos de 95°C por 1
minuto, 55°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e com extensao final a 72°C por 5 minutos; e a
segunda reacgdo, a desnaturacdo inicial ocorreu a 95°C por quatro minutos, seguidos por 35
ciclos de 95°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e com extensao final a

72°C por 5 minutos. As reacdes ocorreram em termociclador modelo T100 (Bio-rad®). Como
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controle positivo das reagOes foi utilizado DNA de B. burgdorferi cepa G39/40. Como
controle negativo foi utilizado agua ultrapura aplicada dentro e fora do fluxo laminar de
preparacdo do master mix, além de um controle de extracdo (amostra sabidamente negativa

extraida junto com as amostras teste).

3.14.3. Eletroforese e analise dos resultados

Um volume de 15 pL dos amplicons obtidos da PCR foram aplicados em gel de
agarose a 1,5% (UltraPureTM LMP Agarose, Invitrogen®), sendo separados por eletroforese
(5V/cm), corados com brometo de etidio (0,5ug/mL) e visualizados em transiluminador de luz
UV (L-PIX Sti, Loccus). Para se estimar o tamanho dos fragmentos amplificados, os mesmos
foram comparados com um padrdo de peso molecular de 100pb (GeneRuler 100bases DNA
Ladder, product #SM024, Thermo Scientific).

3.15. Histopatologia e Impregnacéo pela prata

Todos os procedimentos histolégicos realizados a partir dos fragmentos dos 6rgaos
obtidos durante a necropsia foram realizados no Laboratério de Histopatologia da

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

As amostras foram submetidas a cortes histologicos que envolveram uma série de
etapas segundo Timm (2005), essenciais a preservacao e visualizacdo das estruturas celulares.
A coleta obedeceu ao limite de 5 mm de espessura, a fim de evitar alteracdes 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 o para garantir a boa preservacdo das estruturas. Para garantir a eficiéncia do processo de
10% tirab d trut P t f d d

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 padréo (ou de rotina).

Os cortes histologicos foram submetidos as coloragdes de Hematoxilina-Eosina

(Harris, 1900) e pelo método de impregnacao por prata (Whartin & Starry, 1920). As
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alteracOes histopatologicas 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. Técnica de Imuno-histoquimica

SecgBes histologicas dos 6rgaos coletados na necropsia foram cortadas em micrétomo
a S5um e aderidas a laminas de vidro, previamente tratadas com silano (3-aminopropyl-
triethoxysilane). As seccdes foram desparafinadas em xilol, lavadas em alcool e hidratadas em
agua destilada. A peroxidase enddgena tecidual foi inativada com &gua oxigenada (H,O,) a
3% em metanol por 20 minutos. As seccdes foram lavadas com &gua destilada, e a
recuperagdo antigénica foi realizada com a utilizacdo de Tampdao Citrato (pH 6,0 a 6,1) e
incubado em uma estufa por 30 minutos a uma temperatura de 37°C. Novamente as seccdes
foram lavadas com &gua destilada, e realizou-se o bloqueio das reagdes inespecificas com
leite em pd desnatado Molico® a 5% diluido em PBS por 15 minutos a temperatura ambiente.
As secgBes histologicas foram incubadas com anticorpo primario policlonal anti-B.
burgdorferi, “overnight” a 6°C em dilui¢cdo de 1:3000 em “phosphate buffer saline” (PBS),
pH 7,4. Ap6s a lavagem utilizou-se o complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector
Laboratories Inc.) por 20 minutos e a revelacdo das reacdes foi realizada com o cromdgeno
diaminobenzidina (DAB). As secgdes foram contracoradas com hematoxilina de Harris e

montadas com laminulas.

Laminas de controles positivos foram casos de borreliose aviéria previamente
confirmados (CEPEDA et al., 2016). As seccdes foram consideradas positivas através da
visualizacdo de imagens compativeis com a morfologia das espiroquetas integras e restos

celulares bacterianos no intersticio, no interior de artérias e células parenguimatosas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As manifestacdes clinicas e patoldgicas, assim como os resultados obtidos foram
divididas por convencéo nas fases superaguda, fase aguda e subaguda. Esta diviséo foi assim
realizada para obter uma exposi¢do dos resultados mais clara e objetiva, seguindo os relatos
sobre a clinica da doenga reportados por Boero (1967).

4.1. Dados clinicos e epidemioldgicos

As aves submetidas a infeccdo pelo carrapato manifestaram 0s primeiros sinais
clinicos evidentes da doenca no 5° DPI, como prostracdo, comportamento sonolento, penas
arrepiadas (Figura 8), inapeténcia, crista e barbela hipocoradas (Figura 9) e diarreia pastosa e
esverdeada. Foram observadas também alteracdes na temperatura corporal das aves e redugéo
no peso das aves infectadas. As aves do grupo controle mantiveram a salde e 0s parametros

normais durante toda a avaliacdo clinica.

No 7°DPI uma ave foi a 6bito e imediatamente utilizada para necropsia e coleta de
material. Este Obito provavelmente ocorreu devido a intensa toxemia bacteriana e lesfes
produzidas pela infeccdo. No 10°DPI, as aves gradativamente comecaram a restabelecer sua
salde, apresentando melhora clinica consideravel, solidez na consisténcia das fezes e

voltaram a se alimentar normalmente.
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Figura 8. Ave infectada experimentalmente por Borrelia anserina apresentando prostracao e penas
arrepiadas decorrentes do processo infeccioso. Arquivo pessoal.

Figura 9. Ave experimentalmente infectada por Borrelia.anserina evidenciando crista e barbela
hipocoradas. Arquivo pessoal.

As aves manifestaram os primeiros sinais clinicos da doenca apenas no 5° DPI,

corroborando com o observado por Boero (1967) e Cepeda (2015) em seus estudos sobre a
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sintomatologia da doenca, quando o agente etiologico é transmitido pela picada do carrapato

infectado. A intensidade dos sinais clinicos também coincidiu com o pico de parasitemia.

A intensa ingestdo de adgua pelos animais na fase aguda da doenca ocorre devido ao
grande aporte sanguineo enviado para os principais 6rgdos de irrigacdo como o figado, baco,
rins e intestinos. J& o estado de torpor e sonoléncia que as aves enfermas apresentam durante a
infeccdo se deve a exacerbada penetracdo das espiroquetas no cérebro, que atravessam a
barreira hematoencefalica, alcancando as meninges, causando um edema na regido e
determinando um caréter neurotrépico a parasitemia (BOERO, 1967). No presente
experimento, o curso da infeccdo apresentou um carater sobreagudo, evoluindo para agudo e

subagudo, com este ultimo apresentando lesdes anatomopatoldgicas importantes.

Estudando experimentalmente a patologia da doenca, Nasri et al (2010) observou nas
aves doentes manifestacdes clinicas que cursavam com um quadro de anorexia, diarreia,
palidez de crista e barbela, paralisia de asas e penas arrepiadas. Sinais clinicos semelhantes
foram observados neste experimento. Bandopadhayay e Vegad (1983) relataram que as
alteracdes gastrintestinais, principalmente em relacdo a diarreia esverdeada observadas na fase
aguda da infecgdo se deve a presenca de enterite e hemossiderose, embora as espiroquetas
desaparecam na luz intestinal em 96 horas apos a infecgéo.

Ainda sobre a sintomatologia da doenca, Boero (1967) relatou em seus estudos que
esta coloracdo esverdeada das fezes também seja proveniente da biliverdina (extravasamento
biliar), que recobre as fezes de uma forma mais intensa. O peristaltismo fica imensamente
prejudicado, assim como o0 mecanismo de absorcdo de agua e nutrientes, formando fezes mais

liquidas ou pastosas, que voltam ao normal ao término da fase aguda da enfermidade.

O peso corporal das aves também é intensamente interferido pela doenca. O estado de
prostracdo e sonoléncia fazem com que a ave perca o interesse pelo alimento. Segundo
Marchoux e Salimbeni (1903), as aves que conseguem se recuperar apéds a fase aguda da

doenca, ganham peso, ja que voltam a se alimentar normalmente.

A temperatura corporal normal das aves varia entre 41 e 42 °C (WELKER et al.,
2008). O aumento da temperatura se deve a grande quantidade de espiroquetas no sangue e
sua intensa multiplicacdo. Segundo Boero (1967), a febre produz um quadro de fraqueza
muscular, pois a bactéria consome grande parte da glicose do plasma e do glicogénio

muscular. As aves do presente estudo apresentaram aumento da temperatura corporal, perda
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de peso e interromperam o consumo de ragdo e 4gua durante a fase aguda da doencga. Portanto

esses dados vao de encontro como relatado na literatura.

4.2. Biologia Molecular

ApoGs a realizagdo da PCR convencional das amostras coletadas no 8°DPI das aves
infectadas no experimento, o soro mostrou ter sensibilidade & diluicdo de 10 oriundo do pool

de amostras positivas, analisando-se um total de oito dilui¢bes das amostras originais.

A eletroforese em gel de agarose abaixo demonstra o resultado obtido apos esta

padronizacdo (Figura 10).

Ladder Pool 10* 10°

Figura 10. Resultado da PCR visando a padronizacéo das amostras de DNA extraidas no experimento.
Amostras de soro coletadas no 8°DPI e o teste das dilui¢des. Pool - mistura de amostras positivas de
aves infectadas por Borrelia anserina. Arquivo pessoal.

A escolha de amostras de soro a serem testadas na PCR ocorreu devido a B. anserina
se encontrar em grande quantidade neste liquido, durante a fase aguda, e ao centrifugar,
ocorre sua separacdo dos elementos figurados do sangue, revelando a presenca de inimeras
espiroquetas no sobrenadante e consequentemente originando maior quantidade e qualidade
de DNA das bactérias.
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Algumas amostras de soro infectadas com B. anserina amplificaram na PCR para o
gene flagelina (flaB). A amplificacdo deu inicio no 5°DPI em todas as aves e se perdurou até o
6°DPI (1 ave), 7°DPI (1 ave), 8°DPI (1 ave) (Figura 11), 9°DPI (2 aves) e 10°DPI (1 ave).
Apenas uma ave nao obteve amplificacdo do DNA nos dias estudados no experimento (Tabela
1).
Tabela 1 - Amplificacdo do DNA das amostras de soro infectadas com Borrelia. anserina, apés a
realizacdo da PCR para o gene flagelina flaB.

Dias Pés-Infec¢do (DPI)

Ave 1° 20 30 40 50 g0 7o 80 Q0 100 14° 17° 21° 24° 31° 44°
1 - - - - + + + + - - - - - - - -
2 - - - -+ o+ o+ o+ o+ o+ - - - - - -
3 - - - .- ..o - - - - - -
4 - - - -+ o+ o+ o+ - - - - - - - -
5 - - - -+ o+ o+ o+ o+ - - - - - - -
6 e T - - - - - - -
7 - - - -+ o+ o+ o+ o+ - - - - - - -
8 = = = = + + - = = = = = = = = =
9 - - - -+ o+ o+ o+ - - - - - - - -
10 = = = = + + + + + - = = = = = =

Baco  Intestinc  Figado  AD Cérebro  Rim Bursa AF  Pincress  Pulmio

'F]—‘~—‘“-_—‘—

e
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Figura 11. Resultado da PCR (1° reacdo) dos 6rgdos das aves infectadas por Borrelia anserina
coletados no 8°DPI. Amplificacdo de bandas de 658 pares de base para o gene flaB. Ladder de
100pb da Life Technologies®. Controle negativo (Agua dentro - AD); controle negativo
(Agua fora - AF); Controle positivo Borrelia burgdorferi cepa.
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As amostras de 6rgdos amplificaram para o gene flaB, do 4°DPI até o 8°DPI (Tabela
2). As amostras de baco e figado amplificaram em todos os dias deste intervalo agudo de
infeccdo. O cérebro comecou a amplificar apenas no 5°DPI e os dias 7° e 8°DPI, amplificaram

0 gene para o género Borrelia em todos os 6rgdos estudados.

