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Detecéo e Quantificacdo Precoce de Clostridium perfringens em Frangos de

Crescimento Répido e de Plumagem Branca na Regido de Lisboa e Vale do Tejo

RESUMO

Clostridium perfringens é uma bactéria anaerobia Gram positiva, formadora de
esporos e produtora de toxinas capazes de causar um amplo espectro de doencas em humanos
e animais. Em frangos de crescimento rapido e de plumagem branca pode causar lesbes e
manifestacdes clinicas severas como enterite necrotica aviaria (ENA), associada a uma baixa

eficiéncia produtiva e avultadas perdas econdmicas.

Neste estudo pretendeu-se avaliar a utilizacdo de um teste de ensaio
imunocromatogréfico de fluxo lateral, o Clostridium FirstTest™, para detecdo e quantificacéo
precoce de C. perfringens em frangos de crescimento rapido e plumagem branca e posterior
relacdo entre a presenga do agente e as caracteristicas dos bandos (peso médio a chegada,
idade dos bandos a amostragem), fatores ambientais (densidade populacional, temperatura
ambiente, humidade da cama) e os indicadores de producdo (ganho médio diério, indice de
Conversdo Alimentar e percentagem de mortalidade). Para tal, foram analisadas amostras
fecais de trinta bandos, em dezoito exploragdes integradas, na Regido de Lisboa e Vale do
Tejo. De acordo com a classificacdo do Clostridium FirstTest™, dos trinta bandos amostrados
entre 0 décimo primeiro e o décimo quinto dia de vida, 30 % foram classificados como
“Positivo” (n=9) e 10 % foram classificados como “Muito Positivo” (n=3); apresentando
concentra¢fes médias de C. perfringens de 0,1322 ng/ml e 0,3267 ng/ml, respectivamente. Os
restantes bandos, 60% (n=18), foram considerados “Normal” e apresentaram concentracfes
médias de C. perfringens de 0,0283 ng/ml. As amostras fecais dos bandos classificados de
“Positivo” e “Muito Positivo” foram posteriormente sujeitas a analise microbiologica
apresentando ambos os grupos unidades formadoras de colonias (UFC), identificadas como C.
perfringens. Verificou-se que ndo existe relagdo entre os resultados do Clostridium
FirstTest™ e as caracteristicas dos bandos, os fatores ambientais e os indicadores de
producdo. Verificou-se uma diminuicdo dos niveis de C. perfringens nos bandos sujeitos a

tratamento.

Palavras-Chave: Clostridium perfringens, Clostridium FirstTest™, enterite necrética aviaria,

detecdo e quantificacdo precoce, frango de crescimento rapido e plumagem branca.
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Early Detection and Quantification of Clostridium perfringens in Broilers in the

Region of Lisbon and Tagus Valley

ABSTRACT

Clostridium perfringens is an anaerobic Gram-positive, spore-forming bacterium,
which produces toxins that can cause a wide spectrum of diseases in humans and animals. In
broilers may cause injuries and severe clinical manifestations, as avian necrotic enteritis
(ANE), associated with a reduction in production efficiency and an increase in economic

losses.

In this study we evaluated the use of a test lateral flow immunochromatographic assay,
Clostridium FirstTest™ for detection and quantification of C. perfringens in broilers. We also
analyzed the effect of C. perfringens overgrow and some characteristics of the flock such as:
weight on arrival and age of birds during the analysis, environmental factors such as:
population density, temperature, wet litter, and indicators of production such as: average daily
gain, feed conversion ratio and percentage of mortality. Towards this, fecal samples of thirty
broiler chicken groups were analyzed in eighteen farms in the Region of Lisbon and Tagus
Valley. According to the Clostridium FirstTest™ classification, out of the thirty flocks
sampled between the eleventh and the fifteenth day of age, 30% were classified as "Positive"
(n=9) and 10% were classified as "High Positive™ (n=3). According to the test, the groups
classified as "Positive™ and "High Positive” showed concentrations of C. perfringens of
0.1322 ng/ml and 0.3267 ng/ml, respectively. Sixty percent (n=18) were considered "Normal”
and showed an average concentration of C. perfringens of 0.0283 ng/ml. The fecal samples
from flocks classified as "Positive” and "High Positive" were subjected to microbiological
analysis and both groups showed colony-forming units (CFU), identified as C. perfringens.
It was found that there is no relationship between the results of Clostridium FirstTest™ and
the characteristics of the flocks, environmental factors and production efficiency indicators.
However, there was a decrease in the levels of C. perfringens in the flocks that received

treatment.

Keywords: Clostridium perfringens, Clostridium FirstTest™, avian necrotic enteritis,

early detection and quantification, broilers.



ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

°C — graus centigrados

> — maior

> — maior ou igual

< —menor

® — Marca Registada

T™ _ Trademark

% — percentagem

C. perfringens — Clostridium perfringens
ELISA — Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay
ENA — Enterite Necrética Aviaria

g —grama

i.c. — Indice de Conversio Alimentar

I.Cf. — intervalo de confianca

Interaves - Sociedade Agropecuaria, S.A. — Interaves - Sociedade Agropecuaria, Sociedade
Anoénima

kg — quilograma

km - quilometro

| — litro

ml - mililitro

LFDs — Low-cost lateral-flow assays

ng - nanograma

Obs. — observacdes

PCR — Polymerase Chain Reaction
RLVT - Regido de Lisboa e Vale do Tejo
UFC — Unidade Formadora de Colonia
USB — Universal Serial Bus

VS - VErsus
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1. INTRODUCAO

C. perfringens, uma bactéria anaerobica Gram positiva, formadora de esporos, é
considerada o maior patogénio na industria avicola, sendo responsavel por causar lesdes e
manifestacBes clinicas severas, incluindo enterite necrotica avidria (ENA), dermatite
gangrenosa, colangiohepatite e erosdes e Ulceras na moela (Brennan et al., 2003; Lovland et
al., 2004; Thompson et al., 2006). Estas patologias, e em especial a enterite necrdtica, causam
perdas significativas na inddstria avicola, nomeadamente, um aumento da mortalidade das
aves afetadas, diminuicdo do ganho médio diario, aumento dos gastos em terapéutica,
aumento dos indices de conversdo, bem como o aumento do risco de contaminacdo dos

produtos avicolas que se destinam ao consumo humano (Hafez, 2011; Timbermont, 2011).

Apesar da importancia crescente do C. perfringens e dos seus efeitos ao nivel da
industria avicola mundial, uma vez que se estimam perdas econdémicas associadas aos surtos
de ENA com valores superiores a dois milhdes de ddlares por ano (Van der Sluis, 2000), a
metodologia para detecdo e quantificacdo deste agente é ainda incipiente. No entanto, o
interesse cientifico sobre este assunto tem vindo a crescer e novos fatores de viruléncia de C.

perfringens foram descobertos (Keyburn et al. 2008; Timbermont, 2011).

Nas ultimas décadas o controlo da ENA foi baseado na administracdo, no alimento, de
antibidticos promotores de crescimento (Engberg et al., 2000; Brennan et al., 2001a; 2003).
Contudo, e devido a preocupacao crescente com a propagacao da resisténcia antimicrobiana, o
seu uso foi interdito pela Unido Europeia, o que tem contribuido para um aumento da
prevaléncia de doencas economicamente importantes (Van Immerseel et al., 2009). E por isso
cada vez mais importante uma detecdo e quantificacdo dos niveis de C. perfringens
precocemente, a fim de uma atuacdo terapéutica que ajude no controlo dos indices de

producdo e menores perdas econémicas.

A presente dissertagdo foi desenvolvida durante o Estagio Curricular de conclusdo do
Curso de Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria, da Faculdade de Medicina Veterinaria

da Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias (ULHT).

