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Avian spirochaetosis is a cosmopolite acute septicemic disease of many avian species,
caused by Borrelia anserina Sakharoff, 1891. The present study assesses the estimate
of the hematological alterations of Gallus gallus domesticus experimentally infected with
B. anserina by vector Argas (Persicargas) miniatus. Twenty-seven fowls of the species
G. g. domesticus, 67 days old, were randomly allocated into three groups composed by
nine animals each. One group was exposed to B. anserina infected ticks (Group 1), other
one to ticks free of this agent (Group 2), and another group not exposed to ticks (Group
3). Blood smears of the fowls were taken daily, since the first day the fowls were exposed
to the ticks, up to the 25th day after exposure (DAE). Blood samples were collected three
days before exposure, and three, eight and 18 DAE, for hematologic tests. The examination
of Group 1 smears revealed large number of spirochaetes. Group 2 and 3 blood smears
were negative during the whole period under exam. In agreement with the hematological
evaluation results, the fowls exposed to infected ticks showed a normocytic normochromic
anemia in eight DAE, leucocytosis with heterophilia and monocytosis concomitant with
the spirochaetemia. We concluded that B. anserina infection determined on fowls of
Group 1 hematological alterations compatible with bacterial infection of moderate gravity,
developing to self-cure, in the experimental conditions established in this study.

INDEX TERMS: Borrelia anserina, Argas (Persicargas) miniatus, avian hematology, domestic
fowls, avian spirochaetosis.

RESUMO.- Borreliose aviaria € uma doencga septicémica
aguda, cosmopolita, que acomete diferentes espécies
aviarias, sendo causada por Borrelia anserina Sakharoff,
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1891. O objetivo do presente trabalho foi avaliar as alte-
racoes hematologicas em Gallus gallus domesticus ex-
perimentalmente infectados por B. anserina via vetor Argas
(Persicargas) miniatus. Um total de 27 aves da espécie
G. g. domesticus com 67 dias de vida, foram divididas em
trés grupos inteiramente casualizados contendo nove ani-
mais cada. Um grupo foi exposto a carrapatos infectados
por B. anserina (Grupo 1); outro a carrapatos livres deste
agente (Grupo 2); além de um grupo ndo exposto aos
carrapatos (Grupo 3). Realizaram-se esfregagos sangui-
neos diariamente, a partir do primeiro dia de exposicao
ao vetor, até 0 25° dia pos-exposicéo (DPE). Amostras de
sangue foram coletadas 3 dias antes da exposicao aos
carrapatos, e 3, 8 e 18 dias pds-exposi¢ao (DPE), para a
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realizacdo dos hemogramas. O exame dos esfregacos
das aves do Grupo 1 revelou grande numero de espiro-
quetas. Os esfregacgos sanguineos dos Grupos 2 e 3 man-
tiveram-se negativos durante todo o periodo experimen-
tal. De acordo com os resultados das avaliagdes hemato-
Iégicas, as aves do Grupo 1 apresentaram um quadro de
anemia normocitica normocrémica em oito DPE, além de
leucocitose com heterofilia € monocitose que cursaram
paralelamente ao periodo de espiroquetemia. Concluiu-
se que a infec¢do por B. anserina determinou nas aves
do Grupo 1 alteragées hematoldgicas compativeis com
uma infeccdo bacteriana de moderada gravidade, evolu-
indo para auto-cura, nas condi¢cdes experimentais
estabelecidas neste trabalho.

TERMOS DE INDEXACAO: Borrelia anserina, Argas (Persicar-
gas) miniatus, hematologia avidria, galinhas domésticas,
espiroquetose aviaria.

INTRODUCAO

Os hemoparasitos tém sido foco de diversos estudos em
aves em diferentes paises, o que se deve principalmente
aos prejuizos econdmicos por eles causados, além da
importancia do conhecimento das interacdes vetores-
agentes etioldgicos-hospedeiros. A borreliose aviaria é
uma doenca de importancia econdmica para producéo de
aves, particularmente no sistema organico, por causar
morbidade e alta mortalidade nos animais jovens.