Tabela 2. Amplificacdo do DNA das amostras de 6rgaos infectadas com Borrelia anserina apds a

realizacdo da PCR para o gene flagelina flaB.

Dias Pés-Infeccao
o 50 g2 7o g2 92 102 159 219 312 449°
2

Orgdos 12 22 3¢
Figado - - -
Baco = = =
Coragao - - -
Intestino - - -
Rins - - -
Pulmao - - -
Bursa de Fabricius - - -
Cérebro - - - -
Pancreas - - - -
Ovario - - - -

IS

R N R RBRNRR
N NR RRERNNNN
R R RN R
T NN RN
N NN NN NNN

[ S =Y
N NNN

Os testes moleculares realizados no presente experimento vém a contribuir com 0s
estudos anteriores, determinando através da PCR o curso agudo da infeccdo e promovendo
um diagnostico mais sensivel e preciso da enfermidade. A analise molecular da doenca foi
pela primeira vez detalhado por Ataliba (2006), sendo este autor o primeiro a isolar e
caracterizar a doenca neste continente, quando caracterizou uma cepa de B.anserina originaria
da América Latina. A Borreliose aviaria é reportada em paises latinos como a Argentina,
Brasil, Guiana e Martinique (BOERO, 1967; KNOWLES et al., 1932; LABRUNA et al.,
1999).

No Oriente médio, mais precisamente no Ird, Hosseini-Chegeni (2017) detectou a
presenca de DNA de B.anserina em glandulas salivares e intestinos de carrapatos da espécie
A.persicus. Algumas cepas atenuadas ou virulentas de B.anserina foram isoladas apds serem
detectadas molecularmente (DJANKOV et al., 1972; DAMASSA e ADLER, 1979; SONI e
JOSHI, 1980), obtendo-se um alto indice de amplificacdo desse DNA entre 98 a 100%,
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utilizando-se o gene flaB (ATALIBA et al., 2007). O fragmento do gene flagelina flaB

também foi utilizado no presente estudo e os resultados foram satisfatorios.

De acordo com Boero (1967), as espiroquetas sdo destruidas totalmente por
macrofagos no processo de fagocitose, sendo dificil sua observacdo na corrente sanguinea e
nos oOrgaos infectados das aves enfermas, apés 10 e 12 dias decorrentes da infecgéo,
respectivamente. Esta informacéo corrobora com os resultados moleculares encontrados neste
experimento, onde a partir do 10°DPI as aves praticamente ndo apresentavam mais a presenca

de qualquer DNA de B.anserina no soro sanguineo e nos 0rgaos.

A amplificacdo de bandas de 658 pares de base para o gene flaB, confirmando
molecularmente a infeccdo das aves por B.anserina, associada aos dados clinicos ja estudados

anteriormente (CEPEDA, 2015), determinaram o carater septicémico e agudo da doenca.

4.3. Analise macroscopica e histopatoldgica dos 6rgéaos

A avaliacdo macroscépica foi realizada durante a necropsia com os 6rgdos ainda na
carcaca e posteriormente a extracdo e ao corte. Os tecidos e a cavidade celoméatica também
foram inspecionados com a finalidade de verificar a presenca ou ndo de lesdes e/ou alteracdes

causadas pelo processo infeccioso.

No 7°DPI, antes da realizacdo da eutanasia, uma ave veio a 6bito, ha poucos minutos
antes da necropsia. O referido animal foi preparado para a necropsia e utilizado como
individuo a ser avaliado no experimento. Em relacdo a avaliagdo macro e microscépica,
apenas as aves necropsiadas no 1°DPI ndo apresentaram nenhuma lesdo caracteristica da

enfermidade.

4.3.1. Avaliacéo hepatica

A grande maioria das aves apresentaram graves lesfes durante o curso da infecgéo,
embora dois animais, um no 5° DPI e outro no 9°DPI, ndo tenham desenvolvido alteragdes
hepaticas. O figado destas aves apresentou uma consideravel hepatomegalia, ocupando boa
parte da cavidade celomatica (Figura 12). Os 6rgaos aumentados em seu tamanho e espessura
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mostraram-se ainda com bordas e margens lobulares irregulares com superficie de cor
tendendo a vermelho-azulado, sugerindo um quadro de cianose. Estas diferencas tornaram-se

bem evidenciadas, quando comparadas a um figado de uma ave saudavel (Figura 13)

Figura 12. Hepatomegalia causada pela infeccéo por Borrelia anserina, com o 6rgao ocupando
grande parte da cavidade celomaética. Arquivo pessoal.

Figura 13. Comparacao de um figado acometido pela Borreliose aviaria, apresentando hepatomegalia,
presenca de areas de congestdo e bordas irregulares (a esquerda) em relacdo ao figado de uma ave
saudavel (a direita). Arquivo pessoal.
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Revelou-se também a presenca de inimeras manchas esbranquicadas com areas de
necrose na superficie dos o6rgdos. Ao corte, os figados se encontravam friaveis apds sua
manipulacdo. Quanto as vesiculas biliares, as mesmas se encontravam cheias, evidenciando

uma condigéo de bilestase, com a bile apresentando-se viscosa e de cor escurecida.

FASE SUPERAGUDA

2°DPI: Presenca de areas multifocais aleatdrias de necrose leve circundadas por infiltrado de
linfécitos. (Diagnostico Morfoldgico (DM): Hepatite linfocitica necrosante subaguda
multifocal leve); Presenca de infiltrado com grande quantidade de macr6fagos e pequena
quantidade de linfécitos periportal multifocal leve. Ha &reas multifocais de necrose periportal
leve. Ocorréncia de moderada quantidade de fibrina intravascular. (DM: Hepatite

histiocitica, subaguda, necrosante, periportal multifocal leve, com fibrina intravascular).

3°DPI: Presenca de infiltrado de linfocitos e macrofagos periportais multifocal a coalescente
discreto moderado (DM: Hepatite linfohistiocitica subaguda periportal multifocal
moderada); Presenca de infiltrado de linfécitos e macréfagos periportal multifocal moderado.
Vacuolizacdo hepatocelular difusa moderada, caracterizando uma degeneracdo gordurosa.
(DM: Hepatite linfohistiocitica subaguda periportal multifocal moderada com

degeneragdo gordurosa.

4°DPI: Presenca de infiltrado de linfécitos e macrdfagos periportais discretos (DM: Hepatite
linfohistiocitica subaguda multifocal periportal discreta); Presenca de infiltrado
linfohistiocitico periportal focal discreto. (DM: Hepatite linfohistiocitica subaguda

periportal focal discreta.

FASE AGUDA

5°DPI: Presenga de infiltrado de macrdfagos e linfocitos periportal multifocal leve. Infiltrado
de macrofagos e linfocitos na tinica média de artérias e tumefacdo e necrose de células
endoteliais (vasculite). (DM: Hepatite linfohistiocitica subaguda multifocal moderada e

vasculite linfohistiocitaria multifocal moderada);

47



6°DPI: Presenca de infiltrado linfohistiocitico periportal focal leve (DM: hepatite
linfohistiocitica subaguda periportal multifocal leve com vasculite mural); Presenca de
infiltrado de macréfagos em grande quantidade e pouca quantidade de linfocitos e
plasmacitos periportal multifocal moderado. Esse infiltrado ocupa vasos transmural e ha
grande quantidade de estrias eosinofilicas de fibrina (vasculite). (DM: Hepatite histiocitica

subaguda periportal multifocal moderada com vasculite e fibrina intravascular).

7°DPI: Necrose hepatocelular multifocal moderada associada a infiltrado de macrdfagos e
heterofilos degenerados (Figura 14). Ha infiltrado periportal multifocal de macrofagos e
linfécitos e heterdfilos degenerados. Ha vacuolizacdo hepatocelular difusa moderada;
Presenca de infiltrado histiocitico multifocal moderado nos espacos porta com depdsitos de
fibrina intravasculares. Vacuolizacdo hepatocelular, degeneracdo e necrose com infiltrados
multifocais de linfocitos (Figura 15).

J,r“ PG <

n.{Ufo

Figura 14. Hepatite linfohistiocitica subaguda multifocal moderada com heterofilos degenerados,
necrose hepatocelular multifocal e degeneracdo gordurosa (Obj. 10x).
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Figura 15. Hepatite linfohistiocitica, subaguda, necrosante, multifocal moderada com degeneracéo
gordurosa (Obj.10x).

8°DPI: Espaco porta com infiltrado de linfécitos e macrofagos multifocal a coalescente
severo. Ha areas multifocais moderadas de necrose. Ha estrias eosinofilicas intravasculares
(fibrina) (Figura 16); Presenca de areas multifocais a coalescente periportais de infiltrados
compostos por macréfagos em maior quantidade e linfocitos em menor quantidade moderada
e areas multifocais discretas de necrose hepatocelular moderada e vacuolizagdo hepatocelular

difusa (degeneracéo gordurosa) (Figura 17).
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Figura 16. Hepatite linfohistiocitica, necrosante subaguda periportal multifocal severa com fibrina
intravascular (Obj.20x).

. Nl 5 0

Figura 17. Hepatite linfohistiocitica, subaguda, necrosante multifocal a coalescente moderada.
(Obj.40x).

9°DPI: Infiltrado periportal de macrofagos e linfécitos multifocal moderado. Ha vacuolizagéo

hepatocelular difusa moderada (degeneragdo gordurosa). Ha estrias eosinofilicas
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intravasculares (fibrina). (DM: hepatite periportal linfohistiocitica multifocal moderada

com degeneracgdo gordurosa).

10°DPI: Infiltrado periportal de macrofagos e linfocitos multifocal moderada. (DM: hepatite
linfohistiocitica, subaguda, periportal multifocal moderado); Infiltrado periportal de
macréfagos e linfocitos multifocal leve. Ha estrias eosinofilicas intravasculares (fibrina) e
tumefacdo de nucleos de celulas endoteliais. (DM: Hepatite linfohistiocitica, subaguda,

periportal multifocal leve).

FASE SUBAGUDA

15°DPI: Infiltrados multifocais periportais compostos por grande quantidade de linfocitos e
menor quantidade de macréfagos leve. Ha estrias eosinofilicas (fibrina) intravasculares
multifocais leve. (DM: Hepatite linfohistiocitica, subaguda, periportal multifocal leve);
Infiltrados linfohistiociticos periportais multifocais leves. (DM: Hepatite linfohistiocitica,

subaguda, periportal multifocal leve).

21°DPI: Infiltrados periportais multifocais de linfocitos e histiocitos e fibrina perivascular
leve. (DM: hepatite linfohistiocitica, subaguda, periportal multifocal leve); Infiltrados
periportais multifocais de linfocitos e macrofagos leve. (DM: Hepatite linfohistiocitica,

subaguda, periportal multifocal leve).

