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Enterite necrética aviaria

Avian necrotic enteritis

Jodo Rodrigo Gil de los Santos' Fabricio Rochedo Conceicéo"
Carlos Gil-Turnes!"

-REVISAO BIBLIOGRAFICA -

RESUMO

A Enterite Necroética Aviaria (ENA) é uma
enterotoxemia aguda que aparece subitamente e provoca morte
répida, afetando principalmente animais jovens. Embora seu
impacto negativo na producdo, devido ao aumento da
conversdo alimentar e da condenagdo de carcacas seja ja
conhecido, questdes relacionadas a etiologia, a patogenia e
ao controle desta importante enfermidade necessitam de
maiores esclarecimentos. Nos dltimos anos, o controle da ENA
baseou-se na aplicacdo de antibiéticos na racdo animal,
pratica banida pelo mercado consumidor, que exigiu o
desenvolvimento de novas estratégias de controle. Esta revisao
aborda informacdes sobre a etiologia, a epizootiologia, a
patogenia, o diagndstico e o controle da doenca, em especial
a utilizagdo de probitticos e vacinas como alternativas de
controle da ENA.

Palavras-chave: Enterite Necrotica Aviaria, Clostridium
perfringens A, probiéticos, vacinas.

ABSTRACT

Avian Necrotic Enteritis is an acute enterotoxaemia
that appears suddenly producing rapid deaths, affecting mainly
young animals. Although its negative impact in poultry
production is already known, factors related to etiology,
pathogenesis and control of this important disease need better
clarifications. For a long time its control was based on the use
of antibiotics in poultry feed, whose the use was banned by
several consumer markets, requiring the development of new
control strategies. Informations on the etiology, epizootiology,
pathogenesis, diagnosis and control are reviewed, emphasizing
the role of probiotics and vaccines as control alternatives.

Key words: Avian Necrotic Enteritis, Clostridium perfringens
A, probiotics, vaccines.

INTRODUCAO

No primeiro trimestre de 2007, a carne de
frango ocupou o primeiro lugar na producdo animal no
Brasil. Nesse periodo, foi abatido 1 bilh&o de frangos,
representando mais de 2 milhdes de toneladas de
carcacas, sendo comercializadas no mercado externo
697,2 mil toneladas, com um aumento de 14,3% em
relacdo ao mesmo periodo de 2006 (IBGE, 2007).

Parte dos altos indices de produtividade do
setor avicola foi obtida com a utilizagao de antibioticos
na racao animal. Porém, o marcado incremento da
resisténcia bacteriana, incluindo o Clostridium
perfringens (JOHANSSON et al., 2004; MARTEL et
al., 2004), a grande maioria dos antibidticos foi
relacionado a seu uso indiscriminado como promotores
de crescimento. Além disso, C. perfringens oriundo de
frangos de corte também pode ser transmitido a
humanos por meio da cadeia alimentar (VAN
IMMERSEEL et al., 2004), como foi comprovado por
SINGH et al. (2005), que isolaram a bactéria de 70,4%
de amostras de carne de frango obtidas em lojas de
varejo na India. Esses fatos, entre outros, levaram a
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Unido Européia a banir, a partir de 2006, o uso de
antibiéticos como promotores de crescimento nas
racBes animais (COUNCIL OF EUROPEAN UNION,
2003), comprometendo a eficiéncia dos sistemas
intensivos de producdo animal, sustentada em grande
parte na utilizacdo de antibi6ticos como promotores de
crescimento ou como preventivos de doengas
infecciosas. Uma das doencas mais afetadas por essa
medida é a Enterite Necrética Aviaria (ENA)
(KALDHUSDAL & LOVLAND, 2002), um problema
freqiente (HOFACRE et al., 1998) e economicamente
importante (ENGSTROM etal., 2003) em varios paises.

A ENA ¢é uma enterotoxemia aguda, que se
apresenta em forma clinica ou subclinica (VAN
IMMERSEEL etal., 2004), causada por C. perfringens
A e C. Caracteriza-se por lesBes ulcerativas e necrose
confluente da mucosa do intestino delgado e debilidade
gue se apresenta rapidamente. Afeta principalmente
animais jovens, entre duas e cinco semanas de idade,
aparecendo subitamente, geralmente associada a
imunossupressdo, provocando morte rapida com
elevada prevaléncia (SCHOCKEN-ITURRINO & ISHI,
2000). Embora os casos de ENA ndo sejam reportados
as autoridades sanitarias, é conhecido seu impacto
negativo na produgdo avicola. Estimou-se que nos
Estados Unidos o custo dessa doenga foi de mais de
U$ 0.05 por animal (VAN DER SLUIS, 2000), podendo
provocar prejuizos de até 33% na produgao,
principalmente devido ao aumento da conversdo
alimentar, a redugdo do peso vivo e ao aumento na
condenacdo de carcacas devido a colangio-hepatite
(LOVLAND & KALDHUSDAL, 2001).