O estagio decorreu na empresa Interaves — Sociedade Agropecuéria, S.A. no periodo
de tempo entre 3 de Outubro de 2011 e 3 Fevereiro de 2012, tendo sido supervisionado pelo
Dr. Jodo Correia Rasquilho Raposo, que ali desempenha funcdo de Médico Veterinario, dando

assisténcia a producdo avicola.
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O presente estudo tem como objetivo geral determinar se o Clostridium FirstTest™,
um teste imunocromatografico de fluxo lateral “on farm”, € um instrumento Util para detecéo
e quantificacdo precoce de C. perfringens em amostras fecais de frangos de crescimento
rdpido e plumagem branca, e desta forma vantajoso para a producdo avicola. Pretendeu-se
também determinar se as diferencas das concentracbes de C. perfringens detetadas pelo
Clostridium FirstTest™ tém impacto nos indicadores de producdo (ganho médio diério,
indice de Conversdo Alimentar e percentagem de mortalidade); caracterizar os bandos de
acordo com as suas caracteristicas (peso médio a chegada, idade dos bandos a amostragem) e
fatores ambientais (densidade populacional, temperatura ambiente, humidade da cama) e
avaliar a existéncia ou ndo de uma relacdo com a presenca de C. perfringens; e pretendeu-se

ainda avaliar a concordancia do Clostridium FirstTest™ com a analise microbioldgica.

Tencionou-se com 0s objetivos deste estudo, responder a seguinte questdo de
investigacdo: “Serd a metodologia Clostridium FirstTest'™ Gtil para a producdo primaria de

frangos de crescimento rapido e plumagem branca?”

Para que tal fosse possivel, foi contactada a Lilly Portugal (Elanco Animal Health) —
empresa distribuidora do Clostridium FirstTest™ (BioX Diagnostics e Elanco Animal
Health), que se disponibilizou a colaborar, bem como o Laboratério Socampestre que

comparticipou as analises microbioldgicas.

A realizacdo deste estudo envolveu trabalho de campo, comecando pela rececdo dos
pintos do dia e a sua pesagem a chegada, a recolha de amostras fecais entre 0s 11 e os 15 dias,
nova recolha de amostras fecais entre os 26-28 dias em bandos cujo resultado foi “Positivo”
(30%) ou “Muito Positivo” (10%); trabalho de laboratdrio através da realizacdo dos ensaios
imunocromatogréficos de fluxo lateral com Clostridium FirstTest™ (BioX Diagnostics e
Elanco Animal Health) e analises microbioldgicas as amostras fecais colhidas entre os 11 e
15, e 0s 26 e 28 dias com resultado “Positivo” ou “Muito Positivo” € 0 tratamento e a anélise

dos dados obtidos para elaboracdo da presente dissertacao.

Foram acompanhados no total 30 bandos de frango de crescimento rapido e de
plumagem branca em dezoito exploracGes integradas da Interaves — Sociedade Agropecuaria,

S.A. na Regido de Lisboa e Vale do Tejo, num total de 617 600 aves.
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1.1. Clostridium perfringens

1.1.1. Caracteristicas Morfoldgicas e Fisico-Quimicas

Clostridium perfringens é uma bactéria Gram positiva em forma de bastonete (Figura
1), anaerdbica, formadora de esporos, encapsulada e imével (Cato et al., 1986). E uma
bactéria ubiquitaria que pode ser encontrada no solo, na poeira, nas fezes, nos alimentos, na
cama utilizada na avicultura, nos intestinos da maioria dos animais saudaveis e dos seres

humanos (Opengart, 2008).
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Figura 1 - A bactéria Clostrldlum perfrlngens

Esta fotomicrografia revela um nimero de bactérias de Clostridium perfringens que foram cultivadas em meio

Schaedler, e subsequentemente coradas com o0 método Gram [1000 X].
(Fonte: http://www.ppdictionary.com/bacteria/gpbac/perfringens.jpg; Acedido em Janeiro de 2011)

O seu crescimento ocorre dentro de intervalo de temperatura de 12-50°C e o pH entre
6,0 e 7,0 (Adams e Moss, 2008). Nas condicdes ideais de temperatura entre 43 e 47°C, C.
perfringens cresce de forma extremamente rapida, com um tempo de geracdo de 8-10 min e

acompanhado por producdo abundante de gas (Bryant e Stevens, 2002).

C. perfringens forma por diferenciacdo da célula bacteriana vegetativa, esporos
resistentes, associados a maior resisténcia e baixo metabolismo da bactéria, que lhe permite
sobreviver em condicGes extremas e fisico-quimicas adversas como variagdes de temperatura,

dissecacgéo e acidez do meio (Cato et al., 1986).
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C. perfringens apesar de ser classificado como microrganismo anaerobio pode
sobreviver e crescer na presenca de oxigénio. Em meio de agar sangue, as unidades
formadoras de coldnias (UFC’s) formam coldnias arredondadas, umbilicadas e brilhantes. As
colonias sdo circundadas por um halo interno de hemolise incompleta causada pela toxina
theta e outra zona externa de hemolise completa causada pela toxina alfa (Quinn et al., 2005)
(Figura 2).

Figura 2 - Clostridium spp.: cultivo em anaerobiose em colonia de agar sangue.
As col6nias podem apresentar um aspeto pleomérfico, sendo possivel observar o halo interno de hemolise
incompleta e a zona externa da hemélise completa.

(Fonte: http://fundacionio.org/img/bacteriology/img/clostridium_02.jpg, Acedido em Janeiro de 2011)

1.1.2. Caracteristicas das Toxinas Clostridiais

C. perfringens é dividido em 5 bidtipos A, B, C, D, e E com base na sintese de quatro
principais toxinas letais: alfa, beta, épsilon e iota. Juntamente com estas quatro toxinas
principais, C. perfringens também produz a enterotoxina (cpe) e a toxina beta2 (cpb2) que sdo
consideradas importantes para doencas entéricas (McDonel, 1986; Songer, 1996; Waters et
al., 2003, Smedley et al., 2004, McClane et al., 2006).

Os genes codificadores das toxinas do C. perfringens apresentam localizacdo
cromossomica ou plasmidica. Os genes codificadores das toxinas alfa (cpa) e theta (pfoA) sdo
de localizagdo cromossdmica, porém o gene da enterotoxina (cpe) pode ser cromossdmico ou
plasmidico. Os genes das restantes toxinas principais sdo plasmidicos (Petit et al., 1999)
(Tabela 1).

17



Tabela 1 — Toxinas produzidas pelo Clostridium perfringens, a localizacao dos seus genes codificantes e a

sua atividade biolégica (Fonte: Petit et al. 1999)

Toxina  Gene Localizagao Atividade Biologica
Alfa Cpa Cromossémica Citolitica, hemolitica, dermonecrética, letal
Beta Cpb Plasmidica Citolitica, dermonecrotica, letal
- . Edema em vaérios 6rgdos: figado, rins e sistema nervoso
Epsilon Etx Plasmidica g g
central
. . Rutura do citoesqueleto de actina e perda da integridade
lota iA Plasmidica g P g
celular.
Beta2 cph2 Plasmidica Citolitica, letal

Enterotoxina Cpe  Cromossomica/Plasmidica Citolitica, letal, causa diarreia pela perda de agua e i6es
Hemdlise e modulagdo da resposta inflamatdria do

Theta pfoA Cromossémica .
hospedeiro

C. perfringens é considerado um dos agentes com maior numero de toxinas produzidas
e um dos mais importantes em fungdo do grau de toxicidade e da atividade letal (Songer,
1996). A Tabela 2 apresenta as principais toxinas produzidas e as doencas associadas a cada
bidtipo de C. perfringens.

Tabela 2 — As toxinas principais e doencas correlacionadas com os diferentes biétopos de C. perfringens
(Fonte: Petit et al. 1999)

Bidtipos  Toxinas Doengas associadas a C. perfringens
Gangrena e gastroenterite em humanos. Enterite necrotica aviaria. Enterite
A Alfa neonatal suina. Enterite em equinos. Enterotoxemia em cordeiros. Enterite
hemorragica neonatal bovina.
B Alfa,_beta, Disenteria e enterite necrética em cordeiros.
epsilon
Enterite necrética e hemorragica em leitdes, cordeiros, bezerros, caprinos e potros.
C Alfa, beta . Lo . .
Enterite necroética aviaria. Enterite em humanos.
D Alfa, epsilon  Enterotoxemia em ovinos (doenga do rim polposo).
E alfa, iota Enterotoxemia em cordeiros, bezerros e coelhos.
A/ cpb2 Alfa Enterocolite em cavalos. Enterite necrotica em leitGes.
A/ cpe Alfa Intoxicag&o alimentar em humanos.

Como C. perfringens é normalmente encontrado na flora intestinal dos humanos e
animais sadios, o aparecimento de patologias provocadas por este agente depende de

circunstancias que favorecam o seu sobrecrescimento e a sua producao de toxinas.