31° DPI: Infiltrados periportais multifocais leve de linfocitos e macr6fagos com estrias
eosinofilicas (fibrina) intravasculares. (DM: Hepatite linfohistiocitica, subaguda,
periportal multifocal leve com fibrina intravascular); Infiltrado de linfocitos e macrdfagos
multifocal leve. Ha estrias eosinofilicas no interior de vasos sanguineos (fibrina). (DM:

Hepatite linfohistiocitica, subaguda, multifocal leve com fibrina intravascular).

44°DPI: Infiltrado periportal de linfocitos e macrofagos, multifocal leve. H& estrias de
material eosinofilicos (fibrina). (DM: Hepatite linfohistiocitica, subaguda, periportal
multifocal leve com estrias de fibrina); Infiltrado periportal de linfocitos e macréfagos,
multifocal leve. Ha estrias de material eosinofilicos (fibrina). (DM: Hepatite

linfohistiocitica, subaguda, periportal multifocal leve com estrias de fibrina).
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De acordo com Boero (1967), um processo inflamatério agudo intenso é observado no
tecido hepéatico de aves acometidas por B. anserina. E evidenciada uma hepatomegalia,
acumulo de gordura e areas de necrose. Este acumulo no 6rgdo pode ser difuso ou focal,
observando-se um aspecto amarelado, consisténcia friavel, como resultado de lesbes dos

hepatdcitos, prejudicando assim o processo de metabolizacdo hepatica (Butler, 1976).

Os achados de necropsia relativos ao figado, evidenciados neste estudo, s&o
compativeis com as lesdes encontradas por estes autores e confirmam o dano hepético

causado pela infecgéo.

Apbs diversos estudos envolvendo aves infectadas por B. anserina, de diferentes
faixas de idade, Nasri et al (2010) também mostraram alteracdes hepéticas na necropsia em
trés a cinco dias apds a infeccdo, evidenciando um 6rgao congesto e friavel. Estas alteragdes
de fragilidade tecidual estiveram presentes em todas as aves enfermas do experimento.
Estudando a enfermidade em perus, McNeil (1949), observou algumas diferencas nas
alteracbes hepéticas em relagcdo a infeccdo nas galinhas. Nos perus, o figado apresentava
esporadicamente petéquias, pequenos abscessos superficiais e areas de infarto na periferia do
orgéo, porém ndo tdo significativas como as encontradas nos figados das galinhas submetidas

a infeccdo neste presente estudo.

Sugere-se que 0 aumento da congestdo hepatica nas aves infectadas pode estar
relacionado a intensa atividade bacteriana, produzindo substancias toxicas durante o quadro

septicémico causado pela infec¢do e pelo processo inflamatério intenso no 6rgéo.

Segundo Boero (1967), microscopicamente o tecido hepatico afetado pela infeccéo por
B. anserina revela a presenca de intenso infiltrado inflamatdrio, com células monocitérias,
presenca de vacuolizacBes e inclusGes produzidas pela atuacdo dos macr6fagos em sua
atividade fagocitaria. Essas alteracdes também foram encontradas no tecido hepatico das aves
com sete e oito dias pos-infeccdo. Em seu experimento visando o estudo da infecgdo hepatica
em galinhas acometidas por B.anserina, Vashist (2011) revelou alteragdes semelhantes a
encontradas no presente trabalho, como congestdo, dilatacdo dos capilares sinusoides e

presenca de um infiltrado inflamatorio linfocitico, além da degeneracdo hepatocelular.

AlteracBes microscopicas hepaticas importantes decorrentes da infec¢do foram
evidenciadas neste estudo e corroboram os achados de Nasri et al (2010), que relatou uma

hepatite linfohistiocitica no tecido conectivo interlobular e vasculite com dilatagéo de veia
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porta. J& Srinivasan e Rao (1966) e Shommein e Khogali (1974), descreveram em seus
experimentos, uma degeneracdo gordurosa em seus hepatocitos e infiltracdo de células
mononucleares nos sinuséides, além de uma marcante necrose progressiva, também relatada

nas aves do presente estudo durante o curso da infecgéo.

A presenca de necrose hepatocelular multifocal constatada na fase aguda da doenca,
principalmente no pico de parasitemia, provavelmente ocorreu devido & intensa destruicao
celular causada pela atividade bacteriana, resultando posteriormente a uma deposicdo de

fibrina intravascular.

4.3.2. Avaliagéo esplénica

Ainda na cavidade, os bagos examinados apresentavam-se em esplenomegalia e com
inimeras manchas esbranquicadas em sua superficie (Figura 18). Ao compara-los com um
orgédo saudavel, notou-se a diferenca em aspecto e tamanho (Figura 19). Os 6rgaos estavam
congestos e friaveis no momento da retirada e ao corta-los longitudinalmente para
fragmentacéo, pdde-se verificar uma evidenciacéo dos foliculos linfoides. Apenas uma ave no
44°DPI1 ndo apresentou lesGes e/ou alteracBes considerdveis na microscopia. A partir do

15°DPI, os novos foliculos comecam a ser regenerados pelo 6rgéo.

Figura 18. Esplenomegalia e presenca de inimeras manchas esbranquicadas na superficie do érgao.
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Figura 19. Esplenomegalia. Comparacdo de um baco afetado pela doenca (a esquerda) em relacdo a
um baco saudavel.

FASE SUPERAGUDA

2°DPI: Areas multifocais a coalescentes de necrose moderada com infiltrado de heteréfilos
degenerados multifocal moderado. As células endoteliais vasculares estdo com o citoplasma e

nucleo tumefeitos; Infiltrado de macrofagos perivascular multifocal discreto (Figura 20 A)

3° DPI: Infiltrado de macrdéfagos multifocal discreto. (DM: esplenite histiocitica subaguda
multifocal discreta); Infiltrado de macrofagos perivascular multifocal discreto. (DM:

Esplenite histiocitica subaguda perivascular multifocal discreta)

4° DPI: Infiltrado de macréfagos perivascular multifocal leve. Infiltrado de heterofilos
multifocal leve com depdsito de fibrina perivascular. (Figura 20 B); Infiltrado de macréfagos
perivascular multifocal leve. Infiltrado de heteréfilos multifocal discreto. (DM: Esplenite

heterofilica e histiocitica subaguda multifocal leve).

FASE AGUDA

5° DPI: Necrose multifocal moderada associada a infiltrado de macréfagos. Infiltrado de

heterofilos multifocal leve e infiltrado de macréfagos multifocal moderado. Ha tumefacéo de

54



nacleos de células endoteliais. (DM: Esplenite necrosante heterofilica e histiocitica
subaguda multifocal moderada); Necrose multifocal moderada com coagulos de fibrina
associada a infiltrados de heterofilos e macrdéfagos e tumefacdo do citoplasma e ndcleo das

celulas endoteliais. (Figura 20 C).

6°DPI1: Necrose multifocal moderada associada a infiltrados de macréfagos e tumefacao de
citoplasma e nucleo das células endoteliais. (DM: Esplenite histiocitica, necrosante,
subaguda, multifocal moderada); Areas de necrose multifocal moderada associada a
infiltrado de macrofagos. Ha infiltrado de heter6filos multifocal leve. Coagulos de material
eosinofilico multifocais perivasculares (fibrina). H& tumefacdo de ndcleos de células
endoteliais. (DM: Esplenite heterofilica e histiocitica subaguda, necrosante, multifocal

moderada com vasculite fibrindide).

7°DPI1: Areas multifocais a coalescentes de necrose severa associada a extensos coagulos
eosinofilicos (fibrina). Ha tumefacdo de citoplasma e nucleos de células endoteliais (vasculite
fibrindide). Ha infiltrados de macréfagos e moderada quantidade de heterdfilos degenerados.
(Figura 20 D); Infiltrados de linfdcitos e macrofagos multifocais a coalescentes associados a
centros de necrose severa com coagulos de fibrina. (DM: Esplenite linfohistiocitica,

subaguda, necrosante, multifocal a coalescente severa).

8°DPI: Areas multifocais a coalescentes de necrose severa com coagulos eosinofilicos
(fibrina) associado a infiltrado de macréfagos e heteréfilos. Ha pigmento castanho no interior
de macrofagos multifocal moderado (eritrofagocitose). Ha tumefacdo de nucleos de células
endoteliais. Ha areas multifocais de hemorragia. (DM: Esplenite heterofilica e histiocitico
subaguda, necrosante, multifocal a coalescente severa com coagulos de fibrina); Ha areas
multifocais a coalescentes de necrose severa com coagulos de fibrina associados a infiltrados
de macrofagos e heterofilos degenerados com tumefacdo do nucleo das células endoteliais.

(DM: Esplenite histiocitica, subaguda, necrosante multifocal a coalescente severa).

9°DPI: Areas multifocais a coalescentes de necrose moderada associada a infiltrados
moderados de macrofagos e heterofilos com tumefacdo de nucleo de células endoteliais.
(DM: esplenite necrosante heterofilica e histiocitica, subaguda, multifocal moderada
com ativacdo de células endoteliais); Areas multifocais de necrose leve associada a
infiltrado leve de macrofagos, linfécitos e plasmdcitos. H& tumefacdo de ndcleos de células
endoteliais. (DM: Esplenite linfohitiocitica, subaguda, necrosante multifocal leve).
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10°DPI: Necrose multifocal a coalescente severa associada a coagulos eosinofilicos (fibrina).
Ha fibrina perivascular, infiltrado de macréfagos e tumefacdo de nucleos e citoplasma de
células endoteliais (vasculite fibrinoide). Ha pigmento castanho no interior de macrofagos
tumefeitos (sider6fagos). Ha infiltrado multifocal leve de heter6filos. (DM: Esplenite
histiocitica, subaguda, necrosante multifocal a coalescente severa com vasculite
fibrinoide); Necrose multifocal a coalescente moderada com pequenos coagulos eosinofilicos
(fibrina) e tumefacéo de celulas endoteliais e infiltrado multifocal de macrofagos perivascular.
Pigmento castanho no interior de macrofagos tumefeitos (hemossiderina). (DM: Esplenite

histiocitica, subaguda, necrosante multifocal a moderada).

FASE SUBAGUDA

15°DPI: Areas multifocais de necrose discreta associadas a infiltrados de macrdfagos
perivasculares e tumefacdo de células endoteliais. (DM: Esplenite histiocitica, subaguda,
necrosante multifocal discreta); Areas de necrose multifocais leve associadas a infiltrados
perivasculares de macrofagos e tumefacdo de nucleo e citoplasma de células endoteliais.

(DM: Esplenite histiocitica, subaguda, necrosante multifocal leve).

21°DPI: Areas de necrose multifocais a coalescente severas associadas a infiltrados
compostos por macrofagos e heterdfilos e tumefagdo das células endoteliais. (DM: esplenite
histiocitica e heterofilica, subaguda, necrosante multifocal a coalescente severa); Areas
de necrose multifocal leve e tumefacdo das células endoteliais e infiltrados perivasculares de

macrofagos. (DM: Esplenite histiocitica, subaguda, necrosante, multifocal leve).

