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RESUMO

A enterite necroética causada pelostridium perfringens é, comprovadamente,
um grande problema para frangos de corte, seja $obma clinica ou subclinica , com
elevados prejuizos produtivos. Em perus, nao éstancente identificada a influéncia
deste patdgeno sobre os resultados produtivogvayeimente por razdes econdémicas,
0 volume de pesquisa nesta area € limitado. Em eerimentos consecutivos,
conduzidos em granjas experimentais diferentesheesama nova e reutilizada, perus
de 14 dias, sem medicacdo com anticoccidianosmfon@culados, a partir de uma
amostra de campo patogénica, com uma superdosagempraximadamente 1 x 0
UFC/ml de Clostridium perfringens, tipo A; bactéria anaerébica Gram positiva, que
compBe a microflora intestinal dos perus. LesOesrdtieas severas, com grande
destruicdo da mucosa intestinal, foram observagas a 4° dia de inoculacdo. Nos
dois experimentos, a resposta dos perus a infdocd@iferente da descrita em frangos
de corte. A mortalidade foi muito baixa ou nula euperacéo das aves, independente
da medicacdao utilizada, foi rapida com pouco othoencomprometimento zootécnico.
Escores das lesdes histologicas foram desenvolvidoa tentar correlacionar as lesdes
macroscopicas com as lesdes microscopicas, masedagdo foi baixa. Frente ao alto
desafio observado, ndo foi possivel avaliar ademuadte a acdo do antimicrobiano
utilizado. As respostas frente aos desafiosGliestridium perfringens nos perus,
aparentam ser diferentes em relagdo as observada$ramgos de corte, sendo
necessaria cautela ao extrapolar padrdes de uréai@gara outra. O uso de critérios
subjetivos nas avaliacbes podem comprometer a @rdaddecisdo em relacdo aos

tratamentos e as respostas esperadas.

Palavras-chaveClostridium perfringens, perus, desempenho zootécnico, enterite
necrotica, escores de lesdes, avilamicina



ABSTRACT

Necrotic enteritis caused b¥lostridium perfringens represents a major
challenge in broilers, causing clinical or sub icih diseases, and results in important
economic losses for the poultry industry. In tukefjowever, the importance of this
pathogen is not clearly defined, and there are sawlies assessing its effects on the
performance of turkeys, most probably for econoraasons. In two consecutive trials,
conducted in two experimental farms, 14 day ol@&eyrpoults were reared on new and
reused wood shavings litter, without any anticoed#din the feed, and were inoculated
with an overdose of approximately 1X1@CFU/mI of a pathogenic field sample of
Clostridium perfringens type A. This Gram positive anaerobic bacterium iscamal
inhabitant of the gut micro flora in the enteriadr of turkeys. Severe necrotic lesions,
with major damage to the intestinal mucosa werefesi on Day 4 after inoculation.
In both trials, the response to the turkeys toctbstridial infection was clearly different
from what is described in the literature for brosleThe mortality rate was very low or
inexistent, and the birds in all treatments grotgzovered very fast, with little or no
impact on performance results. An attempt was ntadsstablish a pattern to correlate
histological lesion scores with macroscopic andrasicopic lesions, but the resulting
correlation was very low. Considering the high lesfechallenge induced in both trials,
it was not possible to evaluate in activity of Hribiotic in proper terms. The response
of turkeys to a high level of challenge witlostridium perfringens seems to be
different when compared to what is observed inlersiunder similar experimental
conditions, and caution should be applied whengugie same diagnostic methods for
different species. The use of subjective criteoiaassess and describe the lesions can
lead to erroneous treatments decisions and miphetation of the responses to

treatment.

Key words: Clostridium perfringens, turkeys, performance results, necrotic enteritis,

lesion score, avilamycin.
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1. INTRODUCAO

Embora represente somente 2,69% do total das exped de carnes de aves
(UBA,2009), o Brasil é o terceiro maior produtoexportador mundial de perus de
corte (USDA, 2008), ainda que esteja muito longevdiome de producdo dos dois
principais produtores mundiais. Segundo relatéaingais da UBA (Unido Brasileira de
Avicultura), em 2009 foram produzidas 466.000 tadat, sendo que 163.000
toneladas foram destinadas a exportacdo para rmiésree exigentes consumidores,
como o mercado comum europeu e Japao. Com a neeliemrodutividade através de
controles sanitarios mais rigidos e efetivos e wemedvolvimento nutricional e de
manejo adequados aos padrdes internacionais, d ®msaumentado sua importancia
frente aos tradicionais mercados produtores, costadis Unidos e Unido Européia.

Entretanto, em funcdo dos aumentos significativos oustos de producao
associados a retracdo mundial no consumo desta fant proteina animal, cada vez
mais, os resultados de produtividade séo cruciaia p manutencdo da producéo e
sobrevivéncia deste segmento. Além disso, nos @stiamos, um numero sucessivo de
acontecimentos relacionados a seguranca de alisjye@imo o banimento das fontes de
proteina animal nas dietas, a proibicdo do uso rdeamigrobianos promotores de
crescimento (Regulation 1831/2003/EC-Unido Eurgpéis poucas opgdes de agentes
anticoccidianos disponiveis e a proibicdo de uso adéivos para controle de
histomoniase em perus, tem levado a um aumento ploblemas entéricos,
comprometendo o aproveitamento do potencial gemétec saude das aves e
consequentemente, os resultados econdmicos dastpresl (BUTAYE et al., 2003).

O uso de antibidticos, durante as ultimas quatrcadi#s, como suplemento
aditivo nas dietas das aves, atuando como melh@sdte desempenho zootécnico e
também, como preventivos contra a acdo de micrammg@s patogénicos e nao
patogénicos presentes no trato gastrintestinal ipegm aumento significativo no
ganho de peso e melhoria da conversao alimentacigalmente pelo controle sobre
bactérias Gram + e em particular, @ostridium perfringens, o agente etiologico da
enterite necrética (BUTAYE et al., 2003).

A enterite necrética em aves foi descrita inicialtbeepor Parish (1961), que
determinou que o0 agente etioldgico eChostridium perfringens. Este agente é
normalmente encontrado no trato intestinal de aabas, entretanto, pode causar

surtos da doenca, especialmente em lotes de fralegosrte e perus (JOHANSSON et
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al., 2004). Atualmente, €lostridium perfringens do tipo A esta relacionado como o
principal agente etiolégico da enterite necrétman menor frequéncia o tipo C pode
ser isolado em alguns surtos da doenc&l@tridium perfringens do tipo A produz
somente a toxina, enquanto o tipo C produz tantona toxina como g — toxina
(VAN IMMERSEEL et al., 2004).

A doenca pode apresentar-se sob duas formas sticidarma aguda e a forma
subclinica. A forma aguda € caracterizada por gateecrética (EN) com aumento
significativo de mortalidade e a forma sub-clinocan necrose focal no intestino e/ou
hepatite associada @&ostridium perfringens com a presencga de necrose fibrindide no
figado ou colangiohepatite, fator responsével pelmento nas condenacdes devido as
lesGes hepaticas (ENGSTROM et al., 2003).

Em funcdo da pressdo de varias entidades goverta@siepoliticas, e de
consumidores, relacionando o uso dos antibiéticas dietas dos animais com o
aparecimento de resisténcia microbiana em humafwsaplicado o “principio
precaucionario” proibindo o uso néo terapéuticamkihioticos ha comunidade européia
a partir de janeiro de 2006. No Brasil e em prateate todos os mercados
exportadores este principio refletiu numa reducdastita da utilizacdo destas
moléculas. Frente a essa reducdo no uso de amdbid@oos, ocorreu um aumento
consideravel nos casos de enterites nas aves, corendo o bem estar, a saude e o
desempenho zootécnico das mesmas. Considerandoibérh o numero reduzido de
produtos terapéuticos introduzidos nos ultimos aosgrodutores de aves sao forcados
a confiar em produtos antimicrobianos que tem sghwlos comercialmente por mais de
vinte anos (COOPER & SONGER, 2009), tornando néciss novas estratégias de
terapias e controles, para minimizar em parte, togoejuizo provocado para a cadeia
produtiva e também para a qualidade do produtd, fuopge por sua vez reflete na
seguranca dos alimentos. Atualmente, poucos predi#o permitidos para uso como
terapéuticos no controle de enterites. O uso decastdianos do grupo dos iondforos,
devido a sua acao sobre bactérias Gram positeassido utilizados na Europa como
uma das principais ferramentas para o controlendlerite necrotica, na auséncia dos
promotores de crescimento (JOHANSSON et al., 2004).

Existe um grande numero de aditivos e ingrediegtesestdo sendo utilizados
para suprir a falta dos antibioticos nas dietas al&s, entre os quais, acidificantes,
probioticos, 6leos essenciais e extratos de plaetesmas e leveduras, seguindo a nova

legislacdo européia (diretiva 70/524/EEC, apéndjcegque descreve aditivos como
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substancias que, uma vez fornecidas aos animais,ateapacidade de alterar suas
caracteristicas ou alguns indicadores de produg@mah Entretanto, ainda existem
muitas duvidas e contradicfes na resposta desitdgadquando comparados ao uso
preventivo, com subdosagens dos antibidticos.

Uma das alternativas para permitir um melhor céatdos patdégenos entéricos,
€ 0 uso terapéutico nas condicdes de maior desafiante a fase produtiva, sob
supervisao veterinaria, de moléculas como a avliaaj antibidtico oligossacarideo do
grupo das ortosomicinas, que atuam na fracdo 50BN das bactérias, com acéo
especifica em bactérias Gram + e ndo utilizadogerapéutica humana (BUTAYE et
al., 2003). Esta préatica tem sido utilizada ennds de corte, matrizes de corte,
entretanto, como ndo existe registro para utiliaagé perus, ainda ndo € possivel
utilizar esta importante ferramenta de controle.

Na prética de campo, apesar das opcdes terapédisgamiveis, outro aspecto
importante tem levado os técnicos a enfrentareiouttifades no controle das diferentes
formas de apresentacdo da doenca em perus. Estetaspfere-se a dificuldade no
diagndstico, em funcéo das escassas informac@emeds as técnicas de diagnostico e
o comportamento da doenca nesta espécie. Normanmnpadrdes utilizados, seguem
agueles ja definidos na literatura para frangoscalte e pouco ou nada existe de
especifico para perus. Por exemplo, de 102 isoldd@$ostridium perfringens obtidos
de granjas na Noruega e Dinamarca, somente 4 exgrards, demonstrando a limitada
informacé&o a respeito desta enfermidade nestaiespOHANSSON et al, 2004).