1.1.3. Isolamento e Identificagéo

Para o isolamento de bactérias do género Clostridium, podem usar-se amostras fecais e
amostras de porcdo de intestino. As amostras de porcdo de intestino devem ser colhidas
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imediatamente ap0s a morte dos animais, para evitar contaminacdo com outras bactérias

anaerdbias estritas ou facultativas (Quinn et al., 2005).
1.1.3.1. Analise Microbioldgica

C. perfringens pode ser isolado em placas de agar sangue em atmosfera de
anaerobiose a 37°C durante 18 a 24 horas. Para a identificacdo morfoldgica e fenotipica sdo
utilizadas a coloracdo de Gram, provas bioquimicas como a fermentacéo de lactose, glucose,
maltose, a hidrdlise de gelatina, a reducdo do nitrato e a reacdo de lecitinase em agar gema de
ovo (Sebald e Petit, 1997).

Através de testes laboratoriais, a tipificacdo do C. perfringens pode ser realizada com
base nas propriedades fenotipicas ou genotipicas do agente.

1.1.3.2. ELISA

Além dos métodos microbioldgicos, a tipificacdo do C. perfringens pode ser realizada
pela detecdo de algumas das suas toxinas nas fezes através de métodos imunoldgicos, como a
técnica de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) (Moller e Ahrens, 1996). Muito
embora o teste de ELISA seja capaz de realizar a tipificagdo do C. perfringens, as op¢des para
subtipagens ficam limitadas, uma vez que o teste ndo detecta toxinas como a beta2 (Baums et
al., 2004). Alem disso, niveis elevados de enterotoxina parecem estar presentes apenas

durante a esporulacgdo, dificultando a sua detecdo utilizando esta técnica (Baums et al., 2004).

1.1.3.3. PCR

Atualmente, a técnica de PCR (Reac¢do em Cadeia de Polimerase) proposta por Yoo et
al. (1997) esta a ser utilizada para genotipificacdo através da amplificacdo dos genes que
codificam as toxinas principais: cpa (toxina alfa), cpb (toxina beta), etx (toxina épsilon) e iA
(toxina iota) e de outros genes de viruléncia nomeadamente cpe (enterotoxina) e cpb2 (toxina
beta2) (Gomes et al., 2008).

1.1.3.4. Imunoensaio de Fluxo Lateral

As técnicas de ELISA e de PCR multipla sdo sensiveis, contudo sdo morosas e
requerem instrumentacéo cara. Por isso, nos ultimos anos tem surgido um interesse crescente
no desenvolvimento de ensaios de fluxo lateral, de baixo custo (LFDs - low-cost lateral-flow
assays), para uma rapida identificacdo dos analitos e dos agentes patogenicos (Sharma, 2005).

19



Segundo Banada e Bhunia (2008), o imunoensaio de fluxo lateral (ILF) é atualmente
um dos mais atraentes e amplamente utilizados métodos de imunoensaio. Neste ensaio, 0
anticorpo conjugado com ouro coloidal ou particulas de latex, é colocado num poco de
aplicacdo da amostra. A membrana absorvente localizada na extremidade oposta ao poco
facilita o0 movimento do fluido da amostra. Quando uma amostra de bactérias, toxinas ou
antigénios suspensos em liquido é aplicada no poco, esta liga-se ao anticorpo conjugado. De
seguida, o complexo antigénio-anticorpo migra lateralmente por acdo capilar para a
extremidade oposta, através de uma membrana porosa que contém duas zonas de captura, uma
especifica para o0 agente patogénico bacteriano e um outra especifica para os anticorpos nao
ligados acoplados ao ouro ou latex (linha de controlo) (Banada e Bhunia, 2008). A presenca
de apenas uma linha (de controlo) indica uma amostra negativa, e na presenca de duas linhas
indica um resultado positivo. Este resultado é visualizado dentro 5-10 min. Uma desvantagem
deste método € que é menos sensivel do que os ensaios ELISA e requer para uma reagdo
positiva uma concentracdo de células bacterianas de 10°-10°. Outra limitagdo é o facto de o
teste ser apenas qualitativo. Nos ultimos anos tém sido feitas tentativas para melhorar a
sensibilidade do ensaio, através da introducdo de um leitor automaético, que evitard a
ambiguidade na leitura das bandas reativas positivas a olho nu, e através da introducéo de
qguimiluminescéncia baseada na detecdo do complexo antigénio-anticorpo sobre a membrana
(Banada e Bhunia, 2008).

1.1.3.4.1. Clostridium FirstTest™

O Clostridium FirstTest™ desenvolvido pela BioX Diagnostics e Elanco Animal
Health, um ensaio imunocromatografico de fluxo lateral, € uma ferramenta que fornece uma
detecdo e quantificacdo imediata dos
niveis de Clostridium perfringens em
fezes de frangos de crescimento rapido e

de plumagem branca (Figura 3).

Este teste é um ensaio
imunocromatografico de fluxo lateral,
revestido com reagentes coloridos de

ouro coloidal marcados com anticorpos

monoclonais  especificos para  C. Figura 3 - Kit Clostridium FirstTest™ e leitor ESE-Quant
perfringens, que utiliza um leitor que Lateral Flow (Foto obtida pela autora da dissertac&o)
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usa a emitancia de um marcador fluorescente para conjugar particulas. Existem duas regides,
uma regido de teste e uma regido de controlo, sobre a membrana da tira de teste. A primeira
linha (linha T) desenvolver-se-a rapidamente quando C. perfringens estd presente na amostra,
contrariamente ndo se desenvolverd. A linha de controlo (linha C) deve aparecer sempre
independentemente da presenca de bactérias e serve como um controlo qualitativo interno do

sistema de teste (Figura 4).

Intensity -

Datapoints

Peak
Vﬂ““\

Concentration

l 98.5 ng/ml

Figura 4 - Da amostra até ao resultado (valor meramente exemplificativo)

(Fonte: Manual Lateral Flow Control / Manage — Kit Clostridium FirstTest™)

A interpretacdo deve ser feita imediatamente apds os 15 minutos da migracgéo,

visualmente ou com o leitor.

Dentro do leitor ESE-Quant Lateral Flow, as tiras de teste sdo lidas
correspondentemente a um processo de digitalizacdo. O detetor Gtico move-se ao longo da tira
de teste, e continuamente, ha gravacgdo dos dados da medicéo.

O leitor tem detetores colorimétricos e detetores baseados na fluorescéncia:

Testes colorimétricos: Em testes colorimétricos, o controlo e as linhas de teste sdo
visivelmente coloridas e podem, em principio, ser avaliadas a olho nu. Isto €, naturalmente,
apenas quantitativo. Nao é possivel desta forma alcancar quaisquer conclusfes quantitativas.
Com o leitor ESE-Quant Lateral Flow, as tiras de teste sdo irradiadas com luz e a reflexdo é
medida. Os pontos onde a linha de teste muda de cor absorvem os raios de luz e, deste modo,
o sinal de reflex&o esta diminuido (Manual Lateral Flow Control / Manage — Kit Clostridium
FirstTest™).

Testes Fluorescéncia: Nos testes baseados na fluorescéncia, as linhas de teste ndo sdo

visiveis a olho nu. Um dispositivo de leitura é, portanto, absolutamente necessario.
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Com o leitor ESE-Quant Lateral Flow, as tiras de teste sdo irradiadas com luz de alta
intensidade. As linhas de teste recebem particulas fluorescentes, que, de acordo com a
concentracdo do material a ser testado, libertam mais ou menos luz. A luz emitida tem um
outro comprimento de onda, que ¢ medido pelo detetor (Manual Lateral Flow Control /
Manage — Kit Clostridium FirstTestTM).

De acordo com Saggiorato et al. (2010), niveis de 1 milhdo de C. perfringens séo
considerados normais, indicado um perfil bacterioldgico intestinal normal. Niveis superiores a

10 milhdes podem indicar um resultado muito positivo.
1.1.4. Suscetibilidade Antimicrobiana

Existem varios estudos que documentam a suscetibilidade do C. perfringens a diversos
antibidticos. Tratamentos com antibioticos como a penicilina, a amoxicilina, a eritromicina, a
diidroestreptomicina, e a tetraciclina promovem uma resposta clinica satisfatoria contra C.

perfringens (Hafez, 2001).