31°DPI: Infiltrados perivasculres multifocais leves de macrdfagos e heteréfilos e tumefacéo
das células endoteliais. (DM: Esplenite histiocitica, subaguda, multifocal leve); Necrose
multifocal discreta, infiltrado heterofilico multifocal leve e tumefacdo de nucleos de células
endoteliais. (DM: Esplenite heterofilica, aguda, necrosante e multifocal leve com ativagio

de células endoteliais).

44°DPI: Necrose multifocal leve com infiltrado multifocal leve de heterofilos. Ha infiltrado
perivascular leve de macrofagos e tumefagdo e ndcleos e citoplasmas de células endoteliais.

(DM: Esplenite heterofilica e histiocitica, subaguda, necrosante, multifocal leve);
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Figura 20. Lesdes em bacgos de Gallus gallus domesticus experimentalmente infectados por Borrelia
anserina. A- Esplenite histiocitica subaguda multifocal discreta (2°DPI); B- Esplenite heterofilica e
histiocitica subaguda multifocal leve com fibrina perivascular (4°DPI); C- Esplenite necrosante
histiocitica subaguda multifocal moderada com vasculite fibrindide (5°DPI); D- Esplenite necrosante
multifocal a coalescente severa com vasculite fibrindide e coagulos de fibrina (7°DPI).

Ao nivel macroscopico, as lesdes esplénicas vdo de encontro aos achados patoldgicos
evidenciados por Shommein e Khogali (1974), que descreveram em seu experimento um
aumento exagerado no o6rgdo. Bandopadhayay & Vegad (1983) observaram alteracGes na
superficie do baco na forma de manchas esbranquicadas, indicando o comprometimento da
regido cortical do 6rgdo. Estes estudos afirmam que a esplenomegalia ocasionada pelo
processo infeccioso é causada pelo processo inflamatorio intenso, conduzido por hiperplasia
reticular e presenca macica de hemossiderose. Os danos celulares causados pela infeccéo, a
sintese de eritrécitos fica comprometida e a destruicdo dos eritrdcitos se torna maior que a sua
producao.
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LesBGes hemorragicas sdo encontradas na superficie do 6rgdo e podem ser visualizadas
areas extensas de infarto anémico, desenvolvidas por embolias capilares, que se estabelecem
devido ao grande acumulo de espiroquetas presentes durante o pico de parasitemia da doenca
(BOERO, 1967).

O o6rgéo revelou uma consideravel diminuicdo do tecido linfoide, apresentando uma
esplenite com &reas de necrose variando de leve a coalescente severa, além da presenca de
vasculite e depositos de fibrina na regido medular do 6rgdo. Estes achados patoldgicos
corroboram com os resultados apresentados por Shommein e Khogali (1974), onde relataram
a presenca de um tecido apresentando um infiltrado inflamatorio eosinofilico e um

alargamento das artérias, caracterizando um quadro de esplenomegalia.

Segundo o Bandopadhayay & Vegad (1983), uma hiperplasia reticular foi a causa da
esplenomegalia, sendo aquela necessaria para 0 organismo tentar combater a infeccdo. A
histopatologia descrita por estes autores revelou um intenso processo de eritofagocitose em
consequéncia da destruicdo das hemécias e producdo de hemossiderina. Neste experimento
foram encontrados muitos heterdfilos degenerados no tecido esplénico e presenca de
pigmentos de cor castanha no interior de macrofagos tumefeitos (sider6fagos). Areas de
necrose foram relatadas por Nasri et al (2010) associadas com aumento dos capilares, o que

também foi descrito neste estudo.

4.3.3. Avaliagéo renal e adrenais

Os rins encontravam-se no momento da necropsia, com aspecto de congestdo e
aumentados 2/3 do seu tamanho normal, ocupando parte consideravel da regido dorsal da ave
(Figura 21). A palpacio, fragmentos de rins estavam friaveis, com superficies irregulares e
I6bulos edemaciados em relacdo a fragmentos saudaveis (Figura 22). Duas aves no 5°DPI,
uma no 6°DPI e uma no 15°DPI ndo apresentaram lesdes e/ou alteragOes teciduais na
microscopia. Apenas duas aves tiveram alteraces nas adrenais, uma na fase aguda e outra na

fase cronica da doenca.
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Figura 21. Cavidade celomatica mostrando o aumento no tamanho dos rins devido a infec¢do por
Borrelia anserina, evidenciando a congestdo dos 6rgaos. Arquivo pessoal.

Figura 22. Comparagdo de um fragmento de rim alterado pela infeccdo por Borrelia anserina,
apresentando areas hemorrégicas e aumentado de tamanho (& esquerda) em relacdo ao fragmento de
rim obtido de uma ave saudavel. Arquivo pessoal.
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FASE SUPERAGUDA

2°DPI: Infiltrado de linfocitos e macréfagos multifocal leve (DM: Nefrite linfohistiocitica
subaguda multifocal leve); Infiltrado intersticial multifocal com grande quantidade de
linfécitos e moderada quantidade de macréfagos (DM: Nefrite linfohistiocitica subaguda

multifocal moderada).

3°DPI: Infiltrado de linfocitos multifocal moderado. (DM: Nefrite linfocitica subaguda
multifocal moderada); Infiltrado intersticial de macréfagos multifocal moderado. (DM:

Nefrite histiocitica subaguda intersticial multifocal moderada)

4°DPI: Infiltrado de linfocitos e macr6fagos em menor quantidade no intersticio renal. (DM:
Nefrite linfohistiocitica subaguda multifocal intersticial discreta); Infiltrado de linfdcitos
e macrofagos em menor quantidade no intersticio renal. (DM: Nefrite linfohistiocitica
subaguda multifocal intersticial discreta).

FASE AGUDA

6°DPI: Ducto coletor com infiltrado de macro6fagos em grande quantidade e pouca quantidade
de linfécitos periductal multifocal moderado (DM: Nefrite histiocitica subaguda multifocal
moderada).

7°DPI: Infiltrado de macrdfagos e linfocitos multifocal moderado associado a hemorragia
(DM: Nefrite linfohistiocitica subaguda multifocal moderada associada a hemorragia);
Infiltrado de macré6fagos e linfécitos multifocal moderado associado a hemorragia (DM:
Nefrite linfohistiocitica subaguda multifocal moderada associada a hemorragia).

8°DPI: Infiltrado intersticial de macréfagos e linfécitos multifocal a coalescente moderado
(DM: Nefrite linfohistiocitica, subaguda, instersticial multifocal a coalescente
moderada); H& um infiltrado focal discreto composto por macréfagos em grande quantidade
e heter6filos em menor quantidade (DM: Nefrite histiocitica, subaguda, intersticial focal
discreta).

9°DPI: Infiltrados multifocais discretos de linfocitos e macrdéfagos no intersticio renal e
ureter. (DM: Nefrite linfohistiocitica, subaguda, multifocal moderada); Infiltrado
linfohistiocitico intersticial focal leve (DM: Nefrite linfohistiocitica, subaguda, focal leve.

10°DPI: Infiltrado linfohistiocitico multifocal intersticial moderado. (DM: Nefrite
linfohistiocitica, subaguda, multifocal moderado); Infiltrado intersticial multifocal de
linfécitos moderado. (DM: Nefrite linfocitica, subaguda, intersticial multifocal
moderada); Hipertrofia de células medulares da Adrenal
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FASE SUBAGUDA

15°DPI: Infiltrados linfohistiociticos multifocais leves com cilindros proteicos intratubulares.

(DM: nefrite linfohistiocitica, subaguda, intersticial multifocal leve).

21°DPI: Infiltrados intersticiais multifocais de linfocitos e macrofagos leve. (DM: Nefrite
linfohistiocitica, subaguda, instersticial multifocal leve); Infiltrados intersticiais multifocais
de linfécitos e macrofagos leve. (DM: nefrite linfohistiocitica, subaguda, multifocal leve);
Adrenal: hipertrofia das células medulares e infiltrado focal de linfocitos leve. (DM:

adrenalite linfocitica focal leve e hipertrofia de células da medular)

31°DPI: Infiltrado de linfocitos e macrofagos intersticial e periureteral multifocal leve. (DM:
Nefrite linfohistiocitica, subaguda, intersticial e periureteral multifocal leve); Infiltrado
de linfocitos e macrofagos intersticial multifocal severo. H& codgulos eosinofilicos no interior
de tabulos (cilindros de proteina). (DM: Nefrite linfohistiocitica, subaguda, multifocal

severa com cilindricos proteicos).

44°DPI: Infiltrado intersticial multifocal leve de linfocitos e macrofagos. (DM: Nefrite
linfohistiocitica, subaguda, multifocal leve); Infiltrado de moderada quantidade de
linfocitos e pequena quantidade de macréfagos peritubular multifocal leve. (DM: Nefrite

linfohistiocitica, subaguda, intersticial multifocal leve).

Conforme Boero (1967), a necropsia o rim de uma ave infectada por B.anserina
apresenta-se congesto, com bordas e I6bulos irregulares, altamente hiperémico e aumentado
de tamanho. Shommein e Khogali (1974) descreveram as mesmas alteracfes renais
encontradas neste estudo, como aumento e friabilidade dos 6rgdos, além de uma intensa
hemorragia subcapsular renal. Histopatologicamente, o tecido renal foi evidenciado um
quadro de nefrite linfohistiocitica perivascular multifocal de leve a moderada. As veias
intralobulares estavam alteradas, devido a congestdo e a dilatacdo dos vasos adjacentes, além
de alguns trombos de fibrina.

Este quadro de nefrite e alteracdo glomerular também foram relatados por Srinivasan e
Rao (1966) ao visualizarem os cortes histoldgicos alterados pela enfermidade. Outros autores,
como Cooper e Bickford (1993) observaram um intenso infiltrado inflamatério multifocal e

uma fibroplasia intersticial nos rins.
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4.3.4. Avaliacéo cardiaca

FASE SUPERAGUDA

Macroscopicamente, ndo houve alteracdes significativas na morfologia, aspecto e
coloracdo dos 6rgaos. Na microscopia foram evidenciadas alteragdes em algumas aves, sendo
a maioria apresentando intenso infiltrado inflamatorio e conforme o avanco da infeccdo, um

quadro de epicardite ou miocardite de moderado a severo.

2°DPI: Infiltrado focalmente extenso moderado de linfocitos e macréfagos no epicéardio.
(DM: epicardite linfohistiocitica subaguda focalmente extensa e moderada); Infiltrado
focalmente extenso moderado de linfocitos e macréfagos no epicéardio. (DM: epicardite

linfohistiocitica subaguda focalmente extensa e moderada).

4°DPI: Infiltrado de macréfagos e linfocitos focal discreto. (DM: miocardite

linfohistiocitica subaguda focal discreta).

FASE AGUDA

5°DPI: Subendocardio espessado por infiltrado de grande quantidade de macrofagos,
moderada quantidade de linfocitos e poucos plasmécitos. Area subendocardica focal com
substituicdo de miocérdio fibrocitos por fibroblastos. Infiltrado de macréfagos entre as fibras
multifocais leves (DM: endocardite linfohistiocitica subaguda focalmente extensa severa
com fibroplasia e miocardite histiocitica multifocal leve); Infiltrado de linfocitos e
macrofagos focal no miocéardio. Infiltrado focalmente extenso de linfocitos no epicardio com

raros macrofagos (DM: Miocardite linfohistiocitica focal discreta).