Borrelia anserina Sakharoff, 1891 é o agente etiol6gi-
co da borreliose aviaria, uma doenca septicémica aguda
que acomete diversas espécies de aves (Garg & Gautam
1971). Os vetores sdo carrapatos do género Argas
(DaMassa & Adler 1979). Este espiroquetideo foi descrito
por Sakharoff (1891) que estudava septicemia em gan-
s0s no Caucasus. Marchoux & Salimbeni (1903) foram os
primeiros a relatar no Brasil, um surto natural em gali-
nhas.

A enfermidade se manifesta por hipertermia e polidipsia
inicial, sonoléncia, inapeténcia, diarréia verde-escura,
evoluindo para cianose com hipotermia, podendo ocorrer
transtornos paraliticos e morte. Diversos autores relata-
ram a ocorréncia de anemia nas aves infectadas por B.
anserina (Hutyra et al. 1947, Shommein & Khogali 1974,
Bandopadhyay & Vegad 1983). Porém, ndo ha estudo dos
parametros hematoldgicos das aves acompanhando a
evolucado da infeccao, quando transmitida pelo seu vetor
natural Argas (Persicargas) miniatus.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar as altera-
coes hematoldgicas em Gallus gallus domesticus infecta-
dos experimentalmente por B. anserina via vetor A.
miniatus.

MATERIAL E METODOS

A cepa de Borrelia anserina utilizada foi isolada a partir de Argas
miniatus naturalmente infectados coletados de um pequeno
grupo de galinhas da area rural do municipio de Pedro Leopoldo,
estado de Minas Gerais, Brasil. Esta cepa, identificada

Pesq. Vet. Bras. 28(10):527-532, outubro 2008

geneticamente como B. anserina e chamada de cepa PL (Ataliba
et al. 2007), foi mantida em nitrogénio liquido (-196°C),
criopreservada em soro de galinha infectado experimentalmente
utilizando-se DMSO a 10% como criopreservante (Labruna et
al. 1999), no Laboratério de Doencas Parasitarias do
Departamento de Epidemiologia e Saude Publica, Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ)/Projeto Sanidade Animal - Embrapa.

Foram utilizados carrapatos identificados como da espécie
A. miniatus Koch, 1844 (Magalhaes 1979), provenientes de
criagOes rusticas de Gallus gallus domesticus, no municipio de
Trés Rios, RJ e no bairro de Santa Cruz, RJ, mantidos em estufa
do tipo B.O.D. em temperatura de 27 + 1°C e umidade relativa
de 80%.

Para a obtengéo dos carrapatos infectados, foi utilizada uma
ave adulta que apresentou inicialmente, esfregago sanguineo
negativo para presencga de hemoparasitos. Posteriormente esta
ave foi imunossuprimida por meio de administragao via intra-
muscular, em dose Unica, de 30mg/kg de acetato de metilpred-
nisolona (Depo, Medrol®) (Souza 1998). No dia seguinte esta
ave recebeu o indculo de 0,5ml de soro infectado, ja submetido
a uma passagem. Este soro quando observado em microsco-
pia de campo escuro apresentou “++” de viabilidade de acordo
com a classificagéo de Dhawedkar & Dhanesar (1983). No quar-
to dia ap6s a inoculagéo, a ave apresentou pico de espiroque-
temia com incontaveis espiroquetas em 50 campos observa-
dos, os carrapatos foram entao colocados para se alimentar
até completo ingurgitamento. O liquido coxal destes carrapatos
foi analisado através de microscopia de campo escuro, tendo
sido detectada a presenca de espiroquetas.

Foram utilizadas 27 aves da espécie G. g. domesticus,
linhagem comercial “Isa Brown” para postura, adquiridas no
comércio local. As aves foram mantidas dentro de gaiolas
suspensas, dispostas homogéneamente em ambiente telado e
ventilado em um galpao; sendo alimentadas com agua ad libitum
e ragao elaborada com suplemento mineral-vitaminico isento
de coccidiostatico e sem promotor de crescimento.

As aves foram divididas em trés grupos inteiramente
casualizados contendo nove animais cada, sendo o Grupo 3, 0
controle. As aves dos Grupos 1 e 2 foram expostas a A. miniatus
infectados com B. anserina e a A miniatus livres de B. anserina,
respectivamente. Dois casais de carrapatos foram colocados
para se alimentarem na face interna das asas até ingurgitamento
completo em cada ave. O grupo controle nao foi exposto aos
carrapatos.