As enterites em aves sao responsaveis por gramejg$zps econdmicos para a
industria avicola e, com a restricdo do uso devagitantimicrobianos sob a forma de
promotores de crescimento, as alternativas paraonirale destas patologias, em
especial da enterite necrotica, provocada pélostridium perfringens, sdo muito
limitadas. Além disso, na literatura sdo poucodraisalhos cientificos que avaliam a
acao de antimicrobianos de utilizagdo exclusivanesdicina veterinaria, quanto a sua
eficacia sobre estes patdgenos em perus,isejaro ou in vivo. As referéncias nesta
categoria animal sdo baseadas em poucos estudtificis o que gera estimulos para a
busca de mais informacfes e em particular, sobesgosta desta espécie frente aos
altos desafios de campo, quando comparados conxmsi@ncias observadas em
frangos de corte. Além do aspecto econdémico, élitapte salientar, que trata-se de um
problema relacionado a seguranca dos alimentosades destas fontes protéicas, ja

que a presenca de enfermidades entéricas comgteaditise, pode levar ao surgimento
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de problemas de salude em humanos, por estaremvigiegolna producdo de
enterotoxinas associadas a quadros de diarr@lastridium perfringens tipo A) e
enterite necrética em humanos (tipo C) em funcansto de contaminacéo de carcacas
no momento do abate das aves (VAN IMMERSEEL etalD4).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Enterite necrética na avicultura

2.1.1 Etiologia e fatores de risco

A enterite necrotica (EN) é a forma mais severarawm da doenca causada
pelo Clostridium perfringens tipo A ou C, bacilo anaerdbico, formador de esporo
Gram positivo, que afeta aves em todo o mundo, csarmhsiderada por alguns
especialistas como a doenca entérica mais agredassaves (COOPER & SONGER,
2009). As primeiras indicacbes de que as aves poelar sendo acometidas por
enterite necrdtica sdo: amontoamento, penas atl@piaeducdo do ganho de peso e
diarréia, seguidas de aumento de mortalidade (MdDE\&t al.,, 2006). Além dos
surtos de enterite necrotica clinica, com os siam@nteriormente citados, o agente
pode causar doenca subclinica, levando a depreksdganho de peso e piora da
conversao alimentar (LOVLAND & KALDHUSTDAL, 2001).A reproducao
experimental da doenca, através de diferentes(viiséo intraduodenal de bactérias,
caldo de cultura e/ou toxinas), muitas vezes, néofi€éiente para que ocorram sinais
clinicos da doenca, como ocorre nas condi¢cdes m@aasendo que inUmeros sao 0s
fatores predisponentes envolvidos para que acontega manifestacdo clinica
(KALDHUSTDAL et al., 1999). Gazdzinski e Julian @®, relataram um quadro de
enterite necrética em trés lotes de matrizes despercitam que a maioria dos casos
publicados sobre a doenca estao relacionadosgoBale corte ou poedeiras, sendo que
alguns autores ndo obtiveram, em condicbes expetaise sucesso ha reproducao
experimental da enfermidade naquela espécie.

A enterite necrotica causada pefdostridium perfringens provoca uma
enterotoxemia decorrente da producéo das toxipas #\ e C, causada pela grande
proliferacdo de bactérias no trato intestinal dessa Aa-toxina €, provavelmente, o
principal fator associado a presenca de lesOesstimiés (AL SHEIKHLY &
TRUSCOTT, 1977). Esta bactéria € um comensal rio itnéestinal dos vertebrados, e
portanto, facilmente isolado de ambientes contadoisapor fezes (agua, solo,
vestimentas, botas, etc) (COOPER & SONGER, 200@talse de uma bactéria
extremamente prolifica e toxigénica, e esta presémdo o tempo e em todos 0s

ambientes de producdo avicola, proliferando e miodo toxinas quando as
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circunstancias apresentam-se favoraveis (LOVLAND K&LDHUSDAL, 2001).
Segundo Helmoboldt & Bryant (1971) apud AL SHEIKHLY AL SAIEG (1980);
BROUSSARD et al. (1986) a coccidiose ¢ um fatodisonente a proliferacdo do
Clostridium perfringens e o desenvolvimento da enterite necrotica. Os slano
provocados na mucosa pelos esporozoitos e mersza#sociados a uma reducdo do
pH intestinal e aumento no tempo de passagem ohe@to, permite o estabelecimento
e a proliferacdo d€lostridium perfringens. O numero de bactérias no intestino delgado
e cecos de aves com coccidiose € muitos logaritisuperior ao observado em
condi¢cdes normais (COOPER & SONGER, 2009).

De acordo com Meteyer et al (1992) apud DROUAL |e1894) a enterite
necrotica, provavelmente ocorra com mais frequenosalotes comerciais de perus do
que é citado pela literatura. Um consideravel mongle casos submetido a analise no
laborat6rio Turlock e Fresno durante o periodo @&lla 1992 foi diagnosticado como
enterite necroética, sendo que alguns deles estagaatiados a coccidiose e, a maioria,
associados com incluséo intranuclear de adenorn@umaco, rim e intestinos dos perus,

indicando uma infeccao pelo virus da enterite hedqgara.

2.1.2 Toxinas doClostridium perfringense os danos a mucosa intestinal

Todas as cepas desta bactéria possuem o geméogma (plc) e os diferentes
tipos de cepas (A-E) séo caracterizados pelo p#o8l genes codificadores de outras
toxinas (McDONEL & McCLANE, 1988; SONGER, 1996).@ostridium perfringens
produz uma série de enzimas e toxinas extracedlarelusive as toxinas alfa)( teta
(t) e kapa ) que séo codificadas cromossomicamente pelos geoepfoA e colA,
respectivamente (ROOD, 1998). Outras toxinas imelue endotoxina epsilone)(
associadas a enterotoxemia de outras espécies.telitemecrotica em aves esta
associada as cepas A ou C destridium perfringens produtoras dex e p-toxinas
(SONGER, 1996)(Tabela 1).

Com excecao da-toxina, que atua intracelularmente, as demaisnésxi
produzidas pel&lostridium perfringens interagem com a membrana celular. Todas as
toxinas e enzimas hidroliticas sdo secretadas,ecm®cdo da enterotoxina (CPE) que €
liberada apds a lise celular (PETIT et al., 1999)-toxina, principal toxina letal do
Clostridium perfringens, € uma fosfolipase multifuncional, produzida em digues

variadas obtidas em quase todos os isolamentoglr8liee da membrana fosfolipidica
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de eritrdcitos, plaquetas, leucdcitos e célulaottidis e musculares, resulta na lise ou
outras formas de citotoxicidade. E hemolitica, aézante e potencialmente letal. O
gene cpa dai-toxina ja foi clonado e sequenciado, e genes hogodl tem sido
encontrados em outros clostridios (SONGER, 1996).d&mais toxina$, ¢ e t, sao
responsaveis por induzir inflamacao, necrose deosaumtestinal, ativagdo da protease
de prototoxinas, aumentar a permeabilidade intstafeitos sobre o sistema nervoso
central, necrose da derme, podendo também provowdalidade (PETIT et al., 1999).
In vivo, os substratos celulares para-tbxina sao a fosfatidilcolina e a esfingomielina,
ambos componentes fosfolipidicos da membrana dalasélepiteliais do trato
gastrintestinal. A hidrolise dos fosfolipidios puad diacilglicerol (a partir da
fosfatidilcolina) e ceramida (a partir da esfingelima) (DONELLI & FIORENTINI,
1992). O efeito da hidrolise dos fosfolipidios padeiar para diferentes tipos celulares
e foi demonstrada com eritrocitos obtidos de difere espécies. A suscetibilidade a lise
por fosfolipase C pode, em parte, refletir difessnga composicédo de fosfolipidios da
porcdo externa da ceélula. A hidrdlise direta dosfdiipidios da membrana parece
explicar claramente os efeitos da enterite ne@otdém disso, o diacilglicerol que
resulta da hidrélise de lecitina pealatoxina, ativa a proteina C quinase, levando ao
estimulo de células eucaribticas fosfolipase C e d2sencadeamento do efeito cascata
do acido araquidénico, que por sua vez induz sesgne liberacdo de mediadores
inflamatorios como os leucotrienos, tromboxanosorfale agregacdo plaguetario e
prostaciclina (TITBALL, 1993). Esta acdo resulta cuntracdo de vasos sanguineos,
aumento da permeabilidade vascular, agregacao qtfatp e disfuncdo do miocardio,
0s quais, contribuem para manifestacfes cliniczgdae sistémicas caracterizadas por
profundo choque e morte (PETIT et al., 1999).
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Tabela 1: Atividades das principais toxinasGlostridium perfringens.

Toxina Atividade e efeitos

a Fosfolipase/esfingomielinase C, hemolitica, laiakrotizante
B Induz inflamacéo, necrose da mucosa intestinall let

€ Prototoxina ativada por protease, aumenta perneadbd

intestinal, toxica para o sistema nervoso centtl|
l Aumenta permeabilidade vascular, dermonecraotital, le

CPE Aumenta permeabilidade celular, inibe sintese d
macromoléculas, desintregacao do citoesquelete edlular

Fonte: Adaptado de Songer, J. G. (1996)

Segundo Ravdin (1985 apud JUSTIN et al., 2002ptanZn " quanto o C&
sd0 necessarios para a atividade da fosfolipag® In"" é essencial para a atividade
catalitica, enquanto o Caé necessario para promover o transporte da erzangaseu
substrato fosfolipidico. A enzima é geralmente oa&rzada como uma
metalofosfolipase C de Zn. Muitos clostridios, mssbmo outras bactérias, produzem
enzimas do tipo metalofosfolipase C de Zn, todasetigdo estrutural muito proxima.
Entretanto, a diferenca mais evidente estd emosicidade. Aa-toxina doClostridium
perfringens, fosfolipase C, € uma toxina potente com uma teiaéminima (DLM) de
<0,lug/camundongo. As toxinas dgacillus cereus, da Listeria monocytogenes e do

Clostridium bifermentans, por exemplo, tem DLM de >1¢/camundongo.

A acdo da enterotoxina dGlostridium perfringens é a mais estudada. Ela
interage com as junc¢des protéicas das célulaslia@itdevando a diarréia e paralisia
causada pelo aumento na secrecao de fluidos e nonkimen intestinal, associada a
reducdo da absorcéo da glicose e uma leve descamas&eélulas epiteliais. A acdo de
outras toxinas, comofal ef-2 estdo asssociadas a inducéo de necrose herarragi
mucosa intestinal, mas seu modo de acdo aindasareer melhor elucidado. Além
disso, oClostridium perfringens libera uma variedade de enzimas hidroliticas que
decompde substratos extracelulares e outros comfmnderivados da lise celular. E

provavel, que estas enzimas atuem de forma si@emm as toxinas causadoras de
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danos a membrana, no momento da ruptura celulatilmeindo para a desorganizacéo
tecidual observada nas lesbes gangrenosas (PEALT £999).

2.1.3. Caracteristicas genotipicas associadas a patogedmile

Segundo Engstrom et al., (2003) a caracterizac@étiga tem revelado que aves
saudaveis podem carrear, um minimo de dois geroftijwo tipo A, como até um
maximo de cinco genotipos (BARBARA et al., 2008)r Butro lado, aves com enterite
necrdtica ou colangiohepatite, sédo tipicamente mindmlas por um tipo genético
simples, o qual na maioria dos casos, € difereaq@ales que colonizam aves saudaveis
(ENGSTROM et al., 2003). Ap6s uma recuperacao ahtow tratamento, as aves
voltam a apresentar uma colonizacdo com multipbrsdtpos, sem a presenca da cepa
causadora da enterite necrética. Esta predominastadelecida pelas cepas associadas
a enterite necrética pode ser em decorréncia ddupéo de bacteriocinas, ja que estas
inibem o crescimento das cepas néo patogénicasosalicéesn vitro (BARBARA et
al., 2008). Existe um dogma estabelecido no quastiedo condicbes adequadas no
trato intestinal das aves, todas cepa€lastridium perfringens tipo A produzem sinais
e lesdes de enterite necrdtica. Mesmo cepas adasecia enterite necrdtica néo
conseguiram reproduzir o quadro da doencga, quasaoradicdes intestinais ndo eram
favoraveis. Reducédo da motilidade intestinal, daiasucosa e obstrucéo intestinal,
associadas a fatores associados a dieta, favorecamescimento da bactéria. A
sequéncia gendmica e a analise de bactérias praduboi ndo de enterite necrética
devem, pelo menos em parte, estar focadas na fidegdio genética das cepas
virulentas (COOPER & SONGER, 2009).