7°DPI: Miocardio: infiltrado de macrdfagos entre as fibras multifocal moderado. Gordura
epicardica com infiltrado de macrofagos e linfocitos multifocal moderado. Ha area focal de
fibrose no miocardio associada a infiltrado de macréfagos. (Figura 23); Esteatite epicardica
linfohistiocitica multifocal moderada); Infiltrado de linfocitos e plasmocitos focalmente
extensos discretos no tecido adiposo epicardial. Infiltrados de macrofagos multifocais
discretos no miocardio. (DM: epicardite e miocardite linfohistiociticas subagudas

multifocais severas).
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Figura 23. Miocardite histiocitica subaguda multifocal moderada com érea focal de fibrose (Obj.40x).

8°DPI: Areas focalmente extensa de infiltrado composto majoritariamente por macréfagos e
plasmocitos em menor quantidade leve. (DM: epicardite linfoplasmocitica, subaguda,

focalmente extensa leve);

9°DPI: Infiltrados multifocais de linfécitos em grande quantidade e macréfagos em menor
quantidade no epicardio e miocéardio severo. (DM: Miocardite e epicardite linfohistiocitica

multifocal severa).

10°DPI: Miocardio, endocéardio e epicardio com infiltrado de macréfagos, linfocitos e
plasmocitos e heterdfilos, difuso severo, com espacamento entre fibras (edemas). (DM:
miocardite, epicardite e endocardite linfohistiocitica subaguda difusa severa); Epicardio:

infiltrado linfohistiocitico e heterofilico focalmente extenso severo (Figura 24).
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Figura 24. Epicardite heterofilica e linfohistiocitica, subaguda, focalmente extensa severa (Obj. 20x).

FASE SUBAGUDA

31°DPI: Infiltrado multifocal moderado de macr6fagos no miocardio associados a estrias
eosinofilicas (fibrina) (DM: miocardite histiocitica, subaguda, multifocal moderada com
fibrina); Infiltrado de linfécitos e histidcitos/macrofagos focal leve. Ha &reas multifocais
leves de fibrose. (DM: miocardite linfohistiocitica, subaguda, focal leve e fibrose

multifocal leve).

44°DPI: Infiltrado de linfocitos e macrofagos focal leve no epicardio. Infiltrado de
heterdfilos, linfocitos e macr6fagos no miocardio, multifocal leve. (DM: epicardite

linfohistiocitica, subaguda, focal leve e miocardite linfohistiocitica multifocal leve).

4.3.5. Avaliacéo do Sistema Nervoso Central
Macroscopicamente ndo houve alteragdes na consisténcia, morfologia ou coloracéo

dos cérebros examinados. Apenas algumas aves apresentaram lesdes e/ou alteracdes cerebrais
e apenas uma revelou alteracdo no cerebelo no 4° DPI.
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FASE SUPERAGUDA

2°DPI: Infiltrado de linfocitos multifocal discreto. (DM: encefalite linfocitica subaguda

multifocal discreto)

4°DPI: Infiltrado de linfocitos multifocal discreto. (DM: encefalite linfocitica subaguda

multifocal discreto)

FASE AGUDA

6°DP1I: Plexo cordide: infiltrado de linfécitos focal discreto. (DM: plexo coroidite linfocitica

subaguda focal discreta)

7°DPI: Plexo coroide: infiltrado de linfécitos multifocal moderado. (DM: plexo coroidite

linfocitica subaguda multifocal moderada.

8°DPI: Plexo coroide: infiltrado de linfdcitos e macréfagos multifocal leve. (Figura 25).

Figura 25. Plexo coroidite linfohistiocitica subaguda multifocal leve (Obj.20x).
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FASE SUBAGUDA

15°DPI: Infiltrado focal de linfocitos e macréfagos no plexo coroide leve. (DM: plexo
coroidite linfohistiocitica, subaguda, focal leve).

A maioria das aves apresentaram durante o curso da infeccdo um quadro de encefalite
leve a moderada até o 15°DPI e outras uma leve a moderada plexo coroidite. Este processo
inflamatdrio se estabeleceu de forma local e juntamente com a presenca e a multiplicacao

bacteriana contribuiu com o estado de prostracéo e letargia no periodo clinico da doenca.

Na literatura, trabalhos sobre a patologia da Borreliose aviadria sobre o Sistema
Nervoso Central de aves susceptiveis a doenca ainda sao muito escassos. O desenvolvimento
de novos estudos sobre a patogenia da doenca sdo necessarios para elucidar com mais

significancia uma possivel severidade neuroldgica.

4.3.6. Avaliacéo intestinal

Externamente as algas intestinais ndo se mostraram alteradas devido ao processo
infeccioso, porém ao expor as mucosas observou-se uma extensa area hiperémica (Figura 26),
acarretando um quadro de enterite. Apenas trés aves desenvolveram algum tipo de alteracéo,
uma no 9°DPI e duas no 31°DPI.
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Figura 26. Porcédo do intestino delgado de ave infectada por Borrelia anserina (a direita). Para fins de
comparagdo, uma porcdo do intestino de uma ave saudavel do grupo controle (a esquerda)

FASE AGUDA

9°DPI: Infiltrado focalmente extenso na serosa de leve quantidade de macrdfagos e discreta
quantidade de linfdcitos e plasmadcitos. Ha espacamento entre as fibras musculares lisas

longitudinais e circulares (edema).
FASE SUBAGUDA

31°DPI: Infiltrado difuso de linfécitos e macréfagos na mucosa leve. (DM: enterite
linfohistiocitica, subaguda, difusa leve); Infiltrado de linfocitos e macr6fagos multifocal

moderado. (DM: enterite linfohistiocitica, subaguda, multifocal moderada)

Em estudos sobre a patogenia da borreliose aviaria sobre os intestinos, Srinivasan e
Rao (1966) descreveram um epitélio altamente irregular ao nivel celular, havendo uma ligeira
congestdo de vasos na lamina préopria e a presenca de intenso infiltrado inflamatdrio
linfocitario. J& Shommein e Khogali (1974) baseado nos estudos do autor citado
anteriormente, relatou no intestino delgado a presenca de diferentes graus de hemorragia na

mucosa.
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Bandopadhyay e Vegad (1984) ao infectar galinhas domésticas com uma cepa
virulenta de B.anserina, descreveu uma enterite aguda, presenca de hemossiderose nas
vilosidades intestinais e diarreia esverdeada. Sugere-se que as alteracdes teciduais ndo tenham
relacio com a presenca das espiroquetas e sim com algum mecanismo imunoldgico
(Bandopadhyay e Vegad, 1983).

Apesar destas alteragdes encontradas em literaturas anteriores, apenas duas aves
apresentaram alterages na mucosa intestinal como uma enterite multifocal moderada e

espacamento entre as fibras musculares lisas.

4.3.7. Avaliacao dos pulmdes e sacos aéreos

N&o foram encontradas alteracbes ou lesGes decorrentes da infeccdo. Apenas em
quatro aves foram encontradas altera¢cdes quando da avaliacdo microscopica do pulméo, todas

na fase cronica, e uma ave com alteracdo de sacos aéreos no 2°DPI.

FASE SUPERAGUDA

2°DPI: Sacos aéreos: Infiltrado de linfocitos multifocal moderado (DM: aerossaculite

linfocitica subaguda multifocal moderada).

FASE SUBAGUDA

15°DPI: Infiltrados multifocais peri-parabronquiais de linfocitos e macréfagos leve. (DM:

pneumonia linfohistiocitica, subaguda, multifocal leve).

21°DPI: Pulmao: infiltrados multifocais parabronquiais de macréfagos, linfdcitos e
plasmécitos moderado. (DM: pneumonia linfohistiocitica, subaguda, multifocal

moderada)

31° DPI: Pulmao: infiltrado de linfocitos, heterdfilos e macréfagos multifocal peribronquial
moderado. Ha umas areas focais com células gigantes multinucleadas, estrias de substancia

eosinofilicas, macrdfagos, linfdcitos e células epitelidides (granuloma). (DM: pneumonia
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granulomatosa, crénica, focal moderada e pneumonia linfohistiocitica e heterofilica,

subaguda, multifocal moderada).

44°DPI: Infiltrado de grande quantidade de linfocitos, moderada quantidade de macrofagos e
heterdfilos multifocal a coalescente moderada. (DM: pneumonia linfohistiocitica e

heterofilica, subaguda, multifocal a coalescente moderada).

N&o ha relatos consistentes sobre a atividade da B.anserina nas vias aéreas superiores
e inferiores das aves enfermas. Neste estudo foi possivel descrever nos pulmdes analisados
histopatologicamente, a presenca de infiltrado inflamatorio peri e parabronquial, acarretando

em um quadro de pneumonia linfohistiocitica e heterofilica em quatro aves.

Em relacdo aos sacos aéreos, apesar de uma ave ter sido diagnosticada com
aerossaculite no 2°DPI, alteracfes nesta estrutura decorrentes sdo possivelmente de um

quadro infeccioso do sistema respiratorio propriamente dito.

4.3.8. Avaliacdo pancreatica

Algumas aves apresentaram lesdes decorrentes da infeccdo, assim como a superficie

de alguns pancreas estavam um pouco hiperémicas.

FASE AGUDA

7°DPI: Ductos pancredticos: areas multifocais aleatdrias periductais ou perivasculares com
infiltrado de macrofagos e linfécitos multifocal moderado. (DM: pancreatite

linfohistiocitica, subaguda, periductal ou perivascular multifocal moderada).

8°DPI: Infiltrado linfohistiocitico multifocal moderado. (DM: pancreatite linfohistiocitica,
subaguda, multifocal moderada); Ducto pancreatico: ha area focal periductal discreta
composta marjoritariamente por linfocitos em grande quantidade e heterofilos em pouca

quantidade (DM: pancreatite linfocitica, subaguda, ductal focal discreta).

9°DPI: Infiltrado periductal de linfocitos e macrofagos multifocal a coalescente moderado

(DM: Pancreatite linfohistiocitica subaguda multifocal a coalescente moderada);
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Infiltrado de macrofagos, linfocitos e plasmaocitos periductal e intersticial multifocal

moderada (DM: Pancreatite linfohistiocitica, subaguda, multifocal moderada).

FASE SUBAGUDA

15°DPI: Infiltrados multifocais de linfécitos e macréfagos leves (DM: pancreatite

linfohistiocitica, subaguda, multifocal leve).

21°DPI: Infiltrados multifocais de linfocitos e macréfagos leves (DM: pancreatite
linfohistiocitica, subaguda, multifocal leve); Infiltrados multifocais leves de linfocitos e

macrofagos. (DM: pancreatite multifocal linfohistiocitica leve).

31°DPI: Infiltrados multifocais de linfocitos e macrofagos leves. (DM: pancreatite

linfohistiocitica, subaguda, multifocal leve).

As aves apresentaram uma pancreatite periductal ou perivascular leve a moderada com
a presenca de infiltrados inflamatorios. McNeil et al (1948) descreveram o pancreas de
galinhas infectadas dentro da normalidade, com apenas a presenca na microscopia de uma

ligeira vacuolizagdo de células secretoras.

4.3.9. Avaliacao da medula 6ssea

Dentre todas as aves infectadas por B. anserina no experimento, apenas nove animais
ndo desenvolveram lesdes e/ou alteragdes na medula dssea, todos os outros animais sofreram

rarefacGes 0sseas, que se agravaram durante o avanco da infecgéo.