Realizaram-se esfregagos sangiiineos das aves, diariamen-
te, a partir do primeiro dia em que as aves do Grupo 1 e do
Grupo 2 foram expostas aos carrapatos até o 25° dia apds a
exposicao (DPE), para o acompanhamento da evolugcao da
espiroquetemia. Foram observados 50 campos por esfregaco
sanguineo em microscopio Optico (Leitz Wetzalar, Dialux 20
EB) com objetiva de 100x. Quando uma lamina se apresentava
positiva, calculava-se o niumero médio por campo (Shommein
& Khogali 1974).

No 64° dia de idade, trés dias antes da exposicao aos
carrapatos, foram coletadas amostras de sangue de cada ave,
por meio de venopuncéao basilica (veia alar), usando-se
anticoagulante EDTA, na propor¢ao de 50uL para 2,0-3,0ml de
sangue. Este primeiro hemograma foi utilizado como valor
padrao normal para controle dos grupos. Uma segunda amostra
foi coletada trés dias apos a exposicao (DPE) das aves dos
Grupos 1 e 2 aos carrapatos infectados e livres de B. anserina,
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respectivamente (aves com 70 dias de idade); uma terceira
amostragem em oito DPE (aves com 75 dias de idade); e uma
ultima e quarta amostragem em dezoito DPE (aves com 85 dias
de idade). Apds as coletas, as amostras contidas nas seringas
foram acondicionadas e transportadas em isopor contendo gelo
reciclavel e encaminhadas ao Laboratério de Patologia Clinica,
do Instituto de Veterinaria da UFRRJ, para serem analisadas.

As amostras de sangue foram transferidas para tubos de
plastico, para serem realizadas as seguintes provas hematolo-
gicas: determinagdo do volume globular (VG) efetuado através
do método do micro-hematdcrito segundo metodologia descri-
ta por Jain (1986); concentracéo de proteinas plasmaticas to-
tais (PPT) (g/dl) e do fibrinogénio determinados por meio do
método de refratometria (Coles 1984); concentracdo de
hemoglobina, através do método de oxi-hemoglobina (Coles
1984); contagens de eritrécitos, leucdcitos totais e trombdcitos
realizadas em hemocitdmetro, utilizando-se a solu¢do de Natt
& Herrick (1951). Por meio de férmulas padronizadas foram
calculados os seguintes indices de Wintrobe (1933): volume
globular médio (VGM) e concentragao de hemoglobina globular
média (CHGM).

A contagem de leucdcitos e plaquetas foi realizada na
diluicdo de 1/20 e a contagem de eritrocitos na diluicéo de 1/
200. Foram contados os leucdcitos e plaquetas do quadrante
1mm?3 central (25 subdivisdes do reticulo melhorado da cdmara
de Neubauer) e; os eritrécitos foram contados neste mesmo
quadrante em 1/5 de mm? (cinco subdivisdes do reticulo
melhorado central da camara de Neubauer). Os respectivos
fatores de correcéo para as contagens totais de leucécitos e
plaguetas e de eritrécitos foram o nimero de células contadas
vezes 200 e 10.000, respectivamente; considerando-se area,
altura da camara e diluigéo.

A contagem diferencial leucocitaria foi realizada por meio
de esfregagos sangiineos corados pelo Giemsa para determi-
nacao dos valores relativos e posteriormente dos valores abso-
lutos de linfécitos, heterdéfilos, mondcitos e basdfilos.