C. perfringens demonstrou elevada sensibilidade a penicilina e a narasina -
coccidiostatico ion6foro — amplamente utilizado no controle da Enterite Necrética Avidria
clinica e subclinica (Martel et al., 2004). Brennan et al. (2001) demonstraram que a narasina,
guando administrada a 70 ppm na alimentacdo a partir do dia 0 ao 41 evita a morbilidade,
mortalidade e atraso no crescimento e conversdo alimentar associado a ENA em frangos de

crescimento rapido e de plumagem branca.

Watkins et al., (1997) documentaram que C. perfringens apresenta grau de

sensibilidade intermediaria & ampicilina.

A resisténcia a tetraciclina € o fen6tipo de resisténcia a antibioticos mais comum
encontrado em C. perfringens. Segundo Lyras e Rood (1996), dos agentes antimicrobianos
testados, a resisténcia a tetraciclina € comum, porque C. perfringens tem no seu genoma 0s
genes tetA(P), tetB(P), tetA408(P), tetM, tetQ, que estdo relacionados com a resisténcia a

tetraciclina.

Recentemente, Gad et al. (2011) determinaram as concentragdes inibitérias minimas
de 16 antibioticos para C. perfringens em 100 amostras colhidas e isoladas entre 2008 e 2009
a partir de bandos de perus comerciais. Nenhumas das amostras isoladas era resistente a [3-

lactdmicos (amoxicilina, oxacilina e penicilina), lincospectin, tilosina, doxiciclina,
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tetraciclina, enrofloxacina, trimetoprim/ sulfametoxazol, lincomicina e tilmicosina. Foi
detectada resisténcia aos antibioticos eritromicina e tiamulina com 5 e 20%, respectivamente.
A espectinomicina, neomicina e colistina manifestaram maior resisténcia com 74, 94 e 100%,

respectivamente (Gad et al., 2011).
1.1.5. Patologias Provocadas pelo Clostridium perfringens

As infegdes por C. perfringens nas aves podem causar lesfes e manifestagdes clinicas
severas, incluindo enterite necrdtica aviaria, colangiohepatite e erosdes e ulceras na moela e
dermatite gangrenosa. Contudo, a patologia com maior importancia do ponto de vista

econdmico é a enterite necrotica aviaria.
1.1.5.1. Enterite Necrotica Aviaria

As doencas entéricas sdo o grupo de patologias com maior importancia para a
industria avicola, porque quando presentes causam elevadas perdas econdmicas, associadas a
perdas de producdo devido ao aumento da mortalidade, diminui¢cdo do ganho médio diério,
aumento dos indices de conversdo e aumento dos custos em terapéuticas. Concomitantemente
estdo associadas a diminuicdo do bem-estar das aves e a possibilidade de contaminacdo dos

produtos avicolas destinados ao consumo humano (Van Immerseel et al. 2004).

A enterite necrética foi descrita pela primeira vez por Parish em 1961. E uma doenca
generalizada em frangos de crescimento rapido e plumagem branca, impondo um encargo
econdmico significativo na industria avicola mundial, sendo considerada como a doenca
entérica bacteriana com maior importancia clinica (Timbermont, 2011). Nas Ultimas décadas
o controlo da ENA foi baseado na administracdo de antibiéticos promotores de crescimento
no alimento (Engberg et al., 2000; Brennan et al., 2001a; Brennan et al., 2003), contudo o seu
uso foi interdito, desde 2006, pela Unido Europeia (Regulamento (Ce) N.° 1831/2003 do
Parlamento Europeu e do Conselho), o que tem contribuido para um aumento da prevaléncia
de doencas economicamente importantes, como a ENA, que se tornou a principal causa de

morte em frangos de crescimento rapido e plumagem branca (Van Immerseel et al., 2009).

1.1.5.1.1. Patogenia

A ENA pode surgir quando C. perfringens tipo A ou C prolifera em grandes
quantidades no intestino delgado de frangos de crescimento rapido e plumagem branca
(Lovland e Kaldhusdal, 2001). Ambos os sorotipos séo capazes de produzir varias toxinas e
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enzimas que sdo responsaveis por lesdes e sinais clinicos associados. Especificamente, a alfa-
toxina produzida por C. perfringens tipos A e B e a beta-toxina produzida pelo C. perfringens
tipo C séo consideradas responsaveis pela necrose da mucosa intestinal comumente associada
a ENA (Opengart, 2008).

Mas, ultimamente tem-se adquirido uma nova perce¢do sobre a patogenia da ENA.
Designadamente, novos fatores de viruléncia tém sido propostos. Recentemente, foi
demonstrado que a toxina o ndo ¢ um fator de viruléncia essencial na ENA em frangos de
crescimento rapido e plumagem branca (Keyburn et al., 2006; Timbermont et al, 2009a), e
uma nova toxina foi identificada. Segundo Keyburn et al. (2008), a toxina Net B é crucial

para a inducdo de enterite necrética aviaria.

Para além das toxinas, existem outros fatores que tém ganho novo relevo na patogenia
da ENA, como as coccideas, as estirpes patogénicas de C. perfringens, as enzimas
colagenoliticas, as bacteriocinas e a adesdo de moléculas de matriz extracelular (Timbermont
et al., 2011). As suas formas de atuacéo serdo descritas de seguida, de forma sumaria (Figura
5).

A.Saidade
proteinas F.Adesdo de
plasmaticas moléculasde
matriz
extracelular

C. Bacteriocinas E.NetB

o ) o]l /0\
1N \ I/)'( AV

Tight Junction D. Enzimas
Colagenoliticas

Bacterianas

D. Enzimas
Colagenoliticas

Ntcleo

( Eimeria merozoitos == (. perfringens == (. Perfringens virulento
ou oocistos

Figura 5 — Representacéo dos factores com relevancia na patogenia da ENA
(Fonte: adaptacéo de Timbermont et al., 2011)

A ENA ¢ por vezes agravada por coinfeccdo com coccideas, que podem proceder ou
ocorrer em simultaneo com a ocorréncia da doenca (Porter, 1998). Devido as etapas
intracelulares do seu ciclo de vida, os parasitas Eimeria colonizam o intestino delgado das
aves e destroem as células epiteliais (Williams, 2005); consequentemente ocorre a saida das
proteinas plasmaticas para o limen intestinal (Fig. 5, etapa A) (Van Immerseel et al., 2004).
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A infecéo por coccideas, também induz uma resposta inflamatoria mediada por células T que
aumenta a producdo de muco intestinal (Figura 5, etapa B) (Collier et al., 2008). Ambos 0s
efeitos proporcionam um aumento dos nutrientes disponiveis, favorecendo a proliferacdo e
crescimento de C. perfringens no intestino, uma vez que o agente utiliza 0 muco como um
substracto (Collier et al., 2008; Timbermont et al., 2011).

Timbermont et al., (2009b) propuseram que para além da producdo de toxinas, C.
perfringens, produz bacteriocinas, (definidas por Tagg et al., em 1976, como compostos
proteicos, produzidos por bactérias que inibem (efeito bacteriostatico) ou destroem (efeito
bactericida) espécies relacionadas) que podem ser um traco de viruléncia que contribui para a
capacidade de certas estirpes de C. perfringens causarem ENA em frangos de crescimento
rapido e plumagem branca (Figura 5, etapa C). Segundo este, as estirpes virulentas de C.
perfringens que produzem bacteriocinas, e sdo proporcionalmente em numero superior as
estirpes do agente que ndo produzem, inibindo as outras estripes do agente, tém a capacidade
de obter um grande beneficio com o aumento da disponibilidade de nutrientes devido a

infecdo por coccideas, descrita no paragrafo anterior.

C. perfringens é capaz de segregar enzimas colagenoliticas, cuja acdo é consistente
com as alteracBes morfoldgicas observadas nas fazes iniciais da ENA (Olkowski et al., 2008),
em que os danos das vilosidades intestinais ocorrem ao nivel da membrana basal e fase lateral
dos enterdcitos, invadindo progressivamente a lamina propria, levando posteriormente a
danos no epitélio (Figura 5, etapa D). A acdo destas enzimas é exacerbada quando ja existem
danos na mucosa intestinal, induzidas por exemplo pelas coccideas (Olkowski et al., 2008,
Timbermont et al., 2011).