FASE SUPERAGUDA
2°DPI: Rarefacdo linfocitica difusa; Rarefacéo linfocitica difusa.
3°DPI: Rarefacéo linfocitica difusa moderada;

4°DPI: Rarefagéo difusa moderada; Rarefacdo difusa moderada.
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FASE AGUDA

5°DPI: Rarefagdo difusa moderada; Rarefagao difusa moderada.

6°DPI: Rarefacdo difusa moderada.

7°DPI: Hipercelularidade multifocal moderada

9°DPI: Rarefacdo difusa leve.

10°DPI: Rarefacdo linfoide difusa leve.

FASE SUBAGUDA

15°DPI: Rarefacdo linfocitica difusa moderada; Areas de rarefagéo linfocitica difusa leve.
21°DPI: Rarefacdo linfocitica difusa leve

31°DPI: Rarefacdo linfocitica difusa severa; Rarefacdo linfoide difusa acentuada

44°DPI: Rarefacéo difusa leve

Existem poucos relatos sobre possiveis alteracdes teciduais da infecgcdo por B.anserina
na medula 6ssea vermelha. Alguns trabalhos citam apenas a permanéncia das espiroguetas no
estroma, onde se pode verificar a presenca de células, fibras reticulares, macrofagos e

adipacitos.

Algumas aves apresentaram um processo de rarefacdo linfocitica progressiva da
medula 6ssea e uma hipercelularidade multifocal moderada. Como o sistema imune das aves e
seu funcionamento normal dependem da presenca de células derivadas da medula 6ssea
(SCOTT, 2004), sugere-se que o processo infeccioso agudo tenha reduzido a capacidade de

sintese de novas células linféides.

4.3.10. Avaliacdo da Bursa de Fabricius

No momento da necropsia, ndo foi constatada nenhuma alteracdo na superficie dos

Orgdos. Apos sua retirada da carcaca, foi feito um corte longitudinal, sendo exposta sua
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mucosa. Algumas bursas apresentavam mucosa consideravelmente hiperémica. Do 6°DPI em
diante, foram encontradas alteracdes de moderada a severa nas Bursas de Fabricius das aves
infectadas. No 31°DPI, ocorreu o inicio do repovoamento dos linfocitos nos foliculos da

Bursa.

FASE AGUDA

6°DPI: Infiltrado de macrofagos centrofolicular multifocal leve (DM: bursite histiocitica

centrofolicular multifocal leve).

7°DPI: Necrose centrofolicular com infiltrado de macréfagos, linfocitos e heteréfilos e estrias
eosinofilicas (fibrina). (Figuras 27 e 28); Areas de necrose folicular multifocais a coalescentes
severa associada a infiltrados de macrofagos e depdsitos de fibrina (DM: bursite histiocitica,

subaguda, necrosante, multifocal a coalescente severa).

Figura 27. Bursite histiocitica subaguda, necrosante, multifocal moderada (Obj.10x).
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Figura 28. Bursite histiocitica subaguda, necrosante, multifocal moderada (Obj 20x).

8°DPI: Areas multifocais de necrose folicular moderadas associadas a infiltrados compostos
majoritariamente por macrdfagos e escassos heterdfilos. (DM: bursite histiocitica,

subaguda, necrosante multifocal moderada).

9°DPI: Areas de necrose centro folicular multifocal severa com infiltrado de macréfagos,
linfécitos e plasmocitos nas areas de necrose. (DM: bursite histiocitica, subaguda,

necrosante multifocal severa).

10°DPI: Necrose centrofolicular multifocal severa com infiltrado de macréfagos, linfocitos e
plasmocitos. (DM: bursite linfohistiocitica, subaguda, necrosante multifocal severa);
Diminuicdo de volume de foliculos com o centro folicular substituido por grande quantidade

de macréfagos. (DM: bursite histiocitica cronica multifocal moderada).
FASE SUBAGUDA

15°DPI: Necrose centrofolicular multifocal moderada associada com infiltrados moderados
de linfécitos e leve infiltrado de macrdfagos com estrias eosinofilicas (fibrina). (DM: bursite
linfohistiocitica, subaguda, necrosante multifocal moderada); Areas de necrose
centrofolicular multifocais moderadas associadas a infiltrados de linfdcitos, plasmdcitos e
macrofagos. (DM: bursite linfohistiocitica, subaguda, necrosante multifocal moderada).
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21°DPI: Areas de necrose centrofolicular multifocais moderadas associadas a macrdfagos
(DM: bursite histiocitica, subaguda, necrosante multifocal moderada); Areas multifocais
de necrose centrofolicular multifocal, associadas a infiltrados de macrofagos. (DM: bursite

histiocitica, subaguda, necrosante, multifocal moderada).

31°DPI: Areas de necrose centrofolicular multifocais discretas associadas a macrofagos.

(DM: bursite necrosante multifocal discreta).
44°DPI: Rarefagéo centrofolicular leve.

A literatura descreve na macroscopia uma Bursa de Fabricius aumentada de tamanho e
com éareas de hemorragia em sua mucosa (BOUZOUBAA et al, 1991). Esta hiperemia de
mucosas também foi evidenciada em algumas bursas neste estudo durante a necropsia, além
disto, areas de necrose folicular foram encontradas durante a fase aguda da doenca,
contribuindo com novas informacdes sobre a infeccdo por B.anserina no 6rgao e mostrando o

dano causado no seu tecido linfoide primario.

4.3.11. Avaliacdo do Ovario e Oviduto

Macroscopicamente os ovarios e ovidutos ndo evidenciaram alteracdes ou lesdes,
porém a nivel histoldgico, foram encontradas diversas alteracdes que foram marcadas e
evidenciadas, principalmente nos ovarios. Estas alteracfes foram observadas a partir do
7°DPI, ou seja, quando o ovario estava desenvolvido suficientemente para a reproducdo da

ave e para o exame histopatologico.

FASE AGUDA

7°DPI: Infiltrado de grande quantidade de macrofagos e pequena quantidade de linfécitos,

plasmacitos e heterofilos (DM: ooforite histiocitica subaguda multifocal moderada).

8°DPI: Foliculos com é&reas multifocais de necrose, circundados por infiltrados de
macrofagos. (Figuras 29 e 30); Foliculos com éareas focais de necrose circundada por

infiltrados de macréfagos. (DM: ooforite histiocitica, subaguda, necrosante focal discreta).
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Figura 30. Ooforite histiocitica, subaguda, necrosante multifocal moderada (Obj.40x).

9°DPI: Areas de necrose em foliculos associado a infiltrado moderado de linfécitos e
macrofagos. (DM: ooforite necrosante subaguda multifocal moderada); Necrose de
foliculos multifocal moderada associada a infiltrado de moderada quantidade de linfocitos e
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macrofagos perifoliculares. (DM: ooforite linfohistiocitica, subaguda, necrosante

multifocal moderada).

10°DPI: Necrose folicular multifocal discreta com infiltrado linfohistiocitico. (DM: ooforite
linfohistiocitica, subaguda, necrosante multifocal leve); Necrose de foliculos multifocal
moderada associada a infiltrado de macrofagos perifolicular. (DM: ooforite histiocitica,

subaguda, necrosante multifocal moderada).

FASE SUBAGUDA

15°DPI: Necrose folicular multifocal moderada associada a infiltrados perifoliculares de
macrofagos. (DM: ooforite histiocitica, subaguda, necrosante multifocal moderada);
Areas de necrose foliculares multifocais leve associada a infiltrados perivasculares de

macrofagos. (DM: ooforite histiocitica, subaguda, necrosante multifocal leve).

21°DPI: Areas de necrose folicular multifocais leve associadas a infiltrados multifocais leve

de macrofagos. (DM: ooforite histiocitica, subaguda, necrosante multifocal leve)

31°DPI: Areas de necrose folicular multifocais moderada associadas a infiltrados de
macrofagos. (DM: ooforite histiocitica, subaguda, necrosante multifocal moderada);
Necrose folicular multifocal moderada e infiltrado de macréfagos perifoliculares (DM:

ooforite histiocitica, subaguda, necrosante multifocal moderada)

44°DPI: Necrose de foliculos multifocal leve, infiltrado de grande quantidade de heteréfilos
multifocal a coalescente com leve a moderada quantidade de macrofagos e linfécitos. (DM:
ooforite heterofilica, aguda, necrosante multifocal moderada); Necrose folicular
multifocal. Ha infiltrado de moderada quantidade de macréfagos, heterofilos e linfocitos.

(DM: ooforite linfohistiocitica e heterofilica, subaguda, necrosante multifocal moderada)

Estudando a patologia da doenca na esfera reprodutiva de fémeas, Shommein e
Khogali (1974) observaram certa dissimilaridade morfologica nos ovarios das galinhas
infectadas e também uma diminuicdo no numero de foliculos ovarianos. A necropsia, 0s
ovarios avaliados neste estudo ndo evidenciariam essas alteragdes descritas por estes autores.
J& ao nivel histopatoldgico, o tecido ovariano revelou a presenca de um intenso infiltrado

inflamatorio, acarretando em uma ooforite com areas de necrose.
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4.4. Impregnacao pela prata

A impregnacdo pela prata através do metodo de Whartin Starry evidenciou a presenca
de microrganismos compativeis com a B. anserina em praticamente todos os cortes
histoldgicos em experimentacdo. Foi observada a presencga das espiroquetas no figado, baco,
cerebro, coracdo, rins, medula Gssea e ovario das aves infectadas, principalmente na fase
aguda da doenca, onde o crescimento e a multiplicacdo bacteriana ocorreram de forma mais

intensa.

No tecido hepético foi possivel através desta impregnacdo, mostrar a presenca da B.
anserina em grande numero, entre as células e/ou sendo fagocitadas por macréfagos, assim

como a presenga da mesma no interior de vasos (Figura 31 A e 31 B).

Foi possivel observar a presenca das espiroquetas marcadas pela prata no figado, baco,
rins e coragdo das aves, a partir do 5°DPI. Nos dois dias seguintes (6°DPI e 7°DPI), a
visualizacdo foi facilitada pela inUmera quantidade de espiroquetas. No 8°DPI, foi possivel
visualizar um intenso depoésito de espiroquetas em todos os 6rgdos analisados, inclusive no
ovario, mais precisamente no interior do ovacito localizado centralmente ao foliculo ovariano
(Figura 31 C). No interior da medula dssea foi detectada a presenca das espiroguetas em meio

ao tecido esponjoso (Figura 31 D).
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Figura 31. Registro fotografico dos diferentes tecidos das aves infectadas por Borrelia anserina,
impregnados pela prata, por meio da técnica de Whartin-Starry. A- Figado: espiroquetas no interior de
um vaso (Obj.100x); B - Figado: aglomerado de espiroquetas no interior de um vaso (Obj.100x); C -
Ovario: presenca de inumeras espiroguetas em ovocito no interior de foliculo ovariano (Obj.100x); D
— Medula 6ssea: em meio ao estroma (Obj. 100x).

O método de impregnacéo pela prata realizado através da técnica de Wharthin-Starry é
muito utilizada em ambito laboratorial e permite a marcagéo e a visualizacdo simultanea de
bactérias, lesbes gastricas provacadas por H. pylori e em outras patologias do sistema
gastrintestinal (ZIMAITY et al., 1999).