Foram utilizados controles internos dentro do grupo
experimental e do préprio individuo, os quais foram submetidos
as mesmas condi¢des experimentais.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em
parcelas subdivididas, com trés tratamentos na parcela e quatro
avaliagbes em diferentes épocas nas subparcelas, com nove
repeticoes por tratamento. Para analise quantitativa dos
diferentes parametros estudados, foi utilizada a analise de
variancia (ANOVA) com grau de significancia a 5% (p<0,05),
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utilizando o software R (Development Core Team 2005). Os
graficos foram construidos no programa computacional Sigma
Plot® (Charland 1995).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O exame dos esfregacgos sanglineos das aves do Grupo
1 revelou grande numero de espiroquetas sendo obser-
vadas também manifestag¢des clinicas, tais como penas
arrepiadas, crista palida, sonoléncia, inapeténcia, perda
de peso e diarréia esverdeada. Os esfregacos sangline-
os das aves do Grupo 2 e do Grupo 3 mantiveram-se ne-
gativos durante todo o periodo experimental e nao foram
observadas alteracdes clinicas. Os valores obtidos nas
analises hematoldgicas do Grupo 1, no oitavo DPE estao
apresentados nos Quadros 1 e 2.

Os valores hematoldgicos dos Grupos 2 e 3 apresen-
taram-se proximos durante todo o experimento nao dife-
rindo significativamente na maior parte das analises
efetuadas (Fig.1a-c). Esta diferenca observada é ineren-
te ao erro esperado na execugdo da técnica.

No pico de espiroquetemia ocorrido no oitavo DPE, os
valores hematoldgicos do grupo 1 apresentaram decrésci-
mo significativo em relagao aos demais grupos. No 18° DPE,
estes valores apresentaram um aumento tendendo a se
normalizarem, e a partir do 13° DPE houve melhora clini-
ca, as aves retornaram a se alimentar normalmente, e as
espiroquetas nao foram mais encontradas nos esfregacos.

Shommein & Khogali (1974) relataram a ocorréncia
de marcante diminuicdo do numero de eritrdcitos e da
concentracao de hemoglobina no sangue de aves
parasitadas por B. anserina. O mesmo fendmeno foi ob-
servado no presente estudo.

Bandopadhyay & Vegad (1983), relataram que a ane-
mia apresentada no quadro clinico da borreliose aviaria
pode ser causada pela destruicdo de eritrocitos ou por
diminuicdo da produgéo, que sdo 0s mesmos mecanis-
mos que ocorrem em mamiferos. Segundo Hutyra et al.
(1947), essa diminuigao da producao de eritrdcitos ocor-
re devido a multiplicacao inicial das espiroquetas no figa-
do, baco e medula dssea e a causa da destruicao se atri-
bui, provavelmente a substancias toéxicas.

Quadro 1. Variaveis observadas no hemograma de Gallus gallus domesticus. Grupo 1 [aves expostas a
Argas (Persicargas) miniatus infectados com Borrelia anserina], Grupo 2 (aves expostas a A. miniatus livres
de B. anserina) e Grupo 3 (aves nao expostas aos carrapatos), oito dias pos-exposi¢ao aos carrapatos

Variaveis Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Inf* Sup** Média*** Inf* Sup** Média*** Inf* Sup** Média***
Eritrécitos (x 108/L) 1,2 2,1 1,8+0,3 a 1,8 2,6 2,2+0,3 b 1,8 3,7 2,3+0,6 b
VG (%) 20,0 31 26,0+3,4 a 29,0 40,0 31,0£3,5b 26,0 37,0 29,0£3,4 b
VGM (fl) 126,32 166,67 145,29+15,6 a 119,23 161,11 144,77+12,7a 75,68 176,19 135,51+31,2a
CHGM (%) 23,21 30,83 26,87+2,6 a 24,50 29,67 28,03+x1,5a 22,70 32,59 29,06+3,1 a
Hemoglobina (g/dL) 5,1 8,2 7,0£0,9 a 8,0 9,8 8,7+0,6 b 7,6 9,0 8,4+0,5 b
Trombdcitos (x 105/iL) 24,6 44.4 36,0+6,7a 40,2 62,8 48,659 b 32,0 51,8 42,2+8,4 a,b
PPT (g/dL) 3,8 5,8 4,7+0,6 a 3,0 52 3,8£0,7 b 3,2 4,0 3,7+0,3 b
Fibrinogénio 200 800 444+194,4 a 200 600 356+166,7 a 200 600 333+141,4 a