Recentemente, foi demonstrado que devido aos danos causados pelas coccideas, pelas
toxinas de C. perfringens e pelas enzimas colagenoliticas, as estirpes virulentas de C.
perfringens sdo capazes de se ligar a moléculas expostas de matriz extracelular, colonizando o
intestino e, assim, causando lesGes mais graves (Figura 5, etapa F) (em Tibermont et al.,
2011: Martin e Smyth, 2010; Wade et al., 2010).

1.1.5.1.2. Fatores Predisponentes

S&o varios os fatores que predispdem ao desenvolvimento de ENA em frangos de
crescimento rapido e plumagem branca, estando quase sempre associados ao

sobrecrescimento de C. perfringens no seu intestino.
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i. Coccidiose: a alteracdo da integridade intestinal por coccideas (Eimeria spp.) é considerada
o fator com maior relevancia para o desenvolvimento da ENA (Williams et al., 2005). Ao
colonizar o intestino delgado, durante o seu ciclo de vida, especialmente na fase intracelular,
Eimeria spp. causa a morte de células epiteliais que libertam proteinas plasmaticas para o
limen, que servirdo de substracto ao C. perfringens favorecendo a sua proliferacdo (Van
Immerseel et al., 2004), assim como 0 muco, resultante da mucogénese induzida pelas

coccideas, que também ¢é utilizado pelo agente (Collier et al., 2008).

ii. Nutricdo: a natureza da dieta € por vezes, o fator ndo bacteriano com maior importancia
para o desenvolvimento da ENA (Cooper e Songer, 2009). Dietas ricas em gordura, em
especial a gordura animal (Knarreborg et al., 2002); dietas com altas concentracdes de
proteina animal, como a farinha de peixe (Drew et al., 2004); a forma fisica da racdo, por
exemplo se ndo for uniforme (Engberg et al., 2002); os ingredientes da racdo, como altas
concentragcfes de cevada, aveia, centeio ou trigo (Carven, 2000) contém niveis elevados de
polissacarideos sollveis em agua nado digeriveis, que sdo conhecidos por levar a um aumento
da viscosidade da digesta, diminuido a taxa de passagem da digesta e digestibilidade de
nutriente (Van Immerseel et al., 2004), sdo tudo fatores que contribuem para o
desenvolvimento de C. perfringens e consequentemente para a doenca. O stress associado a
nutricdo, aquando da transicdo de racdes de iniciacdo para as racdes de crescimento, também

é um fator predisponente.

iii. Fatores ambientais: a qualidade da cama, a densidade populacional e as condi¢des do
pavilhdo, como a ventilacdo, temperatura ambiente ou a humidade relativa ambiente, séo
fatores indiretos com grande importancia na multiplicagdo do C. perfringens, porque sé&o
suscetiveis de causar stress as aves, diminuindo a sua resisténcia a infecdo (McDevitt et al.,
2006; Omeira et al., 2006).

iv. Imunossupressao: a coinfeccdo em frangos de crescimento rapido e plumagem branca de
C. perfringens e de virus imunossupressores, tais como o virus da doenca bursal infeciosa
(Gumboro), virus da anemia do pinto, e virus da doenca de Marek, promove o
desenvolvimento da ENA (Timbermont et al., 2009). O virus da doenca bursal infeciosa é
considerado um dos fatores que mais contribui para o progresso da doenca, uma vez que afeta
as células linfoides e visa especificamente a bolsa de Fabricius, que é responsavel pelo

desenvolvimento da imunidade humoral (Lee et al., 2011).
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1.1.5.1.3. Sinais Clinicos

A ENA é uma enterotoxemia aguda, que pode apresentar-se em duas formas clinicas

diferentes: doenca clinica aguda ou doenca subclinica (Van Immerseel et al., 2004).

Aparece subitamente e principalmente em animais jovens, entre as duas e as cinco
semanas de vida, geralmente associada a imunossupressdo, provocando morte rapida com

elevada prevaléncia (Santos et al., 2008).

i. Doenca clinica aguda: a caracteristica mais proeminente desta forma da doenga é o
aumento subito da mortalidade do bando, muitas vezes em apenas 1 a 2 h, com taxas de
mortalidade que podem atingir os 50% do bando (Riddell e Kong, 1992). Os sinais clinicos
mais comuns sdo a depressdo, desidratacdo, prostracdo, penas ericadas, diarreia e falta de
apetite. O percurso clinico da doenca nesta fase é curto, sendo as aves muitas das vezes
encontradas ja mortas sem terem manifestado qualquer sinal clinico, e por isto a existéncia de
cama molhada nos pavilhdes, pode ser o unico sinal premonitério (Opengart, 2008; Van

Immerseel et al., 2009).

ii. Doenca subclinica: esta é a forma clinica com maior relevancia uma vez que, como nao
apresenta sinais clinicos evidentes e normalmente ndo ocorre um pico da mortalidade, pode
persistir nos bandos sem outras manifestacGes clinicas, e deste modo ndo é diagnosticada e
ndo é aplicado tratamento ao bando, havendo um agravamento das lesdes da mucosa intestinal
que levam a diminuicdo do desempenho por méa digestdo e méa absor¢do, reducdo do ganho

médio diério e aumento do indice de Conversdo Alimentar (Van Immerseel et al., 2009).
iii. Achados post-mortem

LesBes macroscopicas: na necropsia sao observadas lesdes essencialmente no
intestino delgado, mas também podem ser observadas noutros érgdos, como figado, rim e
ceco. O duodeno, jejuno, ileo e por vezes o ceco, encontram-se dilatados, cheios de gas, e
com paredes finas e fridveis. A mucosa intestinal estd coberta com uma pseudomembrana
amarela-acastanhada ou uma membrana difteroide verde acastanhada (Figura 6), composta
por células epiteliais degeneradas, células necrosadas, eritrdcitos, linfécitos, fibrina e
inimeras coldnias bacterianas suspensas em muco. Também se podem observar variaveis
graus de descamacdo da mucosa de vido a necrose (Figura 6 - A) e, a medida que a doenca
progride, toda a superficie é afetada, com uma necrose extensa em todo o limen (Figura 6 -

B) (Broussard et al., 1986; Van Immerseel et al., 2004; Lorenzoni, 2010).
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Figura 6 — Lesdes Intestinais caracteristicas de ENA
A. Zonas de necrose severa no jejuno de frangos de crescimento rapido e plumagem branca. B. Zonas extensas
de necrose no limen intestinal. Em ambos € visivel a mucosa intestinal coberta com membrana difterdide.

(Fonte: adaptacéo de Van Immerseel et al., 2009)

Sdo varias as escalas de classificacdo da gravidade das lesbes na mucosa intestinal, e
por isso mesmo, a comparacao direta das lesdes de acordo com as diferentes escalas pode ndo
ser significativa. Desse modo, é geralmente aceite que a gravidade das lesdes da ENA esta

relacionada com o ganho médio diario e a mortalidade (Lee et al., 2011).

LesBes Microscopicas: 0 exame microscopico revela uma extensa necrose que se
inicia nas vilosidades intestinais, e degeneragdo celular que pode estender-se a submucosa e
as camadas musculares. E comum ver-se nos apices das vilosidades, necrose de coagulacio,
com uma linha de demarcacdo entre o tecido necrosado e o tecido vidvel e um acumulo de
células mononucleares nas juncgdes celulares. Sdo observados nas zonas de necrose, grandes
bastonetes Gram positivos, compativeis com C. perfringens (Figura 7) (Opengart, 2008;
Cooper e Songer, 2009).

Figura 7 — Lesdes Microscipicas ENA.

A — Enterite necrotica aguda grave com grande disseminacao transmural (Hematoxilina e eosina, 20x)
B — ENA com elevado nimero de bacilos Gram-positivos, localizados multifocalmente nas lesdes (Gram, 200x)
(Fonte: adaptacéo de Hafez, 2011)
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1.1.5.2. Colangiohepatite

As lesbes intestinais presentes na ENA subclinica permitem que as bactérias alcancem
o canal biliar e a corrente sanguinea portal. A colonizagdo do figado pelo elevado nimero de
C. perfringens resulta em colangiohepatite (Onderka et al., 1990; Lovland e Kaldhusdal,
1999).