A maior parte dos genes associados a patogenictte@iostridium perfringens
ja foram caracterizados, sendo que 0s genes quficaodaa-toxina e demais toxinas
estdo localizados em diferentes regifes do cromusgooximas a fonte de replicacéo.
O genecpe, relacionado com a enterotoxemia € encontrado egibes variadas do
cromossomo em inameras cepas envolvidas na inti@acalimentar em humanos e em
grandes plasmideos isolados de doencas gastmatesthdo associadas a alimentos e
em casos veterinarios. Os grandes plasmideos daresados genes associados as
toxinas podem ter origem em fagos de localizac@meromossdmica. A localizacéo de

muitos genes relacionados as toxinas em elementdsac®mossOmicos é
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provavelmente responsavel pela diversidade de cepaservadas durante as
biotipagens. A perda ou aquisicdo de plasmideos® gathbém estar associada a
mudancas toxigénicas observadas em algumas cépaansferéncia genética mediada
por transpons, plasmideos conjugados e, possiveemé&aygos, € possivelmente
envolvida também na aquisicdo de fatores genétieosiruléncia peloClostridium
perfringens de outras bactérias, a menos obviamente, g@osridium perfringens
tenha sido o reservartorio original dos genes @308 a toxinas para outros
organismos (PETIT et al., 1999).

A genotipagem através de técnicas baseadas em PR (e hibridizac&o)
foram desenvolvidas para a tipificacdo @tostridium perfringens e sdo métodos
alternativos confiaveis para testes em animaisaberatério (NETHERWOOD et al.,
1998). Particularmente, a investigacdo genéticaudonutil para a deteccdo do gene
cpe, 0 qual é raramente expressado sob condi¢cfes isodmacultura bacteriana. A
definicdo da cepa pela genotipagem é melhor indaao potencial de viruléncia do
que a identificacdo tradicional. Entretanto, a @nea de um gene, nem sempre esta
correlacionada com a sintese de toxinas. A gergdipaé confiavel e pratica,
permitindo uma acuracidade mais ampla e completdeterminacdo de patovares do
Clostridium perfringens do que, nas tipificacdes de toxinas convenciofREs IT et al.,
1999).

2.1.4. ManifestacOes clinicas, patogenia e epidemiologia

Embora oClostridium perfringens seja um habitante natural do trato intestinal
de aves sadias, pode provocar surtos de entegtétiva especialmente em lotes de
frangos de corte e perus. A clostridiose ocorrdotara forma aguda, através da
manifestagdo de enterite necrotica, normalmentadaaies que variam entre duas e
guatro semanas de idade das aves, causando etevddéiidade ou, também, na forma
subclinica com a presenca de necrose focal ndimieassociada a colangiohepatite ou
necrose fibrindide no figado (JOHANSSON et al., £00Muitos sinais, associados a
forma aguda da doenca, podem ser observados, eantjeais, depresséo, prostracéo,
penas arrepiadas, diarréia, sonoléncia, anorexiesiglratacdo. O desenvolvimento da
doenca, normalmente é agudo, provocando mortesdpge a infeccéo, cujos niveis
podem variar de 0 a 50% (COOPER & SONGER, 2009).
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As lesdes macroscopicas estdo, normalmente, assti jejuno e ileo, mas
podem ocorrer no duodeno e cecos. O intestino delgade apresentar-se distendido
pela formacdo de gases e a parede apresenta-se fiidael. A mucosa apresenta-se
coberta por material pseudomembranoso fibrinosecedtico, de coloracdo amarelada
ou esverdeada, que freqlentemente é descrita carénga de “toalha turca”.
Experimentalmente, lesbes macroscépicas caraalegz@or mucosa engrossada e
acinzentada podem ser observadas apos trés horamadacdo peloClostridium
perfringens. Apds cinco horas, pode-se observar necrose da sauotestinal, que
evolui com o tempo para uma enterite fiboronecréiesera, com formacdo de uma
membrana diftérica. Figados apresentam hepatit@ctesizada por aumento de volume
e coloracdo bronzeada e, presenca de focos nesr@lém de colecistite tem sido
observados tanto na forma clinica como subcliniea dbenca (ELEAZER &
HARRELL, 1976); (SHANE et al., 1985): (LOVLAND & KADHUSDAL, 1999).
Uma forma menos severa da doencga tem sido desccé@acterizada por areas focais
de necrose na mucosa intestinal, necrose hepaticagrometimento dos resultados de
producao, com ou sem sinais clinicos de infecca@aLPHUSDAL & HOFSHAGEN,
1992); (LOVLAND & KALDHUSDAL, 1999); (LOVLAND & KAL DHUSDAL,
2001).

Avaliacdo microscopica revela necrose das vilogdamhm degeneracao celular
que pode atingir a submucosa ou muscular da mug¢esabém ¢é relatada necrose de
coagulacédo dos apices das vilosidades, com uma tieshdemarcacdo entre o tecido
necrosado e o tecido viavel. Também é observado amimulo de células
mononucleares nesta juncdo. Vilosidades necrosaédhgas epiteliais degeneradas e
células inflamatorias associadas a fibrina, comadmembrana diftérica observada
macroscopicamente. Além disso, grande quantidadeadéos Gram positivos podem
ser observados nas areas de necrose (LONG et9d4);1(AL SHEIKHLY & AL
SAIEG, 1980); (VAN IMMERSEEL et al., 2004).

Clostridium perfringens invade o sistema porta e os dutos biliares, residt@ém
colangiohepatite, com a presenca de figado palidéesdes necroéticas focais
(LOVLAND & KALDHUSDAL, (2001); (VAN IMMERSEEL et al, 2004).
Microscopicamente, é observada necrose de coaguiagéifocal no figado e ductos
biliares; a vesicula biliar e os dutos extra-hepétiapresentam-se distendidos e bacilos

Gram positivos sdo encontrados nas areas necrogala®HUSDAL et al., 2001).
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Considerando a flora intestinal normal das avescémum a auséncia de
Clostridium perfringens, embora o numero estimado de bactérias seja
extraordinariamente variavel. Intestinos de avesadhs por enterite necrotica contém
grande quantidade d&ostridium perfringens (p.ex. 16 — 1¢ UFC por g/mucosa), por
outro lado, numeros elevados da bactéria no trastinal ndo séo, isoladamente,
suficientes para produzir o quadro clinico (COOREBONGER, 2009).

Surtos de enterite necrética aparecem, comumentie, 2 e 6 semanas de vida
das aves, embora existam relatos em aves maisvélbge fator, pode estar associado a
presenca de anticorpos maternos, até aproximadar@eaimanas de vida.

A reproducdo experimental da enterite necroética @aministracdo oral de
estirpes d€lostridium perfringens tem, segundo Olkowski et al., (2006) apud GOMES,
A. (2007), produzido diversos resultados e tornanmlexo o conhecimento da
patogénese da doenca. Dentre os principais probl@bservados na reproducéo da
doencga, tem-se o fato das amostras isoladas deocproguzirem lesbes de enterite
necrotica nos intestinos das aves, enquanto gpesstle referéncia ndo demonstraram
potencial patogénico, sugerindo que o cultimovitro resulta na perda de fatores de

viruléncia.

2.1.5. Fatores predisponentes

A coccidiose € um dos principais fatores predisptese para 0 super
crescimento dclostridium perfringens e o desenvolvimento da enterite necrética (AL
SHEIKHLY; AL SAIEG, 1980). Entretanto, existem a&bs de surtos de enterite
necrotica em perus nao associados a presenca deiose (DROUAL et al., 1994).
Pesquisas recentes suportam a hipotese de quedegepor coccidios predispbem o
desenvolvimento de enterite necrética através de umducdo local de resposta
inflamatoéria mediada por células T, que aumentgroducdo de muco intestinal. Esta
condicdo estaria relacionada com alteragcdes na asigdm da microbiota do ileo e
favoreceriam o desenvolvimento de bactérias micadit como o Clostridium
perfringens, além disso, existe uma relacdo da sensibilidade cgtlulas de Goblet,
produtoras de muco, a injarias inflamatorias e paoto desta resposta na producao de
muco sobre a populacdo microbiana do intestino (GBER et al., 2008). Fatores de

manejo que podem influenciar no desenvolvimentertderite necrotica incluem: cama
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com alto teor de fibras (TRUSCOTT & Al SHEIKHLY,1B), densidade, alteracdes
nos programas de arragoamento, situacoes de estfsSEVITT et al., 2006).

Em relacdo as dietas, existem trabalhos mostrandtagdo complexa entre a
incidéncia de enterite necrética e alguns tipomdgeedientes, como por exemplo, trigo,
cevada, centeio, arroz, substancias estas ricasp@isacarideos solUveis nao
amiloliticos, além de dietas contendo altos nipeigéicos e a inclusédo de proteinas de
origem animal, como a farinha de peixe, por exemmbolem predispor ou exacerbar a
enfermidade (TRUSCOTT & AL SHEIKHLY, 1977; KALDHUSAL &
HOFSHAGEN, 1992; RIDDELL & KONG, 1992; TAKEDA &l., 1995). A natureza
das dietas, talvez seja o fator mais importante bacteriano que predispde ao
aparecimento de enterite necrotica. Racfes fareladamesmo peletizadas com alto
indice de pequenas particulas, também estdo netatas ao aumento da enfermidade.
A incidéncia de enterite necrética em aves alindagacom dietas a base de cevada € 6
a 10 vezes maior do que aves alimentadas com didtase de milho, e a mortalidade é
2 a 3 vezes maior (COOPER & SONGER, 2009).

2.1.6. Diagnéstico

Inimeros trabalhos demonstram detalhadamente osedinoentos para o
diagndstico de clostridioses, 0 qual pode ser afletucom base nos sinais clinicos
(depressao, diarréia e morte subita), lesdes n@pmss constituidas de necrose aguda
do intestino delgado, lesdes microscoépicas, isatoneo agente e deteccdo das toxinas
de espécies patologicas em fluidos sobrenadanteslagas puras (SONGER, 1996).
As lesdes macroscopicas podem ser confundidas odeccdes porClostridium
colinum ou coccidiose, principalmente em frangos de cageguais determinam lesdes
ulcerativas na mucosa do intestino delgado. O aggmde ser isolado do conteludo
intestinal, raspados de mucosa ou nodulos linféeesorragicos, através de incubagéo
anaerobica por 18 horas a 37°C em placas de agguess@CHALMERS et al., 2007).

Na forma clinica, formas de auxilio ao diagnostimmmpreendem:
epidemiologia, idade das aves, presenca de fatonesodepressores, alteracoes
climaticas, problemas de manejo, como alta denejdsiduacées de estresse, outras
enfermidades associadas, presenca de alta modlcam curso rapido e alteracdes

patolégicas compativeis com o quadro.
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Entre as técnicas de diagnéstico, sdo descritdican de atividade hemolitica
de cepas de campo do tipo A e C, métodos de citidaxle para identificacdo de
enterotoxinas, meétodos enzimaticos como ELISZzgme Linked Immunosorbent
Assay), aglutinacdo de latex, imunoeletroforese e progeséticas ou deteccdo de
toxinas através de PCRdlymerase Chain Reaction) (SONGER, 1996).