De acordo com Kiernan (2002), este método de impregnacdo confirma a presenca das
espiroquetas e largamente utilizados para o diagnostico de Leptospirose, Borrelioses e Sifilis
em humanos. As espiroquetas sdo marcadas em negro distinguindo-se de outros

microrganismos.
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Garvey (1996) descreveu a utilizacdo da impregnacdo pela prata no auxilio do
diagnostico de Doenca de Lyme na América do Norte, observando a presenca das

espiroquetas em fragmentos retirados de pele das lesdes caracteristicas da doenca.

As espiroquetas praticamente ndo se coram por corantes rotineiramente empregados.
Quando coradas pela prata, podem ser visualizadas na cor marrom-escuro ou negra

contracorada com um fundo castanho-amarelado.

Neste experimento, foi possivel observar a presenca de espiroquetas na fase aguda da
doenca em todos os tecidos avaliados. E importante ressaltar a presenca das espiroquetas de
forma macica na medula dssea e principalmente no interior dos foliculos ovarianos. Estes
resultados sdo essenciais para contribuir com a literatura atual sobre a Borreliose Aviaria, ja
que auxiliam no conhecimento sobre estudos futuros sobre a patogenia da doenca que ainda

nao foram totalmente elucidados.

4.5. Imuno-histoquimica

Todas as amostras de tecido renal oriundas das aves infectadas no pico de parasitemia,
ou seja, no 8°DPI, foram testadas com o anticorpo primario policlonal anti-B. burgorferi,
ocorrendo acentuada imunomarcacdo. Esta marcacdo foi compativel com a morfologia de
B.anserina e ocorreu principalmente no interior de vasos e macrofagos, podendo ser possivel

visualizar os restos celulares bacterianos decorrentes do processo de fagocitose (Figura 32).
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Figura 32. Corte histol6gico renal de ave infectada por Borrelia anserina, no pico de parasitemia,
com imunomarcacdo no interior de um vaso. Observa-se a presenca de estruturas morfologicamente
compativeis com Borrelia anserina e restos celulares bacterianos no interior de macréfagos.
Anticorpo primério policlonal anti-Borrelia burgdoferi. Complexo avidina-biotina-peroxidase/DAB.

Em estudos anteriores e na literatura recente nao constam muitas informacdes e relatos
sobre a utilizacdo da técnica de imuno-histoquimica no auxilio do diagndstico da Borreliose
aviaria. Embora, alguns autores tenham citado a importancia da técnica no estudo da interaco

antigeno-anticorpo que ocorre nos tecidos acometidos pela enfermidade.

Em uma pesquisa envolvendo pacientes humanos, Einsendle et al (2008), utilizou a
técnica de imuno-histoquimica para avaliar as evidéncias da infec¢do por B. burgdorferi em
lesGes esclerosas tegumentares. A técnica revelou indmeros microrganismos compativeis

morfologicamente como do género Borrelia nos tecidos analisados.

A B. anserina também pode ser detectada diretamente em tecidos de aves infectadas
por meio de técnicas de imuno-histoquimica (HANDBERG et al., 1999). A imuno-
histoquimica, uma ferramenta til para o diagnéstico da infeccdo por B.anserina, também
possibilita estudos sobre a patogénese da doenca. Atraves da técnica de imuno-histoquimica é
possivel investigar o tropismo tecidual, a relacdo entre as lesdes histopatoldgicas e a presenca
ou quantidade de espiroquetas no tecido e acompanhar a migracdo da bactéria durante a
infeccdo (MONEIM et al., 2009; BENYEDA et al.,2010).

Para que o diagnostico da Borreliose aviaria seja eficaz, é necessario associar 0s dados
do quadro clinico, das lesdes anatomopatoldgicas e da histopatologia com a identificagdo do
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agente etiolégico. A utilizacdo da imuno-histoquimica permite verificar se o agente etiol6gico
esta presente nas lesdes, sendo considerado um teste fundamental no diagndstico post-mortem
(NUNOYA etal., 1995; NUNOYA et al., 1997; YILMAZ et al., 2011)..

5. CONCLUSAO

1 As aves infectadas experimentalmente por B. anserina desenvolveram sintomatologia
clinica caracteristica da doenca e semelhante ao relatado na literatura. Os principais
sinais clinicos foram mucosas hipocoradas (principalmente de crista e barbela), penas

arrepiadas, prostracdo, fezes diarreicas e esverdeadas, estado de torpor e inapeténcia.

2 Este estudo permitiu a descricdo detalhada do curso da infecgdo por B.anserina em
aves domeésticas, evidenciando as suas fases clinicas caracteristicas (superaguda,

aguda e subaguda) e as alteragdes patoldgicas ocorridas em cada fase.

3. Alinteracdo de técnicas como a semiologia clinica, biologia molecular e histopatologia
no estudo da infeccdo, retratou mais fielmente o estado de salde das aves e contribui
para um tratamento mais adequado da enfermidade.

4. A reacdo nested-PCR mostrou-se eficiente e sensivel para a deteccdo do DNA de

B.anserina.

5 A infeccdo por B.anserina provocou alteraces macro e microscopicas de leves a
severas nos orgaos estudados, principalmente no figado, rins e baco, além da presenca
das espiroquetas em todos os tecidos avaliados na fase aguda da doenca. Essas

informagdes confirmam o seu carater septicémico.

6. A padronizagdo da técnica de imuno-histoquimica permitiu a visualizagcdo das
espiroquetas no tecido acometido, revelando a interagdo antigeno-anticorpo e

tornando-se mais uma ferramenta no apoio ao diagnostico.

7. O experimento evidenciou, na fase aguda, a presenca de inUmeras espiroquetas no

interior dos foliculos ovarianos, sugerindo um possivel acometimento da capacidade
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reprodutiva da ave e/ou prejuizos a qualidade do ovo, comprometendo a produgéo

animal.
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ANEXOS

Certificado de Guia de Transito dos animais (GTA), certificando a finalidade de engorda das
aves, procedéncia e a vacinagao dos pintos ainda com 1 dia de vida para Doenca de Marek e
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ANEXO 11

Certificado de monitoramento sanitério da granja para Salmonella spp e Mycoplasma spp nas

matrizes.

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO - MAPA
SUPERINTENDENCIA FEDERAL DA AGRICULTURA NO RIO GRANDE DO SUL

SERVICO SAUDE ANIMAL ~ SSA-RS

IT. 1
Valldade do Certificado: 88615 0 Jareiro de 2014.

CERTIFICAMOS que o(s) nticieo(s) abaixo(s) relacionado(s), do estabelecimento

avicola denominado Grania Aneu Miguel Cardoso, de propriedade de Anau Miguel
Cardoso, mkm-mmwmmsmm '
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ANEXO 111

Medicamentos utilizados no experimento

Medicamento

utilizado

Apresentacao

Via de

administracao

Composicéo

Depo-medrol ®

(Acetato de

metilpredinisolona

Thiopentax ®

(Tiopental sodico)

Frasco-ampola
com 2mL
(80mg)

Injetavel — pd, 1

g.

Intramuscular

Intravenosa

40 mg de Acetato de
metilpredinisolona  por  mL,
macrogol, cloreto de sodio,
cloreto de miristil-gama-picolinio

e 4gua para injecao.

Agua destilada, cloreto de sodio
0,9% ou glicose 5%
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ANEXO IV
Laudo de Necropsia e Histopatologico da ave que originou a infec¢do dos carrapatos

] UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANFEIRO
) INSTITUTO DE VETERINARIA )
; : DEPARTAMENTO DE EPIDEMIOLOGIA E SAUDE PUBLICA
Bﬁm e Janeiry

o s ANATOMIA PATOLOGICA

- LAUDO DE NECROPSIA E HISTOPATOLOGICO SAP 33313

ANIMAL: nito s aphen
ESPECIE: Ciathus starlies
RACA: il mtoenmindo
IDADE ol intormmdo
SENO: nAo mitorrado

PENAGEM: cdomfommmlo

MEDICO VETERINARIO: nito mfommixdo

PROPRIETARIO | aboratono de Doengas Parasitanas
PROCEDENCIA/ENDERECO: | aboratona de Doengas Purasitanas
DATA DE RECEBIMENTO A AMOSTRA: 01092016

HISTORICO:
Segunda informagio prestada pelo responsavel  “ave infectada expenmentalmente por Borrelia
ansening, A gve antes da eutanasio apresentava alguns esleriores respiratonos

DESCRICAO MACROSCOPICA:
Segundo desenigio feita pelo responsavel:

“Figado: hepatomegalia, congesto ¢ presenga de manchas esbranquigadas por toda a superficie do 6rgdo ™

“Bago: esplenomegalia, bago congesto ¢ fnidvel so corte.”

“Rins: aumento de tamanho ¢ hiperémico.
“Coraga0, SNC. infestinos, Bursa de Fabricius: sem alteragdes.”

“Pulmdo: sem alteragiio

histoldmen de rotina

DESCRICAO MICROSCOPISA:

eypessamento discreto da musculatura lisa, edema ¢ endotého de nucleo ovalado e vesiculado (reativo)

cosmofilico na tinica intima com infiltrado moderado de infocitos ¢ macrofagos (endoflebite)

quantidade

Pancreas, rim, intestino, pulm®o: sem alter aghes signficativas dignas de nota

Foi encaminhado ao SAP-UFRRJ, um recepiente contendo fragmentos de nm, bago, intestno,
pulmio, coragdo ¢ figado. As amostras foram clivadas, dentificadas ¢ encaminhadas para processamento

Bago: visuahza-se ircas multifocus (em foliculos linfoides) a focalmente extensas (polpa branca ¢ polpa
vermelha) de moderada » acenmada perda de arquitctura celular, caractenzadas por nucleos picnoticos ¢
detntos celulares (necrose) e acentuads deposigdo de material fibrilar ou amorfo ¢ espesso cosmofilico
(i) Observa-se moderada deplecdo difusa de polpa branca que € substituida por moderada proliferagdo
de macrdfagos. Nota-se nos seios espléncos moderada infiltraglo por macrdfagos. que, por vezes, contém
pigmento amorfo, granular ntracitoplasmatico  amarronzado  (hemossidenna)  Nota-se  arteriolas com

Figado: ha dreas aleatorias de perds moderada ds arquitetura tssular com nicleos picndticos ¢ detnitos
celulares (necrose), além de moderada a acentuada quantidade de material fibrilar eosinofilico (fibrina) em
s regides 113 ainda moderado infiltrado predonunantemente  penportal composte por linfocios e
macrofagos (em menor quantidade) Nota-se em uma veia de médio calibre deposi¢io de matenal Nbnlar

Co‘m;i.n: observa-se. no eprcdrdio, deposigio focalmente extensa moderada de matenial amorfo, fibnlar
cosinafilico (fibrina), -além de nfiltrado moderado de linfocsios ¢ macrofagos ¢ heterofilos em menor
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DIAGNOSTICO MORFOLOGICO:
Bacgo: esplenite fibrinoneerotica hinfo-plasmocitica ¢ histiogitica multifocal moderada. Deplegio difusa de

polpa branca com proliferagio de macrofagos
Figado: hepatite fibnnonecrotica aleatona e periportal linfo-histiocitica discreta & moderads, Endofichite

fibnnosa e linfo-histiocitica focal moderads
Coragio: epicardite fibrinosa In¥ocitica e histio-heicrofilica focalmennte extensa moderada