Geralmente, os sinais clinicos ndo sdo observados. O aumento da mortalidade diaria é
insignificante, embora em alguns frangos, um atraso do crescimento e a desidratagdo possam
estar presentes. Em algumas aves, a gordura subcutanea e a gordura corporal ttm uma
coloracédo ictérica (Dinev, 2007). A doenca é detectada na ultima fase do periodo de engorda
ou no matadouro. E possivel observar a colangiohepatite como uma doenca isolada ou

associada a ENA.

A colangiohepatite em frangos de crescimento rapido e plumagem branca ¢é
caracterizada por alteracfes distroficas inflamatorias e proliferativas das vias biliares e do
parénquima hepatico. Tém sido descritas, dois tipos de lesbes no figado associadas a
colangiohepatite (Onderka et al., 1990, Lovland e Kaldhusdal, 1999). Uma inflamacéo que
afeta a arvore biliar (colangiohepatite) é o tipo mais comum de lesdo. A parte intra-hepatica
da arvore biliar é mais frequentemente afetada, mas alteragcdes extra-hepéaticas da vesicula
biliar e dos ductos biliares também podem ser encontradas. Outro tipo de lesdo hepética
associada a colangiohepatite por C. perfringens é a hepatite multifocal, histologicamente
caracterizada por necrose fibrindide com ou sem uma resposta inflamatéria (Kaldhusdall e
Lovland, 2001).

Na colangiohepatite, o figado fica aumentado e com uma cor mais clara e amarela. Em
alguns casos, a sua superficie tem uma aparéncia caracteristica de &cinos e noutros é
manchado com multiplos pequenos focos brancos acinzentados ou esverdeados (Dinev, 2007)
(Figura 8).

As paredes da vesicula biliar sdo espessadas, por vezes até 5-6 cm, e opacas e pode
estar preenchida com uma secre¢do biliar espessa ou uma matéria densa com uma cor

cremosa (Dinev, 2007) (Figura 9).
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Figura 8 - Figado hiperplasico com Figura 9 - Vesicula biliar com parede
coloracdo amarela e pequenos focos espessada e com matéria biliar densa (seta).
esverdeados (seta). (Fonte: Dinev, 2007) (Fonte: Dinev, 2007)

As lesBes histopatologicas consistem em hiperplasia do ducto biliar, necrose
fibrindide, colangite e, ocasionalmente, inflamacdo granulomatosa focal (Onderka et al.,
1990; Lovland e Kaldhusdal, 1999).

O diagndstico é baseado nas lesdes caracteristicas macroscopicas e microscopicas.

1.1.5.3. Sindrome de Erosoes e Ulceras da Moela

Uma condicdo designada "erosfes da moela" e/ou "ulceragdo da moela"” (GUE) tem
sido relatada em frangos de crescimento rapido e plumagem branca associada ao crescimento
excessivo de C. perfringens. Por outro lado a GUE esta associada a condi¢gdes como: a infecdo
por adenovirus das aves, a ragdo contaminada com micotoxinas, a deficiéncia de vitamina B6,
a niveis diminuidos de vitamina E, a niveis inadequados de enxofre em dietas com
aminoacidos, a niveis elevados de cobre dietético, a alimentacdo peletizada, bem como a
inclusdo de farinhas de peixe nas dietas e consequente presenca de histamina (Ono et al.,
2003; Novoa-Garrido et al., 2006)

Ono et al. (2003) relataram surtos de erosdo adenoviral da moela em frangos de
crescimento rapido e plumagem branca abatidos no Japdo e Novoa-Garrido et al. (2006)
encontraram uma associacdo entre lesbes da moela e o aumento da contagem de C.
perfringens cecal em frangos de crescimento rapido e plumagem branca.

A camada interior da moela das aves afetadas fica fissurada, espessada,
esponjosa e descolorida (Fossum et al., 1988).
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Figura 10 - Moelas abertas.
Pode-se comparar a superficie interna lisa de uma moela saudavel (A) com as lesGes focais superficiais (*) que
aparecem na moela afetada moderadamente (B). Na moela gravemente afetada (C), as lesdes aparecem como

um material esponjoso extensamente (s) e o istmo dilatado (i). (Fonte: Novoa-Garrido et al., 2006)

1.1.5.4. Dermatite Gangrenosa

7

A dermatite gangrenosa ou dermatite necrdtica é uma infe¢do aguda do tecido
subcutaneo de frangos de crescimento rapido e plumagem branca e perus. Tem sido associada
a diferentes bactérias isoladas a partir de lesdes subcutaneas: C. perfringens, C. septicum, C.
sordellii, S. aureus e Escherichia coli (Ficken, 1991). A dermatite gangrenosa tem sido
atribuida a contaminacdo das lesdes cutdneas que sdo normalmente associadas a quantidade
inadequada de comida e a falta de espago no bebedouro. Também estd relacionado com
imunossupressao devido a doencas como a infecdo por virus de Gumboro responsavel pela

doenca bursal infeciosa.

Diferentes graus de depressdo, ataxia e incoordenagdo s&o comuns em aves afetadas
com dermatite gangrenosa. O curso da doenca é geralmente curto e as aves morrem no prazo
de 24 horas ap0s o0 aparecimento dos primeiros sinais clinicos (Ficken, 1991; Lorenzoni, 2010)

Os achados de necropsia sdo caracterizados por areas de pele emplumada edematosa.
As lesBes sdo encontradas normalmente perto da cabeca, sobre o peito e as coxas. Sob a pele o
tecido subcutaneo aparece edemaciado e inflamado com exsudato vermelho sanguineo. Estéa
geralmente presente gas nas lesdes subcutaneas (Figura 11 e 12) (Ficken, 1991; Willoughby,
1996; Lorenzoni, 2010).
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Figura 11 - Dermatite necrética em frangos de Figura 12 - Dermatite necrdtica em frangos de

crescimento rapido e plumagem branca induzida crescimento rapido e plumagem branca induzida
experimentalmente. experimentalmente.
(Fonte: Lorenzoni, 2010) (Fonte: Lorenzoni, 2010)

A dermatite gangrenosa causa graves prejuizos econémicos a industria avicola.

A penicilina, a clortetraciclina, a oxitetraciclina, e o sulfato de cobre tém sido
tradicionalmente utilizados na 4gua para tratar a doenca. No caso em que a antibioterapia ndo
reduz a mortalidade deve se ter especial atengdo a doencas virais imunes debilitantes (Ficken,
1991; Lorenzoni, 2010).

1.1.6. Prevencao e Controlo das infe¢cdes por C. perfringens em avicultura

Para a industria avicola é importante controlar os niveis de C. perfringens devido aos

custos econdmicos associados (Kaldhusdal e Lovland, 2000).

Nas Ultimas décadas o controlo da ENA foi baseado na administragdo, no alimento, de
antibidticos promotores de crescimento (Engberg et al., 2000; Brennan et al., 2001a; 2003). A
interdicdo do seu uso como promotores de crescimento, decretada pela Unido Europeia,
langou o desafio de criar novas estratégias para controlar a doenca e o agente. Surgiu entdo o
interesse em avaliar métodos alternativos de prevencdo, como os prebidticos, probioticos,

controlo da coccidiose, enzimas, e vacinagéo.

Os prebidticos sdo definidos como ingredientes alimentares ndo digeriveis que
beneficiam o hospedeiro por estimular seletivamente o crescimento e/ou atividade de um
namero limitado de espécies de bactérias do intestino. Sdo capazes de servir como substrato
para uma ou mais espécies de bactérias, com um efeito potencialmente benéfico para o
hospedeiro (Van Immerseel et al., 2004). Contudo em relagcdo ao C. perfringens, nos ensaios
experimentais, 0s resultados tém sido contraditérios. Os fruto-oligossacaridos e mano-

oligossacaridos ndo manifestaram nenhum efeito aparente sobre o ganho de peso, o indice de
32



conversdo alimentar, mortalidade em frangos de crescimento rapido e plumagem branca (Van
Immerseel et al., 2004); ja a adicdo de B-mananase na alimentacdo reduz a gravidade das

lesbes de ENA e melhora o desempenho (Jackson et al., 2003).

A suplementacdo dos pintos com probiéticos, biota alimentar microbiano vivo que
afeta beneficamente o hospedeiro, equilibrando a flora intestinal pelo mecanismo de exclusdo
competitiva, € um mecanismo que permite deprimir a multiplicacdo de C. perfringens
(Kaldhusdal et al., 2001). Os probidticos que tém apresentado melhor resultado reduzindo a
severidade da ENA, sdo o Lactobacillus acidophilus e Streptococcus faecium (Van Immerseel
et al., 2004).