O controle e a prevengdo da doenga foram
baseados durante as Ultimas décadas na administragao
de antibidticos na ragdo, pratica comum e necessaria
para manter e melhorar os indices de produtividade e
competitividade.

Etiologia

A ENA ¢é causada pelo C. perfringens,
bactéria Gram positiva, anaerobia, esporulada e
toxigénica. C. perfringens é classificado em cinco
sorotipos em funcéo das toxinas maiores (HATHEWAY,
1990; PETIT et al., 1999). Os sorotipos Ae C, produtores
de toxina o. e o. e B, respectivamente, sdo considerados
0s agentes causadores da doenca (BABA et al., 1997;
LOVLAND & KALDHUSDAL, 2001), embora a
participacdo de ambos ainda ndo seja totalmente
esclarecida. ENGSTROM et al. (2003) detectaram por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) unicamente o
gene codificador da toxina a (cpa) em 53 isolados
oriundos de intestino e figado de frangos na Suécia,
indicando que todos eles pertenciam ao sorotipo A.

NAUERBY etal. (2003) encontraram 0 mesmo resultado
em 279 isolados de frangos de corte de 25 granjas da
Dinamarca, assim como JOHANSSON et al. (2004)
em isolados de frangos de corte, galinhas poedeiras
e perus, de granjas da Suécia e Dinamarca, utilizando
testes bioquimicos e PCR multiplex. HEIKINHEIMO
& KORKEALA (2005) analisaram por PCR multiplex
118 isolados de conteldo intestinal de frangos de
corte e encontraram que todos possuiam o cpa, mas
ndo os genes codificadores das toxinas B (cpb), €
(etx), i (iA) e enterotoxina (cpe), que caracterizam os
outros sorotipos de C. perfringens, indicando que
todos os isolados pertenciam ao sorotipo A.
Resultados semelhantes foram encontrados por
GHOLAMIANDEKHORDI et al. (2006), sugerindo que
0 agente causador da ENA € o C. perfringens sorotipo
A.

Epizootiologia

C. perfringens é um patdgeno oportunista
(FIORENTIN, 2006) presente no intestino das aves e
no ambiente, inclusive nadgua (SARTORI etal., 2006).
Coloniza o animal nos primeiros dias de vida e causa
doenca principalmente em animais de duas a cinco
semanas de idade. Coccidiose tem sido considerada
como um importante fator predisponente da ENA (VAN
IMMERSEEL et al., 2004). CRAVEN et al. (2001a)
encontraram as maiores concentragdes da bactéria em
fezes de animais com duas e quatro semanas de vida,
decaindo na sexta semana e o isolaram, em trabalho
subsequiente, de paredes de aviarios, ventiladores,
comedouros, bebedouros, armadilhas para insetos e
botas de operadores, com maior freqiiéncia na primavera
e no verdo, demonstrando que a estrutura do aviario e
Seus equipamentos, assim como o incubatério, podem
ser fontes de infeccdo de C. perfringens para aves
(CRAVEN etal., 2001b).

Fatores ambientais, tais como qualidade da
cama, densidade populacional e local de criag&o, tém
grande importancia na multiplicagdo da bactéria e,
consequentemente, sdo considerados fatores de risco
para a ENA. OMEIRA et al. (2006) avaliaram as
caracteristicas microbioldgicas de camas em diferentes
sistemas de producdo e observaram que poedeiras
(0,25m?ave™) e frangos de corte (0,1m?ave) em sistema
intensivo apresentaram concentracdes menores de
C. perfringens que cria¢es ndo-confinadas (0,33m?
ave?), sugerindo que animais em contato com o solo
ingerem maior nimero de esporos da bactéria que
animais criados exclusivamente sobre cama em ambiente
controlado. McDEVITT et al. (2006) relacionaram o
aumento da incidéncia de ENA a maior densidade
animal, devido ao aumento da concentracao de esporos
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na cama, associado a sua baixa qualidade (umidade e
altos niveis de compostos nitrogenados), além do risco
de dispersédo por contato direto ou aerossol.