COMENTARIOS:
As lestes esplénicas sfio compativers com as enconlradas na infeccio expenmentalpor Borrelia anserina em

frangos (Nasn 2010)

Ticiana do N o Franga (“/ R
CRAMV- 13687-RJ
Residente em Patologia Animal

Vivian de Ass ;» Nogueira
Gabnela de Carvalho Cid

Profs, Anatomia Patologica s Sipppeipn
Doutoranda em Patologia Animal
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ANEXO V
Certificado de Aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA-IV-UFRRJ)

UFRRJ Comisséo de Etica no CF‘E

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria |/ A
CERTIFICADO

Certificamos que 3 proposta Intitulada *Imuno-histopatologia da Borraliose avidria em Gallus gallus (Linnaeus, 1758) ¢ Avalizcio
dos parametros blolégicos de Argas |Persicargas) miniatus (Acarl: Argasidael infectados por Borrelia anserina (Sakharoff, 1891)",
protocolada sob o CEUA n® 4886061115 1o cossa1), 50b 3 responsabilidade de Adivaldo Henrique da Fonseca ¢ equipe; Marcio
Barizon Cepeda; Matheus Dias Cordeiro; Paulo Cesar Magalhaes Matos; Jaqueline Rodrigues de Aimeida Valim; Michele 8ahia do
Vale Silva; Adililton Pacheco de Oliveira - que envolve & produgdo, manutencio efou utilizacio de animals pertencentes a0 filo
Chordata, subfilo Vertebrata {exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensing - esta de acordo com os preceitos da Lei
11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com 3s normas editadas pelo Conselho
Naclonal de Controle da Experimentacéo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animals da Instituto
de Veterinana da Universidade Federal Rurai do Rio de Janeiro (CEUA/UFRR)) na reunibo de 26/04/2017.

We certify that the propesal "Immuno-histopathoiogy of avian borreliosis in Gallus gallus (Linnaeus, 1758) and Evaluation of
biologicat parameters of Argas (Persicargas) miniatus (Acari: Argasidae) Infected with Borreliz anserina (Sakharoff, 1891)", utilizing
34 Birds (34 females), 1 Rabbits (1 females), protocol number CEUA 4886061115 o ooes7r, under the responsibility of Adivaldo
Henrique da Fonseca and team; Marclo Barizon Cepeda; Matheus Dias Cordeiro; Paulo Cesar Magalhdes Matos; jagueline
Rodrigues de Almeida Valim; Michele Bahia do Vale Silva; Adililton Pacheco de Qliveira - which Involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the ghylum Chordata, subphylum Vertebirata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October B, 2008, Decree 5899 of july 15, 2009, as well as with
the rules (ssued by the National Counci! for Cantrol of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Vaterinary Institute of Rural Federal University of Rio de janeiro (CELIAJUFRR]] in the meeting of
04/26/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigénela da Proposta: de 06/2017 a 04/2019 Area: Doengas Parasitdrias

Origem: Amimals provenientes de estabelecimentos comerciais

Espécie:  Aves sexo. Fémeas (dade: 7 a 17 semanas N 34
Linhagem: Caipira colonial Peso: l1alkg

Origem; Setor de Cunicultura da UFRR)

Espécie:  Coelhos sexo: Fémeas Idade: 3 admeses N1
Linhagem; New Zealana Peso: dabkg

Local do experimenta: O experimento ser reatizado no laboratdrio de Doengas Parasitarias do Departamento de Epidemiologia e
Satide Pablica - Instituto de Vetarindria da Universidade Federal Rural do Rlo de janeiro & no Laboratdrio de Histopatolegla, ambos
locallzados no Prédio de Sanidade Animal (convénio UFRR)/Embrapa), situado no municipio de Seropédica-Rj.

Seropédica, 29 de julho de 2019

Tokio B Scott Y ——

Prof. Dr. Fabio Barbeur Scott Caflos Alexandre Rey Matias
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Anlmalis Vice-Coordenador ¢a Comiss3o de Etica no Uso de Animais
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de  Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de
laneiro janeiro

DR 283, m 7 ( Compys ds UFRA] « Sempados - fo e jevers - CE; 23630000 - tel: 35 12} ) 7607-3051
Pordris de tanibmeets 20 5 3% may £ 3a 17H | emad: cousiadndn o
CEUA N 4888061115
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ANEXO VI
Parecer Consubstanciado da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-IV-UFRRJ):
Relatdrio Final.

UFRRJ Comisséo de Etica no CP'E

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria  [J ¢S A
Seropédica, 29 de julho de 2019

CEUA N 4BB6061115

limo(a). Sr(a).
Responsdvel: Adivaldo Henngue Da Fonseca
Area: Doencas Parasitarias

Titulo da proposta: *Imuno-histopatologia da Borreliose aviéria em Gallus gallus (Linnaeus, 1758) e Avaliaclo dos pardmetros
biotbgicos de Argas (Persicargas) miniatus (Acari: Argasidae) infectados por Borrelia anserina (Sakharoff, 1891)".

Parecer Consubstanciado da Comissho de Etica no Uso de Animais UFRR] (v ccoers)
A Comissao de Etica no Uso de Animais da Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, no cumprimento
das suas atribuigdes, analisou @ APROVOU o Relatorio Final (versdo de 21/junha/2019} da proposta acima referenciada.
Resumo apresentado pelo pesquisador "1, Os objetivos propostos foram todos cumpridos? Resp: Sim Os resultados obtidos
propiciaram a criagdo de novas atividades? Resp: Sim 2, O N amostral proposto inicialmente foi suficiente? Resp: Sim 3. Houve
perdas? se sim, quantas? Resp: Sim. Apenas 01 ave fol & 6bito 4. Ocorreu algum evento adverso durante a conducho das

atividades? Resp: Nao 5. As atividades foram gravadas e/ou transmitidas de alguma forma? Resp: Nao 6. Qual foi o nimero total de
alunos participantes? Resp: 06 alunos”.

Comentario da CEUA: " Recomendo a aprovaclo do relatdrio.”.

’{pho T Scot @\

Prof. Dr. Fabla Barbour Scott Carlos Alexandre Rey Matias
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissio de Etita no Uso de Animais
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de  Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro Janeiro

BR 465, km 7 ) Campus do UFRA] - Seropdédica « Ria e janeiry - CEP: 23850.000 - ted: 55 {215 2662-3051
Mardrio de stendimentn: 24 6% das B As 170 e~mal: ceusiv@ulim.be
CEUA N £588061115
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ANEXO VII

Artigo publicado na Revista Pesquisa Veterinaria Brasileira

Py Wt Bean W) R e, agontn 200
OO0 A0 1S90 /S0 1007 38X 20 L H00000 00

Alteragoes bioquimicas, anatémicas e histopatologicas em
figado de Gallus gallus Linnaeus, 1758 experimentalmente

infectados por Borrelia anserina Sakharoff, 1891 .

Marcio B, Cepeda®, Patricia B Cepeda’, Bruna A Badta’, Fabrivio N Gaudéncio',
Matheus D. Cordeiro?, Paulo €. Magalhaes-Matos’, Marilene F Brito®
e Adivaldo N, Fonseca®*

ABSTRACT.- (epeda MB, Cepeda PB. Badta BA, Gaudéncio EN, Cordero MDD,
Magalhaes-Matos PC. Brito M.E & Fonsces AL 2016, |Biochemical, anatomical and histo-
pathological changes in the liver of Gallus gallus Linuacus, 1758 experimentally infect-
ed by Borrelia anserine Sakhavoff, 1891,] Alteiagos bioguimicis, AnatOncas Cstopatn-
logicas em figado de Gallus gattus Linnaeus, 1758, experimentalmentse infe tados por Borrelio
ansering Sakharols, 1891, Pesquisa Veteringria Brasilerrg. J0(8):687-694. Depaitamenta de
Parasitulogix Animal, Instituto de Vetermaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janetro,
BR-465 Km 7, Seropedica, ®] 2:3890-000, Brazil. E-mall: adivaldofonseca@yahoo.com
Spirochetosis avian I8 a septicemic discase of acute course and cosmopolitan can allect

various avian species, caused by Rorrelia ensering and transmitted by Argas miniotus. The
experiment aimed to evaluate the biochemical, anatomical and histopathological changes
in the liver of Gallus gallus caused by experimental infectinn with B anserine. A total of 40
fowls of the species G. gullus were divided into four randomized groups of ten fowls each: G1
- inoculated with serum intected with B ansering; G2 - Inoculated with 0.9% saline; (3 - ex-
posed to nymphs of 3rd instar of 4. miniatus infected with B wasering; G4 - exposed ta ticks
nymphs of 3rd instar of A minfatus free of . anserina. The fowls of Groups 1 and 3 expressed
at 3 and 6 days post-inoculation (DAI) respectively, symptoms characteristic of the disease
as lack of appetite , welght loss , drowsiness, greenish diarrhea, pale mucous membranes
ruffled feathers and hyperthermia, ALT of group 1 levels were significantly higher only at
the 129 and 24° day after inveulation { DA1) rompared with its control group (group 2), and
in group 3 these levels remained high until the 209 DAl as compared with its control group
{(group 4}, AST enzyme Nuctuated litthe in the experimental groups, although elevations at
1720DA[ has been found (6 group 1 and 3. The liver of fowls in groups 1 and 3, presented at
necropsy moderate hepstumegaly, congestion, Lrregular surface and red culor W cyanotic.
If fotind even small whitish spots on the surface: The histopathology revealed congestion,
mononuclear mflammatoery infiltrates, fibrinold necrotic foci dilatation of sinusolds, angd va-
cuolatinn of hepatocytes, The Warthin-Starry staining revealed in the liver of fowls ingroups
1 and 3 the presence of spirochetes compatible with & ansering, often within blood vessels.

INDEX TERMS: Liver, Gullus gatlus, Barreha ansering, spiruchetosis, tick borne diseases. domestic

chicken, serum biochemistry, histopathology,

* Recehido em 23 de junho de 2015,
Aceita para publicsgdo em 23 de abnl de 2016,

¢ Laborotorio de Dooncas Parasitarius, Departanento de Epidemioiogia
e Satde Publica (DESP), Institutn de Yotesindela (1V), Universidade Fede
ranl Hural do Ric de faneieo (UFRRIY ), Soropédica, 1) 23890.000, Brasl. *Au-
tor para correspondincia; adivaldufonseci@yahon cuth

Y Laborstoric dv Biolisica Instituto de thologia, UFRKY, BR-465 Km 47,
Serupéalica, B) 23891000, Bl

Sator de Anatemia Pasokigica, DESP, I-UFRAJ, Seropédicn. 1] 23890
(KW, Rrast
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RESUMO.- A espiroguetose aviaria © uma entermidade
septicémica de curso agudo, cosmopolita, que acomete di-
versas espécies aviarias, causada por Roreeli gnsertng ¢
transmitida pelo carvapalo Argas netaris O experimerts
Lo teve coma objetivas avaliar as alteragées bioquimicas e
anatomo-Histopatologicas np ligado de Gallus gulivs, <o
sadas pela Inlecgad experimental por Hoansering Quarenta
aves da especie G galius foram divididay em quatro grupos
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