2.1.7. Profilaxia e tratamento

Segundo Ficken & Wages, (1997) apud BRENNAN et (@001) a enterite
necrotica causada pelo bacilo Gram posittlostridium perfringens € uma doenca de
grande importancia em aves, causando morbidadertalidade significativa em todos
os criatérios do mundo. O controle desta condic@iependente de inimeros fatores,
incluindo reducdo de fatores de risco nutricionaiecgbes entéricas concomitantes,
particularmente coccidiose e, o uso de aditivos atwdade contra a bactéria.

Embora diversos estudos tenham demonstrado a iafidaccertos antibioticos
na prevencdo da enterite necrética, (TRUSCOTT & ASHEIKHLY, 1977;
PRESCOTT et al., 1978; WATKINS et al., 1997), paitem demonstrado efetividade
no controle de enterite necrotica, quando utilizagivavés da racdo (BRENNAN et al.,
2001).

Normalmente, oClostridium perfringens € suscetivelin vitro a penicilina G,
cefalosporinas, tetraciclinas, salinomicina, momensbacitracina, lincomicina entre
outros, e apresenta resisténcia a flavomicina ealnnte, a aminoglicosidios
(SONGER, 1996). Também séo relatados diversos astaémonstrando a resisténcia
adquirida de agentes utilizados como promotoregeecimento e profilaxia da doenca,
como tetraciclinas, bacitracina, virginiamicinatibidticos macrolideos lincosamidos e
outros, no controle de cepas isoladas de aves (R&CGID, 1985; DEVRIESE et al.,
1993).

Na Europa, como nos demais paises, a clostridi@seamumente controlada
com a utilizagcdo de antimicrobianos promotores oesaimento e anticoccidianos
ionoforos, ambos com efeito antibiotico sobre b@$éGram +, como Glostridium sp.
Com a proibicdo pelos paises europeus, a partit9® (Suécia) e com a ultima
proibicdo em 2006 (Regulation 1831/2003/EC), dodes@ntibidticos em uso continuo
como melhoradores de producao, a incidéncia deitentecrética em aves aumentou
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(VAN IMMERSEEL et al., 2004), sendo que atualmentes paises europeus a
clostridiose vem sendo controlada através do usagdates anticoccidianos, com acgéo
em Gram +, como narasina, boas praticas de martdgias modificadas (ELWINGER
et al., 1998; KALDHUSDAL et al., 2001).

A industria avicola ainda depende dos antimicraiBamara viabilizar a
producdo, através do controle desta importanterreidade, que provoca grande
impacto econdmico e altera as condicbes de benr estanal. Estimativas da
prevaléncia da doenca variam de 1-40%, bem comasto @stimado da doenca, e a
forma de manifestagdo subclinica € muito importajieque muitas vezes ndo é
detectada e, consequentemente, ndo tratada (McOEAI&l., 2006).

Com a aprovacdo em 2007, pelo Ministério da Agtical do Brasil, do
regulamento técnico para licenciamento de prodambisnicrobianos de uso veterinario
(Diario Oficial da Unido, sec¢éo 1, n°22 — 31 deejemde 2007) foi proibido o uso de
aditivos antimicrobianos usados continuamente atdes, sob a forma de promotores
de crescimento, e foram estabelecidas novas rpgraso uso destes medicamentos sob
a forma terapéutica. Nesta nova condicdo, a utiaale antibiéticos para o controle de
enterite necrotica ficou limitada e é necessartausca de alternativas para manter a

sanidade, o bem estar das aves e 0s niveis detipiddde.

2.1.7.1.Avilamicina

A avilamicina é um dos antibidticos mundialmeniéasdo para a preven-
cdo e controle da enterite necrotica em frangoscatée. Pertence ao grupo dos
antibioticos oligossacaridios do grupo da orthosomaj sendo produzido a partir da
fermentacdo d&reptomyces viridochromogenes. A indicacdo de uso, como produto
terapéutico veterinario, € referente ao controlenfleccdes entéricas, provocadas por
bactérias Gram +, em galinhas, perus e demaisiesp@odutivas, sendo recomendada
uma dose oral de 10 mg/kg de alimento (EMEA, 2007).

Apesar de existirem inUmeras moléculas com ativdaabre bactérias Gram
+, diversos trabalhos demonstram a eficacia daraidina na prevencao e controle da
enterite necrética. Watkins et al., (1997), demamam baixos valores do CIM
(concentracdo inibitéria minima) na avaliacéo vitro do antibiotico frente ao
Clostridium perfringens (Tabela 2). Outros trabalhos confirmam a acdovilaraicina

sobre a reducdo na contagem bacterianaChstridium perfringens associada a
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mortalidade, enquanto assegurou a manutencéo diocssrzootécnicos e beneficios em
relacdo a qualidade de carcagca (ELWINGER et a@8190HANSSON et al., 2004).

Tabela 2: Concentracéo inibitoria minima (CIM) dgios agentes sobre 22 cepas de

Clostridium perfringens obtidas de perus criados em condigdes comerciais

Composto Numero de cepas com CIig/I(in

<006 013 025 05 1 2 8 16 32 64 128 256 >256
Avilamicina 1 7 12 2
Avoparcina - 119 2
Bacitracina - - - - - - 310 7 - 1 - 1
Lincomicina - - - - 3 - 1 5 2 - 1 1 - 9
Monensina - - - 5 15 2
Narasina - 4 17 1
Penicilina 17 5
Tilmicosina - - . - - 13 5 - - - - - 4
Tilosina - . - - - 14 4 - - - - - 4
Virginiamicina - - - - - 12 - 3 6 1

Fonte: Watkins et al (1997).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo geral a agati da acdo de uma
substancia antimicrobiana no controle de enferngiglahtéricas em perus de corte, sob

condicOes de desafio, provocadas @lmstridium perfringens isolados de campo.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Avaliar a eficacia da avilamicina frente aesafio de Clostridium
perfringens artificialmente inoculado em perus de corte.

3.2.2 Avaliar a presenca da doenca e suas consggsi@m grupos infectados e
medicados em comparagao com grupos infectados medicados.

3.2.3 Avaliar a resposta do uso da avilamicina nessilitados de producdo de
grupos infectados e medicados em comparacdo cosnireetadas e nao
medicadas.

3.2.4 Avaliar a correlacdo entre o grau de lesdasroscopicas observadas a
necropsia, com o grau de lesées dos mesmos imesinservados em

avaliacao histopatologica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento dos experimentos

Trés avaliacbes experimentais foram conduzidas.s Daeliagcbes buscando
identificar o impacto do desafio p@tostridium perfringens sobre o desempenho de
perus recebendo alimentacdo medicada desde o mrimi@ de desafio (15 dias de
idade), até o final da avaliacdo (57 dias no expemio | e 34 dias no experimento II)
seguidas de uma terceira avaliagdo que buscoulamomar o grau de lesdes

macroscopicas com o nivel de alteracdo microsca@jumsantestinos.

4.1.1 Localizacéo

Os dois experimentos em boxes foram conduzidossetEacdes de pesquisa de
uma integradora de perus, localizada em Chapeadta S2atarina, e a avaliacao
histolégica dos tecidos foi realizada nas instadagdio CDPA (Centro de Diagnadstico
em Patologia Aviaria) da Universidade Federal do ®iande do Sul em Porto Alegre,
RS.

4.1.2 Antimicrobiano e anticoccidianos

Foi utilizado o antimicrobiano avilamicina na conttacdo de 10% e nas
dosagens de 10, 20 e 30 mg/kg de peso vivo, a pagil5 dias de idade das aves até
os 57 dias, no final do experimento | e nas dosader80 e 100 mg/kg de peso vivo até
os 34 dias, no final do experimento Il.. Nao foratiizados anticoccidianos buscando

um maior desafio entérico nas condi¢des experingenta
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4.2 EXPERIMENTO |
4.2.1 Delineamento do Experimento |
O delinamento do experimento | foi desenvolvido apavaliar dosagens
crescentes do antibidtico e sua resposta frenttesafio pelcClostridium perfringens
com uma dosagem aproximada de 1R&fu/ave, frente aos grupos controles, conforme

descrito na tabela 3.

Tabela 3 - Delineamento experimento | — 1.800 perachos

Tratamentos (via ra¢éo) Desafio porClostridium perfringens (via agua)
1 Avilamicina 10 ppm — 15 — 57 dias Sim

2 Avilamicina 20 ppm — 15 — 57 dias Sim

3 Avilamicina 30 ppm — 15 — 57 dias Sim

4 Controle infectado — N&o medicado Sim

5 Controle nédo infectado — N&o medicado N&o

Para evitar o risco de contaminagdo cruzada erdrdraiamentos, foram
utilizadas regras especificas referentes ao matagoboxes, equipamentos e fomites
(troca de calcados, uniformes, etc).

Antes do inicio do experimento, todo pessoal engolno manejo das aves,
recebeu instrucdes sobre os cuidados para evitataromacdo cruzada entre
tratamentos.

As aves foram vacinadas no incubatério contra Béaria e Pneumovirose.

Nenhum anticoccidiano foi incluido nas racdes papartunizar uma maior
desafio por coccidias e facilitar o desenvolvimatdajuadro entérico desejado.

Amostras das ragfes foram enviadas para andlise cpafirmar a auséncia de

anticoccidiano. (Anexo 2)

4.2.2 Dietas e arracoamento

O programa de arragcoamento foi dividido em 2 fasesdo ragao inicial (sem

medicacédo) do 1° ao 14° dia, racao de crescimeaniibéi dia ao 57° dia, medicada com
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antibiotico nos tratamentos 1, 2 e 3. Para osnreti@os 4 e 5 (Controle Infectado-Nao
Medicado e Controle N&ao Infectado-Nao Medicadoya@ido ndo recebeu nenhum
aditivo.

Dietas com elevados niveis proteicos foram formadae produzidas em uma
fabrica de racdes comerciais. Todos nutrientesnfosamilares as dietas comerciais
(Tabela 4).

Tabela 4: Niveis nutricionais recomendados pela&tiyga (Nicholas 700)

Nutrientes Inicial POO reScimento PO1
Energia metabolizavel aparente (kcal/Kg) 2910 3040
Proteina bruta ) (% 28 26
Lisina digestivel (%) 1,69 1,55
Met+Cis digestivel (%) 1,01 0,93
Treonina digestivel (%) 1,03 0,95
Célcio (%) 1,48 1,40
Fosforo disponivel (%) 0,76 0,70
Sadio (%) 0,17 0,17
Colina (ppm) 2000 1900

Fonte: Aviagen Turkeys Inc. — Nicholas 85x700

O antibidtico (avilamicina 10%) foi adicionado segamente, sendo que no
experimento |, foram utilizadas trés dosagens, pén ptratamento 1), 20 ppm
(tratamento 2) e 30 ppm (tratamento 3). O prodotaaélicionado a uma ragédo basal
Gnica, previamente preparada, assegurando os measn®s nutricionais para todos
tratamentos. Em funcdo da impossibilidade de edagamostras de racdes para analise
no exterior, foram consideradas as respectivasgeasa obedecendo-se 0s niveis de
incluséo do premix em cada batida de ragao.