Ingredientes da racdo também foram
relacionados a doenca (DEKICH, 1998).
KALDHUSDAL & SKJERVE (1996) comunicaram que
o milho atuou como fator de protecéo e cevada e trigo,
como fatores de risco para a doenga. Observacdes
semelhantes foram feitas por ANNETT et al. (2002), ao
comprovarem in vitro que as concentragdes da bactéria
em meio tioglicolato contendo sobrenadantes néo
digeridos de cevada e trigo foram maiores que com
milho, sugerindo que racGes a base de cevada e trigo
estimulariam a multiplicacéo do C. perfringens no trato
gastrintestinal das aves.

A concentracdo e as caracteristicas das
proteinas das ragfes também foram consideradas
fatores predisponentes da ENA. DREW et al. (2004)
comprovaram aumento da concentragcdo de C.
perfringens A no ileo e ceco de galinhas quando a
concentracdo de proteina crua de farinha de peixe foi
incrementada de 230 para 400g kg, ndo ocorrendo o
mesmo em animais alimentados com racao a base de
proteina de soja, sugerindo que tanto o nivel de proteina
crua quanto a fonte protéica utilizados na composi¢édo
de ra¢des afetam a multiplicagéo de C. perfringens no
intestino. DAHIYA et al. (2005) relacionaram os efeitos
das concentracdes de glicina na ragdo sobre a
populacdo de C. perfringens no intestino e as lesdes
de ENA em frangos de 28 dias de idade desafiados com
0 microrganismo, constatando que as maiores
concentragdes da bactéria no ceco foram obtidas com
racBes contendo de 3,3 a 3,9%, e que as lesdes
intestinais variavam de grau zero a quatro nos grupos
que receberam 3 e 4% de glicina.

Insetos também poderiam veicular o agente.
DHILLON etal. (2004) reportaram um surto de ENA em
galinhas poedeiras de uma granja recém-construida.
Eles constataram a presenca de moscas no contetido
do papo dos animais mortos e nos comedouros e
isolaram C. perfringens de macerados de moscas
capturadas nos galpdes afetados. Os autores sugerem
que o surto foi conseqiiéncia da ingestdo do C.
perfringens presente nas moscas ou suas secregdes,
considerando esses insetos vetores mecanicos na
transmissdo da bactéria. VITTORI etal. (2007) isolaram
C. perfringens de 100% de 40 amostras de besouros
adultos Alphitobius diaperinus (“Cascudinho”)
capturados em granjas avicolas industriais de
Descalvado e Sertdozinho, SP, Brasil, sugerindo que o
Cascudinho pode ser um vetor potencial da veiculagdo
do C. perfringens.

Patogenia
A ENA é causada pela acdo de toxinas
produzidas quando, em condic¢des favoraveis, ha rapida

multiplicacdo de C. perfringens no intestino delgado
(SCHOCKEN-ITURRINO & ISHI, 2000; THOMPSON
et al., 2006). As lesBes caracteristicas da ENA sdo
produzidas pela toxina oo (WILLIAMS, 2005), a qual
vem sendo associada com a doenca (TITBALL et al.,
1999), sendo considerada o principal fator de
patogenicidade da bactéria (DAHIYA et al., 2006;
KEYBURN et al., 2006; THOMPSON et al., 2006). A
toxina, que destrdi a membrana celular de enterécitos
devido a sua propriedade de fosfolipase C (STERNE &
BATTY, 1975), ¢ uma metalofosfolipase que possui dois
dominios, o C-terminal, que penetra na membrana
celular sendo responsavel pela fixagdo da proteina na
célula, e o N-terminal, que desempenha a funcéo
enzimaética propriamente dita e hidrolisa os fosfolipidios
das membranas celulares separando as por¢des polar
e apolar, formando di-acil-glicerol e acido fosfatidico,
provocando a lise da membrana celular (SAKURAL et
al., 2004).

HOFSHAGEN & STENWIG (1992)
demonstraram que C. perfringens isolados de casos
de ENA produziram titulos maiores de toxina o que
cepas isoladas de animais sadios. Refor¢cando o
conceito de que esta toxina é o principal fator de
patogenicidade na ENA, HEIER et al. (2001) observaram
que lotes de frangos de corte com altos titulos de
anticorpos maternos anti-toxina o apresentaram
menores indices de mortalidade que animais com baixos
titulos. Entretanto, a participacdo da toxina o. de C.
perfringens na patogénese foi questionada por
KEYBURN etal. (2006), que desafiaram frangos de corte
com bactérias cujos genes de toxina o. foram deletados,
observando que as lesdes eram similares as produzidas
pela bactéria selvagem.