* Limite inferior, ** Limite superior, *** Valores de média + desvio padrao (n=9).
Nas linhas, letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) entre médias.
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Quadro 2. Variaveis observadas no leucograma de Gallus gallus domesticus. Grupo 1 [aves expostas a Argas
(Persicargas) miniatus infectados com Borrelia anserina), Grupo 2 [aves expostas a A. miniatus livres de B.
anserina) e Grupo 3 [aves nao expostas aos carrapatos], oito dias pés-exposicao aos carrapatos

Variaveis Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Inf* Sup** Média*** Inf* Sup** Média*** Inf* Sup** Média***
Leucécitos 18,60 49,80 34,31x85a 8,80 24,00 16,64+4,7b 14,00 33,00 22,16+6,2b
Linfocitos 4,09 26,27 12,48+6,4 a 5,81 12,42  9,33+2,2 a 504 17,88 11,15x4,3 a
Heterdfilos imaturos 0,00 0,00 0,00+0,0 a 0,00 0,00 0,00+0,0 a 0,00 0,00 0,00+0,0 a
Heterdfilos maduros 5,97 29,88 14,53+7,5a 1,85 1224 492+32Db 2,12 13,5 6,79+3,5 b
Mondcitos 2,95 11,02 7,22+2,7 a 0,50 5,28 2,36x1,5b 1,5 5,94 3,05£1,5b
Eosinofilos 0,00 0,39 0,08+0,2 a 0,00 0,22 0,04+0,1 a 0,00 0,25 0,06+0,1 a
Basofilos 0,00 0,00 0,00+0,0 a 0,00 0,00 0,00+0,0 a 0,00 0,00 0,00+0,0 a
H/L 0,22 2,73 1,50+0,95 a 0,32 1,38 0,66+0,38 b 0,26 1,89 0,57+0,51 b

* Limite inferior, ** Limite superior, *** Valores de média + desvio padrao (n=9).
Nas linhas, letras diferentes indicam diferencga significativa (p<0,05) entre médias.
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Fig.1. Alteragbes observadas no volume globular (A), contagem de eritrécitos (B), valores de concentragéo
de hemoglobina (C), contagens de trombdcitos (D) e nas dosagens de proteinas plasmaticas totais (E)
de Gallus gallus domesticus. Grupo 1 (aves expostas a Argas (P.) miniatus infectados com Borrelia
anserina), Grupo 2 (aves expostas a A. (P.) miniatus livres de B. anserina) e Grupo 3 (aves nao expostas
aos carrapatos), 6, 11 e 21 dias apds o primeiro hemograma. Barras verticais indicam o desvio padrao
em referéncia as médias. A seta indica 0 momento da exposicao dos Grupos 1 e 2 aos carrapatos.
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Fig.2. Alteragbes observadas nas contagens de leucdcitos (A), heterdfilos maduros (B), mondcitos
(C), linfdcitos (D) e nas relagdes heterdfilo/linfocito (E) de Gallus gallus domesticus. Grupo 1
(aves expostas a Argas (P.) miniatus infectados com Borrelia anserina), Grupo 2 (aves ex-
postas a A. (P.) miniatus livres de B. anserina) e Grupo 3 (aves nao expostas aos carrapatos),
6, 11 e 21 dias apds o primeiro hemograma. Barras verticais indicam o desvio padrdao em
referéncia as médias. A seta indica o momento da exposicéo dos Grupos 1 e 2 aos carrapatos.

De acordo com os indices de Wintrobe (1933) analisa-
dos (VGM e CHGM), as aves do Grupo 1 apresentaram
um quadro de anemia normocitica normocrémica.

No presente estudo foi observada, também, no Grupo
1, alteragédo na consisténcia do sangue, que se tornou
aquosa a partir do 5° DPE. Embora inespecifica, esta al-
teracao fornece ao clinico evidéncias imediatas de anor-
malidade, neste caso, possivelmente, relacionada ao pro-
cesso anémico desenvolvido. Nao foram encontrados re-
gistros deste fendmeno na literatura relacionado a infec-
¢cao por B. anserina. Nos Grupos 2 e 3, a consisténcia
sanguinea se manteve normal até o final do experimento.