As aves foram alimentadas a vontade, exceto nesetraque foram feitas as
inoculagbes conClostridium perfringens, ocasido em que o alimento foi retirado na
noite anterior a inoculagdo. O fornecimento de &pguiu 0 mesmo critério descrito
anteriormente.

Todos dados foram registrados individualmente, qmx e por tratamento, aos
14, 21, 28, 35, 42 e 57 dias de idade, para @aiao ganho de peso e consumo
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alimentar. A quantidade total de racdo fornecidaa peada box foi pesada nas
respectivas datas e os valores registrados.
Todas as aves mortas foram pesadas, individualmpata que o peso fosse

incluido no calculo da conversao alimentar, nol fileacada fase.

4.2.3 Selecao das aves e identificagéo

Foram utilizados 1800 perus neste experimento. §edrados, machos de 1 dia
de idade, provenientes do incubatério da Sadia 8mw,Chapecd, SC, da linhagem
Nicholas 700, saudaveis e com pesos homogéneas.esforam pesadas e distribuidas

aleatoriamente nos diferentes boxes, sendo ideadifis por tratamento e por repeticao.

4.2.4 Instalagbes e manejo

As aves foram alojadas em um galpdo experimenggdtado para a producao de
perus, com 12 x 104 metros, equipado com cortinestiladores, aspersores
uniformemente distribuidos no ambiente para o noadejventilacdo e temperatura. O
galpdo apresentava 90 boxes com 8 metros quadrddesquais 60 boxes foram
utilizados no experimento, contendo 30 aves por(B@5 aves por metro quadrado).

O experimento foi composto por 5 tratamentos, idisitios aleatoriamente, em

um sistema inteiramente casualizado, com 12 rejetigor tratamento.

Cada box estava equipado com um comedouro e umddatoe pendular.
Seguindo os procedimentos normais de manejo, aindgao foi de 23 horas no
primeiro dia de alojamento, seguida de 1 hora dag& nos 5 dias subsequentes, até
atingir um periodo de 18 horas de luz diaria, afidéa do experimento. A temperatura
foi mantida em 36°C no primeiro dia, seguindo oslrpas da linhagem nos dias
seguintes do experimento. As aves foram criada® s@ma que ja havia sido utilizada,
com aproximadamente 10 cm de profundidade, promtesede dois experimentos
anteriores no mesmo galpdo, nos quais nao foratadas enfermidades, buscando-se

com isso, um maior desafio entérico.
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4.2.5 Parametros avaliados

No primeiro dia de alojamento, foi calculado o pesédio das aves, por box.
Seguindo o protocolo estabelecido, foram avaliaplosteriormente, o peso médio,
consumo alimentar e conversao alimentar, resp@céate aos 14, 21, 28, 35, 42 e 57
dias de idade. As aves mortas foram pesadas indivitente, para correcdo da
conversao alimentar. As aves enfermas, sem acessaliraento e a agua, foram

eliminadas de forma humanitaria, seguindo os iaside bem estar dos animais.

4.2.6 Inoculacdo e monitoria de enterite necrética

O desafio foi efetuado através de inoculos, obtidgsartir de um caldo de
cultura, com aproximadamente 1 x*d@fu/ml de Clostridium perfringens obtido da
mesma espeécie, e relacionado a um caso clinicardpa: Foi administrado através dos
bebedouros, uma vez ao dia para todos tratamewios desafio ( T1 a T4 ). A
inoculacéo foi realizada ap6s um periodo prévigeflan hidrico de aproximadamente
4 horas, e durante 3 dias consecutivos, a partiddalia de vida das aves até o 16° dia,
seguindo um método adaptado de Collier et al, (R0@&ua limpa sem inéculo e no
mesmo volume, foi utilizada para tratar os grupostroles ndo medicados (T5). As
aves consumiram toda a agua fornecida, com e seenlos, em aproximadamente 30
minutos. No 18° dia, ou seja, 2 dias apés a ultinmculacdo, 1 ave por box, foi
escolhida aleatoriamente, sacrificada de forma hitdréa, e submetida a avaliacdo do
escore de lesfes intestinais, seguindo um modettficado aos padrdes descritos por

Prescott, J.F. (1979), conforme exemplificado mpsés de 1 a 5.

Figura 1 - Escore Zero (0) — Intestino sem altevagacroscépica
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Figura 3 - Escore 2 — Intestino com necrose ouaddes focais

Figura 5 - Escore 4 — Intestino com necrose severdensa tipica de

guadros clinicos

Amostras de intestinos foram enviadas ao labomtpdra avaliagdo dos
raspados de mucosa, a fim de identificar a pospresienca de oocistos Hemeria sp.,
mas os resultados foram negativos (Anexo 4)



36

4.2.7 Consideragdes sobre o bem estar dos animais

Preocupac0es relativas ao bem estar ou qualqueicéonespecifica de algum
animal no grupo experimental, foram levadas imadi@nteao conhecimento dos
coordenadores do experimento para avaliagcdo dasnativas de tratamentos e

direcionamento de acoes.

4.2.8 Analise dos dados

4.2.8.1Processamento das informacoes

Os ganhos médios de peso (g/ave) aos 14, 21, 28238 57 dias obtidos de
cada box, foram calculados a partir do peso vita 8o nimero de aves vivas pesadas
em cada periodo.

O consumo de racgao total (em kg) e peso total das @m kg), de cada box
avaliado, foram utilizados no calculo da converafimentar (kg racdo/kg de ganho de
peso). Consumo médio de racado (g/ave) de cadddiaglculado a partir do consumo
total de racdo em cada box, e o numero de aves wwa cada periodo avaliado,

respectivamente.

4.2.8.2Analise de variancia

Foram analisados: consumo de alimento, ganho dg pesversao alimentar e
mortalidade nos periodos de 1-14, 15-21, 22-28%®86-42, 43-57 e, no periodo total
de 1-57 dias de idade.

O software SA® (SAS Institute, 1988) foi utilizado para analissrdados do
experimento.

As diferencas entre as médias foram analisadaséatrdo teste de Tukey
(P<0.05).
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4.3 EXPERIMENTO II

4.3.1Delineamento do experimento

O experimento Il foi conduzido nas mesmas basesdelmeamento do
experimento |, com as seguintes modificacdes (Babel

Tabela 5 - Delineamento experimento Il — 2.16Qpenachos

Tratamentos (via ragéo) Desafio porClostridium perfringens (via agua)
1  Avilamicina 30 ppm — 15 — 34 dias Sim

2  Avilamicina 100 ppm — 15 — 34 dias Sim

3 Controle infectado — Nao medicado Sim

4 Controle ndo infectado — N&o medicado N&o

4.3.2 Dietas e arracoamento

O programa de arracoamento foi dividido em 2 fasesdo racao inicial (sem
medicacéo) do 1° ao 14° dia e, racao crescimenib@idia ao 34° dia (medicada com
antibiotico nos tratamentos 1 e 2). Os niveis oiwatniais foram os mesmos utilizados no
experimento I.

O antibiético (avilamicina 10%) foi adicionado segdamente. No experimento
II, o produto foi utilizado nas dosagens de 30 gppatamento 1) e 100 ppm (tratamento
2), respectivamente, sobre uma racao basal Unieaiamente preparada, assegurando
0S mesmos niveis nutricionais para todos tratarsefim funcdo da impossibilidade de
envio das amostras de racdes para analise noaexferam consideradas as respectivas
dosagens, obedecendo-se 0s niveis de inclusd@ohixpem cada batida de racéo.

Todos dados foram registrados individualmente,lqmor e por tratamento, aos
14, 21, 28 e 34 dias de idade, para avaliacdo dloogde peso e consumo alimentar. A
qguantidade total de racao fornecida para cada digxeSada nas respectivas datas e os
valores registrados.
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4.3.3 Selecédo das aves e identificacao

Foram utilizados 2160 perus no experimento |l. Boslexados, machos de 1 dia
de idade, provenientes do incubatdrio da Sadia &mw,Chapeco, SC, da linhagem
Nicholas 700, saudaveis e com pesos homogéneas.esforam pesadas e distribuidas
aleatoriamente nos diferentes boxes, sendo ideadifis por tratamento e por repeticao.

4.3.4 Instalacbes e manejo

As instalacdes apresentavam 94 boxes, cada um dee8imetros quadrados e
contendo 45 aves por box (5,62 aves por metro gdadlrO experimento foi composto
de 4 tratamentos, distribuidos aleatoriamente, ensigtema inteiramente casualizado,
com 12 repetigbes por tratamento, num total deck&d) ou seja, metade do galpédo (4
tratamentos x 6 repeticdes) foi devidamente lingesinfetado e isolado com duplas
cortinas, para evitar a passagem de pessoas eagwaniios, 0 qual recebeu cama nova
com aproximadamente 10 cm de espessura em cad® lmxra metade do galpéo (4
tratamentos x 6 repeti¢cdes), foi devidamente pesfzaporém, foi mantida com a cama
reutiizada de 2 lotes, para repetir as condigfesambiente do experimento I. A
instalagdo estava equipada com cortinas, ventdsder aspersores, uniformemente
distribuidos no ambiente para manejo de tempera&wentilacdo. Cada box continha
um comedouro e um bebedouro pendular. As aves esn@b23 horas de luz no
primeiro dia, seguidas de 1 hora de reducdo nom$ dlibsequentes, até atingir um
periodo de 18 horas de luz, cujo tempo foi mangidoo final do experimento. Quanto
as pesagens, foram realizadas com 14, 21, 2835 No primeiro dia, foi calculado o
peso médio por box. No primeiro dia de alojameatmperatura foi mantida em 36°C
e, seguindo os procedimentos padrbes da granjaimvgueal, registros de temperatura

méxima e minima, foram efetuados diariamente.

4.3.5 Parametros avaliados

No primeiro dia de alojamento, foi calculado o pesédio das aves, por box.
Seguindo o protocolo estabelecido, foram avaliagosteriormente, o peso médio,
consumo alimentar e conversao alimentar, aos 1428%E 34 dias de idade. As aves

mortas foram pesadas individualmente, para corrda@aconversdo alimentar. As aves
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enfermas, sem acesso ao alimento e a agua, forammazlas de forma humanitaria,

seguindo os principios de bem estar dos animais.

4.3.6 Inoculacéo e monitoria de enterite necrotica

Seguiu 0s mesmos padrdes utilizados no experimédescrito anteriormente).
O indculo foi administrado através dos bebedowos vez ao dia para todos
tratamentos com desafio (T1 a T3). Agua limpa sedeilo e no mesmo volume, foi

utilizada para tratar os grupos controles nao naeidis ( T4).

4.3.7 Analise dos dados

4.3.7.1Processamento das informacdes

Os ganhos médios de peso (g/ave) aos 14, 21, 28m8 obtidos de cada box,
foram calculados a partir do peso vivo total e mero de aves vivas pesadas em cada
periodo.

O consumo de racgao total (em kg) e peso total das @m kg), de cada box
avaliado, foram utilizados no célculo da converalitmentar (kg racado/kg de ganho de
peso). Consumo médio de racéo (g/ave) de cadddiamaglculado a partir do consumo
total de racdo em cada box, e o niumero de aves \@wa cada periodo avaliado,

respectivamente.

4.3.7.2Analise de variancia

Foram analisados: consumo de alimento, ganho dg pesversao alimentar e
mortalidade nos periodos de 1-14, 15-21, 22-28-8426, no periodo total de 1-34 dias
de idade.