Heier et al. (2001), relataram que frangos de crescimento rapido e plumagem branca
com altos titulos de anticorpos maternos contra a toxina o apresentaram taxas de mortalidade
inferiores aos bandos com niveis baixos, sugerindo que a vacinacdo com C. perfringens pode
proporcionar protecdo nos pintos contra a ENA. Também Lovland et al. (2004) utilizaram
vacinas toxoides baseadas em toxoides de C. perfringens tipo A e C para vacinar bandos de

matrizes com resultados satisfatorios.

Thompson et al. (2006), em condigdes experimentais, demonstraram que a utilizagdo
de formulagdes de vacinas contendo toxoides produzidos por estirpes mutantes de C.
perfringens, que ndo continham genes codificadores para a toxina o no seu genoma, resultava
na producdo de titulos de anticorpos vacinais, conferindo protecdo as aves suscetiveis. Estes
resultados mostram a importancia de outros imunogénios, diferentes da toxina o na

imunizagdo profilatica dos bandos avicolas.

Em geral nos diversos estudos, as aves vacinadas foram mais resistentes a infecao pelo
C. perfringens e ao desenvolvimento de ENA experimentalmente, em compara¢do com 0s
controlos ndo vacinados. Todas as aves vacinadas produzem antigénio especifico IgY no soro
e IgY e IgA no intestino, independentemente do seu estado de protecédo contra a doenca (Lee
etal., 2011).

Entretanto, as vacinas comerciais com proteinas recombinantes contra ENA para
frangos de crescimento rapido e plumagem branca ndo estdo disponiveis neste momento.
Recentemente, Lanckriet et al. (2010) relataram que as propriedades dos componentes
imunoprotetores secretados por C. perfringens sdo dependentes das estirpes, sugerindo que é

necessario uma combinacéo eficaz de imunogénios para uma protecdo total contra a ENA.
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Os estudos em curso séo dirigidos para avaliar se as proteinas de C. perfringens, por si
s6 ou em combinacdo com adjuvantes novos, podem servir como potenciais vacinas contra
ENA. Além disso, como ¢é realizada rotineiramente na inddstria de frangos de crescimento
rdpido e plumagem branca para agentes patogénicos especificos, a administracdo in ovo de
vacinas a base de proteinas pode ser um método eficaz para a imunizacao. Assim, a vacinagao
de ovos pode ser um método seguro, eficiente e conveniente para administrar um Unico

imunogénio ou uma combinacdo dos imunogénios contra C. perfringens (Lee et al., 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho é determinar se o Clostridium FirstTest™, teste de
imunoensaio de fluxo lateral “on farm”, € um instrumento Gtil para a detecdo e quantificacéo
precoce de C. perfringens em amostras fecais de frangos de crescimento rapido e plumagem
branca, e desta forma vantajoso para a produgéo avicola.

2.2. Objetivos Especificos

1. Avaliar a presenca e os niveis de C. perfringens em frangos de crescimento rapido

e plumagem branca com recurso a um teste “on farm” 0 Clostridium First Test™.

2. Determinar se as diferencas de concentracGes de C. perfringens detetadas pelo
Clostridium FirstTest™ tém impacto nos indicadores de producdo (ganho médio

diario, indice de Conversdo Alimentar e percentagem de mortalidade);

3. Caracterizar os bandos de acordo com: as caracteristicas do bando (peso médio a
chegada, idade dos bandos a amostragem) e fatores ambientais (densidade
populacional, temperatura ambiente, humidade da cama), e avaliar a existéncia ou

ndo de uma relacdo com a presenca de C. perfringens.

4. Avaliar a concordancia do Clostridium FirstTest™ com a analise microbiolégica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Caracterizacdo da Amostragem

Segundo o Instituto Nacional de Estatistica, no Ultimo Recenseamento Agricola
realizado em 2009, existiam na RLVT cerca de 14 896 exploracdes avicolas, das quais 81,5 %

sdo exploracdes de galinhas poedeiras e reprodutoras (Instituto Nacional de Estatistica, 2011).

No presente estudo foram selecionados trinta bandos de frango de crescimento rapido
e de plumagem branca distribuidos por 18 exploracdes integradas. Embora a amostragem das
exploracGes tenha sido por conveniéncia, a selecdo dos bandos foi por amostragem aleatoria
simples. Assim, procedeu-se a colheita de amostras fecais, nas dezoito exploracbes da
empresa Interaves — Sociedade Agropecuéria, S.A. na RLVT, correspondendo a um total de
617 600 aves.

Os critérios de selecdo dos bandos para este estudo foram: as exploracdes estarem
localizadas na RLVT e a rececdo dos pintos do dia decorrer entre o periodo de tempo de
Novembro de 2011 a Janeiro de 2012 (inclusive), permitindo o acompanhamento dos bandos

durante o periodo de estagio na empresa.
Foram efetuadas diversas visitas as exploracdes de forma a colher dados referentes a:

e Amostras fecais: efetuou-se uma primeira colheita a todos os bandos e uma segunda
colheita referente apenas aos bandos que testaram positivo para C. perfringens e foram

sujeitos a tratamento;
e Bando: peso médio a chegada, idade do bando a amostragem;

e Fatores ambientais: densidade populacional (n° pintos recebidos), temperatura

ambiente do pavilhdo e humidade de cama;

e Indicadores de producdo: indice de Conversdo Alimentar, ganho médio diario e

percentagem de mortalidade.
3.2. Elaboracéo de folheto de informacé&o ao criador

Foi elaborado um folheto sobre C. perfringens e a enterite necrotica, que foi depois
entregue a cada criador das exploragdes dos bandos em estudo. O folheto tinha como objetivo

informar os criadores sobre o estudo a ser realizado e como iriam decorrer as colheitas nas
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explorac@es, para que ndo surgissem oposicdes a realizacdo do mesmo. O modelo do folheto

esta incluido no Apéndice 1 da presente dissertacao.

3.3. Fluxograma do Estudo

1* VISITA
Recepcao dos
Pintos do Dia

2 VISITA
Colheita de amostras
fecais - 11 -15 dia
(n=30)

Clostridinm o Anilise
. - Positivo - <
FirstTest™ Microbiolégica

VRN
S—

|

TRATAMENTO

3 VISITA
Colheita de amostras
fecais - 24 -31 dias

Normal l

Clostridium

Positivo - FirstTest™
" 4

Normal (0 UEC) ~

FE(:HO DE BANDO Analise

(Indices Técnicos)

3.4. Primeira Visita - Recepc¢éo de Pintos do Dia

Microbiolégica

LI ]

No dia da rececdo dos pintos do dia foram escolhidos aleatoriamente 30 pintos de cada

bando e feitas duas pesagens para obtencdo do peso médio.
Foi documentado o n° do bando, o n° total de pintos recebidos e o peso médio.
3.5. Segunda Visita

A segunda visita as exploracdes, ocorreu entre os 11 e 15 dias de vida das aves. Nesta,
foram colhidos aleatoriamente para uma Unica amostra, 20 a 30 excrementos intestinais em
cada bando. Cada amostra foi colocada num saco plastico (incluido na caixa do Kit do
Clostridium FirstTest™) e misturou-se, a fim de obter uma amostra tdo homogénea quanto
possivel. O saco de plastico com a amostra foi fechado e identificado com o lote do bando e a
data da colheita, e imediatamente armazenado numa caixa térmica durante o transporte, e

finalmente, refrigerado a 3-4°C, até a realizacdo das analises.

Foram registados, detalhes do maneio animal e do pavilhdo no dia da colheita,
incluindo a idade dos animais, a temperatura ambiente do pavilhdo e a presenca ou nao da

cama molhada (a presenca de humidade anormal da cama por observagéo direta).
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3.6. Terceira Visita

Em todos os bandos das amostras cujo resultado aos 11-15 dias foi “Positivo” ou
“Muito Positivo”, foi efetuado tratamento com Sangrovit® (aditivo estimulante de apetite e
de digestdo), Paracilina® (trihidrato de amoxicilina), Tylan® (tilosina) ou Lincagro 400
mg/g® (lincomicina). Entre os 24 e 31 dias, estes bandos foram novamente visitados e feita

nova colheita de amostras de fezes tal como na 22 visita.
3.7. Processamento das Amostras Fecais

Todas as amostras foram testadas por técnica imunocromatogréafica de fluxo lateral,
usando o Clostridium FirstTest™ e as amostras cujo resultado foi “Positivo” ou “Muito

Positivo”, foram analisadas microbiologicamente para contraprova.
3.7.1. Procedimento experimental

No Laboratério Socampestre, o ensaio Clostridium FirstTest™ foi efetuado em 10
passos.