KULKARNI et al. (2006), procurando
identificar antigenos exclusivos a cepas patogénicas
de C. perfringens envolvidos na patogénese,
identificaram anticorpos contra seis proteinas (uma de
190 kDa; Piruvato-ferridoxina-oxidoredutase; Fator G;
Perfringolisina O; Gliceraldeido-3-fosfato
dehidrogenase e Bifosfato aldolase), em frangos
sobreviventes a agressdo, sugerindo sua participagdo
na patogénese da ENA, ainda que os soros desses
animais também possuissem anticorpos contra a toxina
o. THOMPSON et al. (2006), visando também avaliar a
participacdo de outros antigenos na ENA, compararam
as taxas de lesfes produzidas em frangos por cepas de
C. perfringens ndo-produtoras e uma cepa produtora
de toxina o, comprovando que ndo mais de 20%
apresentaram lesfes nos primeiros frente a 100% nos
controles positivo, sugerindo que a toxina desempenha
um papel importante na patogenia da doenca.
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Diagnostico

Em sistemas industriais de producdo
avicola, a identificacdo da forma subclinica da doenga
torna-se dificil por ndo haver testes adequados, ainda
que LOVLAND & KALDHUSDAL (1999) associaram
a hepatite por C. perfringens a outras doencas
relacionadas a bactéria, sugerindo que o exame de
carcacas no abatedouro poderia auxiliar a monitorar a
ocorréncia da ENA. Na forma clinica, porém, é possivel
fazer o diagndstico em funcdo da epidemiologia, da
ocorréncia da doenca com duas a cinco semanas de
idade, da intervencdo de fatores imunossupressores,
tais como alteragdes bruscas de temperatura, falhas no
sistema de arragoamento, alta densidade populacional,
outras doengas, mortalidade alta (de 5 a 15% do lote),
curso rapido sem sinais clinicos e alteragfes
patoldgicas, tais como hiperemia e lesGes ulcerativas
na mucosa do intestino delgado e cecos, que se
apresentam fridveis, distendidos, com coloragéo
esverdeada escura, fétidos e com gases.

O desenvolvimento de uma técnica
imunoenzimatica, o ELISA, para quantificar toxina o
(HALE & STILES, 1999), sugeriu que seria possivel o
diagnostico das formas clinica e subclinica da ENA.
LOVLAND et al. (2003) utilizaram esta técnica para
detectar anticorpos anti-toxina o. em frangos de corte,
constatando a presenca de altos titulos em 59% a 79%
dos animais provenientes de lotes com alta prevaléncia
de lesfes hepaticas e intestinais associadas a C.
perfringens, e s0 em 27% dos animais provenientes de
lotes com baixa incidéncia de lesGes. Resultados
similares foram obtidos por McCOURT et al. (2005)
mediante a utilizagdo de ELISA para deteccdo de células
de C. perfringens e de toxina o. em contedido intestinal
de frangos. Os testes apresentaram uma sensibilidade
entre 102 e 10°UFC mL-!de cepas isoladas de casos
clinicos, e de 60ng mL* de toxina. As soroconversdes
de animais aparentemente saudaveis foram inferiores a
4, no entanto, as dos afetados foram superiores a 10.
Ainda que os testes demonstrassem ser eficientes, o
fato de que as amostras utilizadas para detecgdo do
antigeno provinham de conteddo intestinal,
inviabilizando-se assim a amostragem de animais vivos,
restringem a aplicacdo dessa metodologia devido a
necessidade de sacrificar uma amostra significativa de
animais do lote, o que € inaceitavel na avicultura
industrial.

Controle

O controle da ENA foi baseado, nas Gltimas
décadas, na administracdo de antibidticos na racao
(ENGBERG et al., 2000; BRENNAN et al., 2001;
KNARREBORG et al., 2002; BRENNAN etal., 2003). A

interdicdo de seu uso como promotores de crescimento,
decretada pela Unido Européia (COUNCIL OF THE
EUROPEAN UNION, 2003), langou o desafio de criar
novas estratégias para controlar a doenga. Surgiu entao
o interesse em avaliar métodos alternativos, tais como
0 uso de prebidticos (TAKEDA et al., 1995; SILVA &
NORNBERG, 2003; MCREYNOLDS et al., 2007),
enzimas (JACKSON et al., 2003; ZANG et al., 2006),
alimentos funcionais (MITSCH etal., 2004), probidticos
(LA RAGIONE et al., 2004; BARBOSA et al., 2005;
KIZERWETTER-SWIDA & BINEK, 2005) e vacinas.
Tanto o setor industrial quanto o académico tem
demonstrado grande interesse no uso dos dois Gltimos
para o controle da ENA.