O software SA® (SAS Institute, 1988) foi utilizado para analissrdados do
experimento. As diferencas entre as médias foraahsadas através do teste de Tukey
(P<0.05).
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4.4 EXPERIMENTO IlI

4.4.1 Processamento Histologico

As amostras de intestino foram seccionadas traseveente, desidratadas em
série de alcool em concentracdo crescente, inggdablocos de parafina e coradas

com hematoxilina e eosina conforme Luna (1968).

4.4.2 Anélise dos intestinos

Os intestinos foram divididos em quadrantes e nadte em sentido horario
conforme demonstrado na Figura 6. Em cada quadfaram avaliados seis itens: (1)
presenca de necrose, (2) hemorragia, (3) desprentindo epitélio, (4) oocistos de
eimeria, (5) bastonetes e (6) células inflamatpdasforme exemplificado nas figuras 7
all.

Neste experimento, com a finalidade de tornar dissn@ menos subjetiva
possivel, foi determinada uma avaliacdo de formearkd, recebendo escore zero
(auséncia) ou um (presenga), assim para cada equadvaderia obter-se um escore
maximo de seis. (Anexo 6).

O escore final do 6rgdo foi dado através da meédiaaima dos escores dos
quatro quadrantes, sendo assim, o maior escorergaeamostra poderia receber seria

seis.

4

Figura 6 - Compartimentalizacéo do intestino para

definicdo de escore microscépico
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Figura 8: ntestino com vilosidades necrosada®(agho HE; aumento 400 X)



42

400x)

N kA LN  — 1
Figura 10: Desprendimento do epitélio intestinald¢racdo HE; aumento 400x)
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Figura 11: Infilfragéo linfocitaria (coloagéo Hﬁ;lmeno 40x)
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5 RESULTADOS

5.1 Experimento |

Na tabela 6, observa-se que a conversdo alimeatar,42 dias, das aves
medicadas com o tratamento 3 (avilamicina 30 pmngstatisticamente melhor que o
grupo controle ndo infectado, ndo medicado, enqugoe ndo diferiu dos demais
tratamentos, inclusive em relacéo ao controle tatkr e ndo medicado. Aos 57 dias de
vida, a conversao das aves medicadas com o tra@arBefavilamicina 30 ppm) foi
significativamente melhor que o tratamento infegtado medicado, mas néo diferiu
das aves dos demais tratamentos (10 e 20 ppm owoleom&o infectado, né&o
medicado). Em relacdo aos demais parametros avaligebso medio, ganho de peso
diario, conversao alimentar e mortalidade), ndarfoobservadas diferengas estatisticas
entre os tratamentos. E importante observar o bepeficiente de variagdo (CV) em

relacdo aos parametros avaliados.

Tabela 6: Conversédo alimentar dos 14 aos 57 disgdade das aves em relacdo ao tipo

de cama.

Tratamentos CONV14 CONV21 CONV28 CONV35 CONV 42 Cubr
Avilamicina 10 ppm 1,135 1,294 1,356 1,447 1,587ab 1,673ab
Avilamicina 20 ppm 1,142 1,288 1,348 1,449 1,60lab 1,674 ab
Avilamicina 30 ppm 1,132 1,278 1,345 1,440 1579 b 1,663 b
Infectado Nao Medic. 1,147 1,292 1,348 1,453 1,602 ab 1,684 a
Nao infectados Nao Medic 1,159 304, 1,364 1,460 60D, a 1,681 ab
MEDIA 1,143 1,291 1,352 1,450 1,596 1,676
Ccv 2,93 1,95 1,54 1,39 1,45 1,00

Letras minUsculas diferentes na mesma coluna indiiferenca estatistica (P<0,05)

5.2 Experimento Il

Na tabela 7, referente ao experimento I, obseeva-sfluencia do tipo de cama
sobre o peso médio das aves. Houve diferenca isiggne (p<0,001) entre as meédias
de peso com relacdo a variavel analisada “ tipoatea”’, onde pode-se constatar peso
meédio superior aos 14 dias e aos 34 dias de idedpielas aves criadas sobre cama
nova. Também para esta variavel, é importanteredise baixo coeficiente de variagéo
(CV) em relacao aos parametros avaliados.
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Tabela 7: Peso médio dos 14 aos 34 dias de vidavdasem relacéo ao tipo de cama.

PM14 PM21 PM28 PM34
Tratamentos Nova/Velha/Média
Avilamicina 30 ppm 342/324/333 643/640/642 1137/1120/1128 1691/1609/1650
Avilamicina 100 ppm 357/326/341 672/648/660 1178/1126/1152 1744/1604/1674
Infectado N&o Medic. 344/319/332 640/634/637 1130/1091/1110 1677/1594/1636
N3o infectados N&o Medic 340/330/335 633/646/640 117/1119/1118 1664/1603/1633
MEDIA 346324 b/335 647/642/645 1141/1114/1127 1694 a/16a5H8
cv 4,38 3,96 4,15 3,93

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna imdditerenca estatistica (P<0,001)

Na tabela 8, com relacdo a variavel “conversdoaaiiar”, observou-se melhor
resultado aos 14 dias nas aves criadas sobre cawaa BEntretanto, aos 21 dias de
idade, ou seja, apés o periodo de desafio porridms, uma melhor converséo
alimentar, foi observada nas aves criadas sobre cagiina. Observou-se diferenca
estatistica entre os tratamentos, nas avaliacdesrdersédo alimentar dos 28 e 34 dias
de idade. Aos 28 dias, as aves que receberam raeda@ada com avilamicina na
dosagem de 100 ppm (tratamento 2), apresentaramvers@o alimentar
significativamente melhor, comparada com os tratao%e3 (controle infectado e néo
medicado) e 4 (controle nédo infectado, ndo medicaedmbora n&do tenha diferido
estatisticamente do tratamento 1 (avilamicina 3@n)ppCom relacdo a conversao
alimentar aos 34 dias de idade, a melhor respostabervada com o tratamento 2
(avilamicina 100 ppm) frente ao controle ndo irddo, ndo medicado, embora ndo
tenha diferido em relacdo aos demais tratamentbsyilamicina 30 ppm, T3- controle
infectado, ndo medicado). E importante observaaigdocoeficiente de variagdo (CV)

em relacdo aos parametros avaliados.

Tabela 8: Conversao alimentar dos 14 aos 34 dedadaaves em relacdo ao tipo de

cama.

CONY/1 CONV21 CONV28 CONV34
Tratamentos Nova/Velha/Média
Avilamicina 30 ppm 1,132/1,164481 1,263/1,252/1,257 1,312/1,2KD1 ab 1,376/1,371/1,373 ab
Avilamicina 100 ppm 1,133/1,155/414  1,257/1,230/1,244 1,310/1,26286 b 1,378/1,357/1,368 b
Infectado N&o Medic. 1,123/1,199%1,1 1,263/1,259/1,261 1,313/1,3781 a 1,383/1,399/1,391 ab
N3o infectados Nao Medic 1,118/1,158/1,138 1,267/1,247/1,257 1,318/1,32270,3 1,382/1,410/1,396 a
MEDIA 1,127 W69 a/1,148 1,262 a/1,247 b/1,255  1,3B38M/1,307 1,379/1,384/1,382
cv 3,39 2,08 2,08 1,80

Letras minUsculas diferentes na mesma coluna indiiferenca estatistica (P<0,05)

Na tabela 9, € possivel observar a influéncia daacaobre o consumo de

alimento. Em todas as fases de arragcoamento, as @aisgas sobre cama nova,
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apresentaram consumo significativamente superianelag criadas sobre cama
reutilizada (P<0,05). E importante observar o baigeficiente de variacdo (CV) em

relacdo aos parametros avaliados.

Tabela 9: Consumo de ragéo dos 14 aos 34 diagldedas aves em relacdo ao tipo de

cama.

CONS14 CONS21 CONS28 CONS34
Tratamentos Nova/Velha/Média
Avilamicina 30 ppm 387/377/382 812/801/807 1492/1447/1469 2326/2207/2267
Avilamicina 100 ppm 404/376/390 844/797/821 1543/1420/1481 2402/2175/2289
Infectado N&o Medic. 386/382/384 809/796/803 1484/1447/1466 2319/2230/2274
N3o infectados Nao Medic 380/382/381 802/805/804 472/1480/1476 2299/2260/2279
MEDIA 390830 b/384 817 a/800 b/808 1498 a/1448 b/1473 2336 a/2218 b/2277
cv 4,70 3,16 4,09 4,05

Letras minUsculas diferentes na mesma coluna indiiferenca estatistica (P<0,05)

Na tabela 10, demonstra que nos periodos entr® 2lla e 28-34 dias, ocorreu
um ganho de peso maior nas aves criadas sobre wawsa fendbmeno similar ao
observado no consumo de alimento. Em relacdo asigemariaveis, ndo observou-se
diferencas significativas, entre os tratamentodiad@s. E importante observar o baixo
coeficiente de variagédo (CV) em relagéo aos par@sewaliados.

Tabela 10: Ganho de peso por fase de criacao @aseav relagéo ao tipo de cama.

GANHOPESO14-2 GANHOPESO21-28 GANPIESO28-34
Tratamentos Nova/Velha/Média
Avilamicina 30 ppm 30163309 494/47948 554/#322
Avilamicina 100 ppm 31523219 506/478/492 565/4532
Infectado Nao Medic. 2961805 490/45A47 547/8%5
Nao infectados Nao Medic 293/308/3 484/474/479 547/484/515
MEDIA 0B b/317 a/309 4937a/6/483 55389 b/521
CvVv 4,42 5,38 5,60

Letras minlsculas diferentes na mesma coluna imdditerenca estatistica (P<0,05)

5.3 Experimento IlI

A tabela 11 apresenta os escores medios obtidosntkstinos das aves dos
experimentos | e Il avaliados macro e microscoperasn Foram utilizadas as 39
amostras que puderam ser aproveitadas na avalisgi@patoldgica (as demais foram
prejudicadas por problemas de acondicionamenta)spgmte ou consevagédo) e
comparadas com 0s escores macroscopicos obtidoesjmtivos intestinos. Observa-

se que had uma baixa correlacdo entre os distint®dos de avaliacdo (r=0,14).
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Também é possivel observar que o coeficiente dagZr da avaliagdo macroscopica
foi de 91% , enquanto na avaliacdo microscopicaaficdente de variagdo ficou menor

do que a metade da observacao anterior, ou séja,(@8exo 6).

Tabela 11: Escores médios dos intestinos das a&experimentos | e Il avaliados

microscopicamente.

Escore das lesdes Média dos escorB3(+S N Ccv R

Microscopicos 2,79 + 39 38% 0,14
1,06

Macroscépicos 1,05 + 39 91% 0,14
0,96

Nos experimentos | e Il, embora amostras do cootédkstinal, tenham sido
coletadas imediatamente ap0s a necropsia dos anipaia possivel isolamento e
contagem deClostridium perfringens, os cultivos realizados ndo conseguiram isolar o
agente. Possivelmente, em funcdo da metodolodizadt nas coletas e o tempo entre
as coletas e a semeadura em laboratorio, os r@ssitffteram inconclusivos.

Nas necropsias realizadas aos 18 dias (4° dia @pogio das inoculacdes)
foram observadas lesGes necréticas severas, comdegrdestruicdo da mucosa
intestinal, entretanto, ndo foi observada mortdigddam nenhum tratamento na fase de
desafio.