A contagem de trombdcitos (Fig.1d) diferiu significati-
vamente entre os grupos. Essa oscilagao foi mais evidente

no Grupo 1, de 8-18 DPE, quando ocorreu aumento na
producao de trombdcitos acompanhado pelo VG e eritrdci-
tos, caracterizando resposta medular. O aumento nos pa-
rAmetros hematoldgicos pode estar relacionado ao inicio
da melhora clinica em decorréncia da diminuicao da espi-
roquetemia. Os Grupos 2 e 3, mesmo variando entre si,
apresentaram uma tendéncia semelhante de diminuicdo.
Ocorreu um aumento significativo no valor de protei-
nas plasmaticas totais do Grupo 1 no hemograma do oi-
tavo DPE (Fig.1e), em funcédo da diarréia apresentada
pelas aves, ocasionando perda de liquido plasmatico e,
consequentemente, hemoconcentracao. A hiperproteine-
mia observada esta associada a desidratacdo e a perda
de peso durante o pico de espiroquetemia. Esta, prova-
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velmente, gerou resposta imune levando a hiperglobuli-
nemia, a qual poderia ser confirmada através da realiza-
cao de estudos para elucidar quais as fragdes protéicas
gerais e especificas foram alteradas.

Leucocitose significativa foi observada no Grupo 1, no
periodo de 8-18 DPE (Fig.2a), indicando uma resposta a
infeccéo. Na contagem diferencial de leucdcitos do Grupo
1, os heterdfilos predominaram nas fases iniciais do proces-
so inflamatério (Fig.2b). Estas alteragbes acompanharam
paralelamente as mudancas na leucometria global, ja que,
durante a inflamagéo aguda em galinhas, o desenvolvimen-
to de leucocitose € devido a heterofilia (Jain 1986). Outro
fator que favorece a leucocitose durante o pico de espiro-
quetemia é a desidratagé@o que provoca hemoconcentragao.

No experimento foi observada discreta monocitose em
todos os grupos quando comparado aos valores de nor-
malidade descritos por Jain (1986). Entretanto, como o gru-
po controle também apresentou monocitose, estes foram
considerados dentro da normalidade para o grupo experi-
mental estudado. A monocitose ocorrida de 8-18 DPE (Fig.
2c) sugere uma demanda maior de células do sistema
mononuclear fagocitario (SMF) indiretamente em decorrén-
cia de esplenomegalia, conforme descrito por Boero (1967),
Bier (1985), Cooper & Bickford (1993); que pode estar as-
sociada a estimulagéo antigénica parasitaria. Os achados
de Bandopadhyay & Vegad (1983) sugerem que a esple-
nomegalia é causada por uma reacao inflamatdria envol-
vendo uma resposta exagerada de macréfagos, hiperpla-
sia dos drgaos do SMF, eritrofagocitose e hemossiderose.

No presente trabalho, a heterofilia e a monocitose ti-
veram correlacdes significativas e positivas com a leuco-
citose, enquanto a linfopenia ocorrida durante o periodo
de paténcia (Fig.2d), teve correlagédo negativa, sem apre-
sentar diferengas estatisticas significativas, provavelmente
devido ao aumento relativo de heterdfilos. Apds este peri-
odo ocorreu uma linfocitose.

O aumento da relacao H/L no Grupo 1, demonstrado
na Fig.2e, ocorreu como resultado de uma marcada
heterofilia e uma pequena diminuicao dos valores de
linfécitos sem diferir do grupo controle. Em 18 DPE ocor-
reu uma diminui¢do nos valores médios da relacédo H/L
do Grupo 1 em decorréncia da linfocitose, que segundo
Jain (1986), possui uma correlacao negativa com esta
taxa. O aumento da relagao H/L teve uma correlagao sig-
nificativa e positiva com a leucocitose, heterofilia,
monocitose e com o0 aumento das proteinas plasmaticas.
Vale ressaltar que a desidratagéo ocorrida no periodo
colabora com a hiperproteinemia.

O perfil do leucograma apresentado neste estudo cor-
robora com o descrito por Boero (1967).

CONCLUSAO

A transmissao experimental de Borrelia anserina por Argus
miniatus em Gallus gallus domesticus determinou altera-
¢Oes clinicas e hematoldgicas compativeis com uma in-
feccdo bacteriana de média gravidade, evoluindo para
auto-cura, nas condicdes estabelecidas neste trabalho.
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