Probidticos

Probidticos sdo suplementos alimentares
compostos de microrganismos vivos que beneficiam a
saude do hospedeiro por meio do equilibrio da
microbiota intestinal (FULLER, 1989; KAUR etal., 2002).
Sua aplicagdo na inddstria avicola vem sendo
amplamente estudada nos Ultimos anos, tanto para o
controle de doengas quanto por seu efeito na eficiéncia
alimentar (GIL de los SANTOS & GIL-TURNES, 2005).

HOFACRE et al. (1998) observaram que o
produto Aviguard®, constituido por microbiota
polibacteriana de aves, reduziu a incidéncia de ENA
em frangos de corte. LARAGIONE & WOODWARD
(2003) comprovaram que a administragdo de esporos
viaveis de Bacillus subtilis a aves livres de patdgenos
especificos desafiadas com C. perfringens reduziu
0 numero de patégenos no bago, no duodeno, no
cblon e no ceco e relataram resultados similares com
um probidético de Lactobacillus johnsonii (LA
RAGIONE etal., 2004). TEO & TAN (2005), por sua
vez, demonstraram que B. subtilis inibiu o
crescimento de C. perfringens em cultivo associado.
HAGHIGHI et al. (2006) demonstraram que um
probidtico comercial contendo Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium bifidum, e Streptococcus
faecalis estimulou a produgéo de IgA anti-toxina o de
C. perfringens no intestino de pintos ndo-vacinados.

Vacinas

Aves que sobreviveram a ENA ficaram
imunes, sugerindo que a imunidade pode controlar a
doenca (PRESCOTT, 2000). LOVLAND et al. (2004)
demonstraram, pela primeira vez, que progénies de
matrizes imunizadas com um toxoide de C. perfringens
A apresentaram titulos de antitoxina significativamente
superiores aos controles, assim como menor
porcentagem de animais com lesdes de ENA. A
producgdo industrial de toxdides de C. perfringens,
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porém, é um processo laborioso. A clonagem do gene
da toxina o.em Escherichia coli (LESLIE etal., 1989) e
a producdo de vacinas contendo toxina o. recombinante
(WILLIAMSON & TITBALL, 1993; SCHOEPE et al.,
2001; STEVENS etal., 2004; SCHOEPE, 2006) abriram
uma nova perspectiva de producdo industrial de
antigenos de Clostridium.

KULKARNI et al. (2007) vacinaram animais
com a toxina o nativa e com proteinas recombinantes
secretadas de C. perfringens (piruvato-ferridoxina-
oxidoredutase; gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase;
frutose 1,6-bifosfato aldolase e uma proteina
hipotética), comprovando que todas as vacinas
apresentaram efeito protetor frente a um desafio
moderado, e que frente a um desafio severo a toxina o,
apresentou o melhor resultado, reafirmando sua
importancia tanto na patogenia do C. perfringens,
quanto na imunidade a esse patégeno. Entretanto, ao
tentarem produzir a toxina o recombinante, concluiram
gue a mesma pareceria ser toxica para E. coli. Nosso
grupo, porém, logrou produzir toxina o. recombinante
em E. coli que protegeu camundongos frente ao desafio
com mais de 10 DL de toxina nativa e imunizou pintos
vacinados aos sete dias de idade (GIL de los SANTQOS,
2007).

CONSIDERACOES FINAIS

O controle da ENA ¢é considerado um dos
maiores desafios para a avicultura industrial. Entre as
alternativas para consegui-lo, poderdo ser utilizados
probidticos, que mantém o equilibrio da microbiota do
trato gastrintestinal de aves, previnem infeccdes,
reduzem condenacfes de carcacas e a mortalidade,
melhoram a conversdo alimentar, o ganho de peso e a
qualidade das carcacas, conservando os indices de
produtividade alcancados com a utilizagéo de
antimicrobianos e vacinas, especialmente as
recombinantes, de producao mais simples e controlavel
que as tradicionais. Nutricdo adequada e controle de
fatores imunossupressores, conjuntamente com um
eficiente programa de biosseguridade, sdo essenciais
para o éxito do controle da ENA.
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