No segundo experimento, mesmo na area que recelea rwova, com galpao
completamente limpo, desinfetado e com vazio samitde 30 dias, ndo foram
observadas diferencas no quadro entérico, quantipartado com as aves criadas na
metade do galp&o na qual foi mantida a cama readé (2 lotes), sendo que o tipo e
grau de lesdes foram similares em relacdo as aogies do primeiro experimento. As
lesGes macroscopicas foram indicativas de cloes@&nas duas etapas avaliadas e com
as mesmas caracteristicas, porém mais intensasedaqggelas observadas na avaliagdo
do in6culo em nivel laboratorial. Nos dois expenios, o quadro entérico manifestou-
se apos o 2° dia de inoculacdo, com a presengezde tontendo muco alaranjado, e
leve desprendimento de mucosa (figura 12). Em aldnoxes, observou-se uma leve

reducdo no consumo de alimento, embora nenhumasssatiado a clostridiose clinica
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tenha sido relatado. A necropsia, aos 18 diasretisese escores severos, com grande
destruicdo da mucosa intestinal, dilatacdo dossceom grande acumulo de gas, com
escores de até 4 na escala modificada de Preké€ott,

Figura 12: Presenc¢a de muco alaranjado na muctesdinal
no 2° dia apés inoculagéo.

Foi realizada a impressdo da mucosa intestinaleflom¢g de algumas aves
necropsiadas, onde verificou-se a presenca deobd8ilam positivos compativeis com
Clostridium perfringens (figura 13).

Figura 13: Presenca de bacilos Gram positivos guneigsdo de mucosa intestinal
de peru Clostridium perfringens), através de coloracéo de Gram. (aumento 1000x).

Posteriormente, amostra do material utilizado nécuto foi enviada ao
laboratério de bacteriologia da Universidade de Baalo - USP, onde através da
técnica de PCR foi tipificada a bactéria co@wstridium perfringens do tipo A.
(Anexo 1)
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6 DISCUSSAO

O modelo de avaliacdo proposto nestes experimepéos, verificar a acédo de
um patégeno amplamente estudado como € o casclogridium perfringens
demonstra que ainda existem muitos aspectos n&rexsdos, principalmente, quando
relaciona-se com sua agéo em perus. Embora todtedog tenham sido tomados, para
evitar a contaminacao cruzada entre 0os grupostaufes e os ndo infectados, 0s grupos
controles ndo inoculados e ndo medicados apreaenti@sdes similares aos demais
tratamentos. Em funcao disso, surgiram duvidasretagéo a possibilidade de infeccdo
cruzada por outro patégeno que pudesse estar fFasegranja experimental, ja que no
primeiro experimento trabalhou-se com cama aviaeatilizada. Como nenhuma
patologia foi relatada nos experimentos conduzaitdsriormente, € possivel que tenha
ocorrido a passagem do agente durante o manep lmmtes. Outra hipétese levantada,
estaria associada a uma possivel contaminacaaddolin por algum agente viral que
pudesse manifestar ou exacerbar as lesdes entébsasvadas, como € 0 caso das
infeccdes enteropatogénicas em perus associadasracirus (TCV) ou astrovirus
(PEMS). A literatura relaciona em perus jovensrdedcdes causadas pela presenca de
E.coli enteropatogénica (EPEC) com o coronavirus causdaddiCV (Turkey Corona
Virus), podendo levar a quadros de refugagem sevatta mortalidade, segundo Guy
et al., (2000) apud BARNES et al, (2008). Alémsdisas lesbes macroscopicas
causadas pela infeccado viral (TCV) sdo semelhameslas observadas nas necropsias
das aves avaliadas aos 18 dias, com alguns irdegiadidos e flacidos e a presenca de
cecos distendidos com gas e conteudo aquoso. Esnsegperimentos, entretanto, ndo
foram observados sinais clinicos caracteristicagadpatologia, como por exemplo,
depresséao, anorexia, desidratacdo, hipotermia wa ke peso (SAIF, Y.M, 2008). A
mortalidade manteve-se normal em ambos experimertidsn disso, os técnicos
envolvidos com a producédo diaria desta espécitarata que os quadros associados de
TCV ndo apresentaram recuperacao rapida como avaldse(Comunicacédo pessoal,
Dr. Jair De Toni). A literatura associa estas igiEs virais a altas taxas de mortalidade
segundo Guy et al., (2000) apud BARNES et al, (20B8ta possibilidade, embora nao
descartada completamente, pela dificuldade derigoéssociar a presenca dos virus a
manifestacdo clinica das enteropatias observadasfan observada nos lotes criados
anteriormente na granja experimental e tampouc®jsudadores do laboratério onde as

aves utilizadas para a preparacao dos in6culomforadas.
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Para esclarecer ainda mais esta duvida, decidpeke repeticdo do teste do
in6culo em isoladores, para fazer a comparacaauddrq entérico com aves infectadas
e nao infectadas, no mesmo periodo, e para veriical a possibilidade de as aves ja
chegarem ao laboratorio infectadas com algum tgppaddgeno viral ou bacteriano, que
poderia confundir o quadro entérico, com lesfesfintes e na mesma faixa etaria —
18 dias - , quando foram realizadas as necropSaguadro de lesbes observado na
avaliacdo das aves criadas nos isoladores, repetiservado em granja experimental,
embora com sinais mais leves.

Paradoxalmente, ao contrario do que era esperadtépaicos com mais de
trinta anos de experiéncia em producao de perestefrao grau de lesbes observados
nas necropsias nos dois experimentos, ndo foi a@gst mortalidade em nenhum
tratamento e, dois a trés dias ap0s a necropsiaunesinal clinico que pudesse estar
associado a enteropatia foi observado. Também eaeesficou nenhum sinal que
pudesse caracterizar desconforto ou sofrimentcades, como diarréia, por exemplo.
Observacdo semelhante é feita por Gholamiandehketrdal., (2007), em cujo
experimento as lesbes em frangos de corte forarenaaas na metade das aves
inoculadas, 4 dias apds a exposicaoChostridium perfringens e, ndo foram mais
observadas nas aves apoés 2 dias do aparecimeriasdas. O autor ndo faz referéncias
quanto a mortalidade. Também néo verificou difessrgjgnificativas no grau de lesdes
por clostridiose entre os diferentes tratamentadiados.

Outra hipotese levantada € se outra bactéria peidestsr contaminando o
in6culo, além doClostridium perfringens. Esta hipbétese, porém, foi descartada
considerando-se a condi¢cédo de anaerobiose e wisidldeé do meio de cultura utilizado.

Diversos modelos experimentais baseiam-se na associde distintos fatores
estressores, sejam eles nutricionais, com dieh@ase& de farinha de peixe ou amidos de
baixa digestibilidade, de manejo e presenca deosytatégenos como vacinas de
coccidiose e outros fatores imunodepressores, gagaaumente a probabilidade de
aparecimento de lesdes causadasQbastridium sp., seja em sua forma clinica ou sub-
clinica. (KALDHUSDAL & HOFGSHAGEN,1992); (COLLIER te al, 2003);
(WILLIANS et al, 2003); (GHOLAMIANDEHKORDI et al,207).

Em nossos experimentos, embora o indculo ndoatesiio administrado
individualmente e, portanto, ndo tivéssemos gaai#i que todas as aves receberam a
mesma dosagem, a concentracdo elevada que faiaddlide 1x1§ UFC por ave,

demonstrou que foi suficiente para desenvolver adgu entérico, independente de
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outras variaveis associadas. Nos raspados de mueatiaados em amostras de
intestinos das aves necropsiadas, nao foi idesdifigoresenca de oocistos, mesmo sem
adicionarmos anticoccidianos a dieta (Anexo 4p fsis leva a questionar se frente a
diferentes condi¢cbes, a resposta dos perus de eartelesafio porClostridium
perfringens, pode ser comparada de forma simples e direta, asmalteragbes
observadas em frangos de corte. Entendemos, quiosstomparativos necessitam ser
feitos para avaliar a suscetibilidade das difeseagpécies.

Em alguns aspectos avaliados, o desempenho geralvda foi melhor naquelas
aves criadas em cama nova, onde é provavel quauodgr desafio por outros agentes,
tenha sido menor, justificando esta diferenca enmhgale peso (média) e conversao
alimentar.

Na média geral dos pesos aos 57 dias para o exganh verificou-se leve
reducao (1,9%) comparado com a tabela padréao parhagem (PM 4,511 Kg x 4,60
Kg tabela) e aos 34 dias para o experimento tlfiseu-se (PM 1,648 kg x 1,860 kg
tabela), com uma reducéo frente a tabela padrdimttigem de 12,8%, demonstrando
que a medida que avanca a idade diminuiram asedfas de peso, em relacdo aos
valores esperados (Anexo 5).

Os escores de lesfes intestinais ndo apresentdienenda estatistica entre os
tratamentos. As aves nao receberam anticoccidemosenhuma das fases da criagéo,
entretanto, ndo foram observadas lesbes por coseide tampouco 00cCistos nos
raspados de mucosa (Anexo 4). Nesta condicdo, ériampe salientarmos a acao
fundamental dos agentes ion6foros como antimicnasidgram positivos.

Aos 21 dias de idade, ou seja, logo apds o perdeddesafio por clostridios,
observou-se uma melhor conversdo alimentar naquelas criadas sobre cama
reutilizada, levando-nos a questionar se estariais protegidas imunologicamente e
com melhores condi¢gBes de resisténcia especifidemmasta fase mais critica ja que,
nas subsequentes, as melhores respostas zootéaiteaam a ser observadas nas aves
criadas sobre cama nova, onde o desafio por cagy@stes poderia ser mais baixo. Foi
observada diferenca estatistica, nas avaliacoesrdarsao alimentar dos 28 e 34 dias
de idade. Aos 28 dias, observou-se uma melhor cewaas aves que receberam racéo
medicada com avilamicina 100 ppm (tratamento 2 diferenca significativa frente
aos tratamentos 3 (controle infectado e ndo medjoad (controle nédo infectado, nédo
medicado), embora ndo tenha diferido estatisticéna@m tratamento 1 (avilamicina 30

ppm). Este aspecto é importante, e nos leva a domasideracdes: 1) triplicando a
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dosagem do antibiético (30 ppm) observa-se umecef’sitivo sobre alguns parametros
e 2) o medicamento foi desenvolvido com dosagerspapdas para controlar desafios
normais de campo considerando-se, como referéamia, populacdo d€lostridium
perfringens em frangos de corte de 100 UFC/g de fleo (Ixd0 10 mil UFC/g de
cecos (1x1® (WISE,M.; SIRAGUSA, G. R., 2005). Entretanto, enossos
experimentos as mesmas dosagens de avilamicina fasadas para um desafio de 10
bilhdes de UFC (1x18) por ave Se, por um lado, o alto desafio foi capaz de dymiv

0 quadro entérico com clareza, por outro, podedbrepujado em muito a capacidade
de dose x resposta do terapéutico.

Em relacdo ao ganho de peso, observou-se umamageitos periodos entre 21 e
28 dias e dos 28 aos 34 dias, nas aves criadas catma nova, 0 que pode indicar uma
capacidade de recuperacdo mais rapida em condig@eguais supde-se existirem um
namero menor de variaveis atuando simultaneamentesafio por clostridios.

A literatura consultada é restrita quanto a acadlastridium perfringens na
mucosa intestinal de perus. Os inumeros traballidicados em frangos de corte
parecem néo refletir o quadro observado em penuds A inoculacdo da bactéria houve
uma rapida recuperacdo das aves, sem compromeferndie relevante os parametros
produtivos, contrastando com o que a literaturataeém frangos de corte, onde os
prejuizos sdo consideraveis. Varios autores relatandanos da clostridiose sobre a
performance e mortalidade em frangos de corte SMEIKHLY et al, 1977); (AL
SHEIKHLY et al, 1980); (ELWINGER, K et al,1992); RAVEN, S.E. et al, 2001);
(LOVLAND, A. et al, 2001); (LOVLAND, A. et al,2003YOPENGART, K. 2008). Ao
contrario, poucos trabalhos relatam a presenca rderite necrética em perus.
(ELEAZER, T.H. et al, 1976); (GAZDZINSKI et al, 199 (NORTON, R.A. et al,
1992); (DROUAL, R. et al, 1994).

Pela elevada dosagem de inoculagéo utilizada egralode lesbes observadas
na necropsia, foi consenso dos técnicos (comurocpedsoal — Dr. Jair De Toni e
equipe) que trabalham com perus em nivel de pradugé em condi¢cdes de campo, o
nivel de lesGes observado teria sido suficient@ gausar prejuizos severos, como
mortalidade elevada e perda de produtividade, oas@smo grau de lesfes ocorresse
em frangos de corte. Entretanto, nos dois expetwseronduzidos, a mortalidade foi
baixa e as aves ndo demonstraram sinais clinicoinfdecdo severa, tais como
depressao, inapeténcia, diarréia, etc. Ou sejagagdo dos perus, foi atipica se

observarmos os sinais clinicos descritos na lilesgtara frangos de corte.
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No que refere-se a clostridiose, entendemos q@ee&ssaria muita precaucao ao
extrapolarmos dados de pesquisas em frangos aepaod a producao de perus.

Em relacdo a comparacao das lesbes macroscopecas &s lesbes observadas
na avaliacdo histopatologica, observou-se que a®rees de lesdes intestinais
identificados macroscopicamente por técnicos coris @ 30 anos de experiéncia em
producéo e diagndstico de campo, e correlacionemimsos escores citados na literatura
cientifica para frangos de corte (PRESCOTT etll79) ndo demonstraram correlacéo
quando avaliados microscopicamente, ou seja, endstacnicas de avaliacbes sejam
diferentes, para um maior escore macroscopicohnéwe a esperada correspondéncia
no escore da lesdo através de histopatologia. €-@er@sta observagdo, € importante
considerar se a subjetividade nas analises magicastndo seria um fator que pudesse
levar a conclusfes equivocadas nesta correlac@ogej@do existe até 0 momento, uma
forma mais apropriada de mensurar 0os graus mag@ioesode lesdes entéricas, em
funcao da diversidade de formas com a qual seeqgeesa. Como foi feito na avaliagédo
microscopica, talvez fosse interessante buscar mowa alternativa de classificacao,
para tornar o diagnostico menos subjetivo possWalro aspecto a considerar, € o
relato de veterinarios responsaveis pela produg@®na préatica, observam uma maior
resisténcia dos perus, quando expostos a niveislisames de infeccdo por clostridios,
no que refere-se a agressao intestinal e quand@arados com a suscetibilidade
observada em frangos de corte. Embora, no Unidmaltra recente publicado por
pesquisadores brasileiros sobre a relacdo de |lgm@®®cadas por coccidiose em
frangos de corte (ASSIS et al, 2010) demonstrarama correlagcéo direta e positiva
(r=0,55 a 0,64) entre os achados macro e microsa®pde lesdes, em noOSso
experimento, as avaliacfes apresentaram uma agoekmixa (r=0,14). A duvida é, se
esta correlacéo € baixa de fato, ou o sistema diéaedo de lesdes macroscopicas €,
também, extremamente subjetivo. Neste caso, sgaeessante buscarmos desenvolver
padrdes de avaliacdo mais criteriosos para assesaeroscopicas. Além disso, embora
0s escores de lesbes tenham sido avaliados porafisspnal experiente, o coeficiente
de variacdo observado na avaliagcdo macroscopicaxfemamente elevado (91%), o
que reforga nosso questionamento quanto a inflaéestes aspectos nas avaliacoes.
Pela experiéncia que obtivemos, durante quaseatenbs, executando necropsias e
treinando técnicos de campo para o controle derraidades entéricas, pudemos
entender que todas aquelas hipoteses e considerdeiam a questionar algumas

praticas usuais quanto aos critérios, também s$uigetda utilizacdo de medicamentos
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na prevencao e controle de enfermidades entéribageeus, ja que todos os padrbes
baseiam-se em experiéncias cientificas desenveh@dafrangos de corte, e em nossa
opinido, nao deveriam ser simplesmente transfepdes outras espécies, considerando
cada particularidade.

Outro aspecto que necessita ser levado em consider@ se o tempo, de
aproximadamente 10 a 15 minutos, entre o sacriflamaves e a avaliagdo do escore
intestinal possa ter oportunizado uma maior acapingica (fosfolipases) que
comprometesse uma analise mais criteriosa dasslesleste caso, a habilidade e a
rapidez do técnico de campo/laboratério, podefiaénciar a resposta, considerando-se
a grande subjetividade nos diagndsticos e a iméréga de inimeros fatores, como
idade da ave, patogenicidade da cepa, estado iGgioo) entre outros fatores. Uma
davida levantada é se a metodologia de coletardestinos ndo possa ter influenciado
os resultados obtidos na correlacdo de lesGes sw@@Eicas e microscopicas. Para
responder a este tipo de questionamentos, o CeetrDiagndstico e Pesquisa em
Patologia Aviaria — CDPA estd desenvolvendo umaodwmbgia comparando a
influéncia dos diferentes tempos entre coletas afenmal a necropsia e sua conservacao
sobre a qualidade e o grau de lesdes observadossgopicamente.

Em nosso experimento, em funcdo do numero limitaigo publicagcbes
correlacionando a influéncia de patdgenos intests@bre o grau de destruicdo entérica
e 0 impacto sobre os resultados de producao, espeod poder relacionar as antigos
métodos de avaliacdo (escores de lesdes macroasogiclesbes microscopicas)
utilizadas em frangos para diagndstico de cocaidiesclostridiose (JOHNSON &
REID, 1970; PRESCOTT, 1979) para interpretar auéricia destes patdgenos em
perus; entretanto, ao buscarmos uma base de @dmelpara suportar nossas
observacdes barramos na falta de dados cientiBobse este assunto. InUmeros
trabalhos correlacionam o escore de lesGes poridiose e enterite necrética em
frangos de corte ao desempenho zootécnico das(@eSHEIKHLY & AL-SAYEG,
1980); (BABA et al., 1997); (WILLIANS, 2005); (PERS et al, 2006). Entretanto,
nao localizamos na literatura nenhum trabalho @sdo lesdes entéricas causadas por
clostridiose ao desempenho dos perus.

Isto demonstra, em nossa opinido, a necessidaa@idesstudos para buscarmos
identificar a possivel influéncia de métodos detmd@ da clostridiose sobre a
morfologia intestinal de perus infectados e examiaacorrelacdo entre as lesdes

macroscopicas e 0s danos microscopicos causad@gsmidium sp, ja que sem estas
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informacBes podemos, equivocadamente, extrapoldodo® de avaliacdo de uma
espécie para outra, sem nenhuma base cientifiopréguta.
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7 CONCLUSAO

Frente ao objetivo inicial do experimento, que erale avaliar a acdo da
avilamicina como terapéutico no controle de erdgenitecrotica em perus, nao
conseguimos demonstrar todos os beneficios do farodonsiderando as condi¢des de
extremo desafio entérico verificadas, as quais réema a outras observacdes
interessantes, ndo associadas ao medicamento. ekitensevera ndo determinou
alteracOes significativas nos resultados zootéendms perus, principalmente, no que
refere-se a mortalidade. Verificou-se que algursirpetros avaliados daquelas aves
criadas em cama nova, apresentaram melhoriasisajiviis frente as aves criadas em
cama reutilizada. No experimento Il, logo apés oqu® critico de desafio, ou seja, aos
28 dias de idade, as aves medicadas apresentardroransignificativa na converséo
alimentar quando comparadas com as aves dos @mindectados, ndo medicados e,
nao infectados, ndo medicados. As aves criadas amna qova, apresentaram um
consumo de alimento significativamente superioeagicriadas em cama reutilizada.

Na relacdo de avaliagbes macro e microscopicasledé®s entéricas, ficou
evidenciada a falta de correlagdo nos métodosafgdstico. Em relacéo aos itens de
avaliacdo eleitos para medir as lesfes microscepif@ possivel observar um
coeficiente de variacdo (CV) de 38% , menos da aeetio obtido nas avaliacdes
macroscopicas cujo CV foi de 91%, reforcando nossaissideracfes quanto a
subjetividade dos métodos diagnodsticos utilizadoalamente. O desempenho geral das
aves foi melhor naquelas aves criadas em cama Nagacondi¢cdes deste experimento,
a avilamicina ndo pode demonstrar sua eficaciatdra um desafio de TOUFC/ave
(10 bilhdes de bactérias/ave) mas, ainda assineyals-se melhora significativa frente
a alguns parametros avaliados.

Podemos observar, através destes experimentos, muias duvidas
permanecem e muita pesquisa sera necessaria patdi¢dr os efeitos das agressoes
intestinais em perus, com relacdo ao desempenipoodecéo, ficando evidenciado o
cuidado que devemos ter ao extrapolar padréesad@a@itico utilizados em frangos de

corte para outras espécies.
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ANEXO 1: Laudo ref. Identificacdo e Classificacdo do Patége

TF.: USP UNIVERSIDADE DE 540 PALULD
1
s FACLLDADE DE MEDICINA VETERIMARLA E 200TECHIA
I'_:U.‘_ﬁ:-' Departaments de Medicing Weberinara Preventiva & Satde Animal

mimiims | 4. Frof. Dr. Oviando Mergues de Paiva, n® 87
5 Cidade Universitaria, 550 Faulo-5F CEF 03305-270

LABORATORIO DE SANIDADE SUIMNA
Tel: 11 3091-1377
Tel: 11 3091-T926
FAX: 11 3091-7923

Responsdvel: Anne Caroline de Lara RG: 45
Data de chegada no laboratdrio: 31.03.2010 Pagina 1de 1
Empresa: Sadia

Proprietario: - Cidade/UF: Concordia f 5C

Material enviado: 1 estoque de Clostridium perfringens.

Exames solicitados: Reagdo em cadeia pela polimerase (PCR).

* Resultado: Clostridium perfringens tipo A.

530 Paulo, 04 de maio de 2010.

Prof®. Dr*. Andrea Micke Moreno
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ANEXO 2: Andlise de Ativo por HPLC — Experimento |
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ANEXO 3: Anélise de Ativo por HPLC — Experimento Il
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ANEXO 4 - Laudo laboratorial — raspado de mucossstinal para identificacdo da

presenca de oocisto&neeria sp.
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ANEXO 5 — Desempenho de peso da linhagem Nich@a@s<85 Machos

\..N. m ﬁ Nicholas B85 x 700

Commercial Performance Qbjectives - Males

Pl - My
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ANEXO 6 — Exemplo da Tabela de Avaliacédo de Leddiesoscopicas
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