Retirou-se uma amostra de fezes homogeneizada usando a colher de medicdo do
frasco com tampdo (referéncia ndo fornecida no kit), fornecido no kit Clostridium FirstTest™.
E de extrema importancia usar o volume de amostra correto (capacidade da colher), caso
contrario, podem ocorrer problemas de migracdo ou a sensibilidade pode ser muito baixa.
(Figura 13) De seguida foi colocada a amostra de fezes no frasco tampéo (Figura 14), este foi

fechado firmemente e foi agitado a fim de dissolver a amostra completamente no tampéo
(Figura 15).

3 i
so 2: colocar Figura 15 - Passo 3: fechar e

: = |
Figura 13 - Passo 1: retirar Figura 14 - Pas
amostra de fezes homogeneizada amostra de fezes no frasco com  agitar o frasco para dissolver a
com colher de medigéo do frasco tampéo amostra

com tampéo.

(Fotos obtidas pela autora da dissertacéo)
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Pipetou-se o liquido sobrenadante com ajuda uma pipeta Pasteur de plastico com
muito cuidado (Figura 16) e foram colocadas 3 a 4 gotas no orificio da cassete até enché-lo
(Figura 17). Aguardaram-se 15 minutos, o tempo necessario & migracdo da amostra (Figura
18).

Figura 16 - Passo 4: pipetar o Figura 17 - Passo 5: encher o 'Figura 18 - Passo 6: aguardar 15

liquido sobrenadante com pipeta orificio da cassete minutos, para migragdo da amostra

de Pasteur ] . .
(Fotos obtidas pela autora da dissertacéo)

Ap6s 15 minutos, fez-se a interpretacdo do resultado visualmente e/ou com o leitor
(Figura 19). Para interpretacdo pelo leitor, inseriu-se a tira no leitor e leu-se os resultados na

tela (“Normal”, “Positivo”, “Muito Positivo” ou “Invdlido”) (Figura 20).

Positive Positive

Unused Normal by reader byese Highly positive
Figura 19 - Passo 7: interpretacdo Figura 20 - Passo 8: interpretacdo do
visual do resultado resultado com o leitor
(Fonte: Manual de Instrugdes incluido (Foto obtida pela autora da dissertagao)

no Kit do Clostridium FirstTest™)

Os resultados armazenados no dispositivo foram transmitidos através de um cabo
USB para o computador e de seguida exportados para uma base de dados Microsoft® Excel
2007.

3.7.2. Analise Microbioldgica - Cultura em Agar Sangue

Todas as amostras cujo resultado do Clostridium FirstTest™ foi “Positivo” ou “Muito
Positivo” foram semeadas com uma zaragatoa estéril numa placa de meio agar sangue que foi

depois colocada em meio anaerdbio e incubada em estufa a 37°C durante 24 horas (Figura 21).
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Figura 21 - Material necessario para analise microbioldgica

(A) placa de agar sangue, (B) zaragatoa estéril, (C) jarra de anaerobiose, (D) meio gerador de anaerobiose,

(*) saco com amostra fecal. (Foto obtida pela autora da dissertagéo)

Apds o periodo de incubacéo as placas foram analisadas e as UFC foram identificadas
de acordo com a sua morfologia (o halo interno de hemolise incompleta e a zona externa da

hemolise completa) como sendo C. perfringens.
3.8. Analise Estatistica dos Resultados

Para toda a andlise estatistica, processamento de dados e elaboracdo de graficos e
tabelas, recorreu-se ao Microsoft® Office Excel 2007 e ao software estatistico Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS® versdo 19). As variaveis numéricas foram analisadas
por estatistica descritiva, tendo sido calculadas medidas de tendéncia central (média e
mediana) e medidas de dispersdo (desvio padrdo). Para a analise de grupos, realizou-se o teste
de Shapiro-Wilk para avaliacdo da normalidade da amostra, e o teste ANOVA para sua
comparagdo. Aplicou-se a alternativa ndo paramétrica, o teste de Kruskal-Wallis, para se
analisar a relacdo entre duas variaveis e preconizou-se ainda, o teste exato do Qui-Quadrado
de Pearson. O intervalo de confianga preconizado foi de 95%, sendo considerado significante

quando p-value < 0,05.
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4. RESULTADOS

Numa primeira parte os resultados serdo expostos pela ordem de execuc¢éo do estudo:
primeira visita, segunda visita, tratamento, terceira visita e indicadores de produgdo dos
bandos. Esses resultados serdo depois, numa segunda parte correlacionados com os resultados
do Clostridium FirstTest™™.

4.1. EXPOSICAO DOS RESULTADOS

4.1.1. Primeira Visita - Recepc¢éo de pintos do dia
4.1.1.1. Densidade Populacional — Total de Pintos Recebidos

Foram recebidos um total de 617 600 pintos do dia, distribuidos por um total de 30
bandos. O bando mais pequeno era composto por 3500 pintos do dia, enquanto o bando maior
era composto por 52000 pintos do dia, com uma mediana de 18800 pintos, uma média de
20586,67 e um desvio padrdo de 13014,488.

Tabela 3 - Analise estatistica descritiva do nimero de pintos do dia recebidos

Recepcéo de pintos do dia

n 30
Somatério 617600
Minimo 3500
Maximo 52000
Média 20586,67
Mediana 18800,00
Desvio padréo 13014,488

4.1.1.2. Peso Médio a Chegada

Os valores da variavel do peso médio a chegada oscilam entre 37 e 46 g, com uma
média de 42,47 g, uma mediana de 43 g e um desvio padrdo de 2,474 g.

Os valores obtidos na analise estatistica descritiva efectuada sobre os dados, nimero
de pintos do dia recebidos e 0 seu peso médio a chegada sdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4 — Analise estatistica descritiva do peso médio a chegada dos pintos recebidos

[ | Peso médio & chegada (g

n 30
Somatério 1274
Minimo 37
Maximo 46
Meédia 42,47
Mediana 43,00
Desvio padrao 2,474
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4.1.2. Segunda Visita — 12 Amostragem
4.1.2.1. Idade dos bandos

A segunda visita as explorac@es ocorreu entre 0s 11 e os 15 dias de idade dos frangos.
Sendo que a média registada foi 13,6 dias, mediana 14 dias e desvio padrao 1,499.
Os valores obtidos na andlise estatistica descritiva efectuada sobre a variavel idade a

primeira amostragem sao apresentados na tabela 5.

Tabela 5 - Analise estatistica descritiva da “idade dos frangos” aquando da segunda visita

Idade dos frangos a segunda visita (dias)

n 30
Minimo 11
Maximo 15
Média 13,6
Mediana 14
Desvio padréo 1,499

A faixa etdria dos 15 dias foi a mais representativa com 11 amostras (36,7%)
seguindo-se 14 dias (26,7%), 13 dias (16,7%) e 11 dias (20%). N&o foram registadas amostras
de frangos com 12 dias de idade a segunda visita. A distribuicdo das idades pelas amostras

encontra-se esquematizada no grafico 1.

Gréfico 1 — Percentagem de amostras inseridas em cada faixa etaria

Idade dos frangos a segunda visita

25 A

20

15 A

5+ L) 06,7%

11 12 13 14 15
Idade

Ndmero de amostras

4.1.2.2. Temperatura Ambiente

Os valores da variavel temperatura, situam-se ente os 21°C e os 29°C. A temperatura
média registada na primeira amostragem foi 26,2°C, a mediana foi 26°C e o desvio padréo

1,6°C.
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Os valores da analise estatistica descritiva obtidos sobre a variavel temperatura a

segunda semana estdo inseridos na tabela 6.

Tabela 6 - Andlise estatistica descritiva sobre a variavel “temperatura a segunda visia”.

Temperatura regista na segunda visita

n 20
Minimo 21
Maximo 29
Média 26,243
Mediana 26
Desvio Padrao 1,5811

4.1.2.3. Humidade da Cama

Uma das variaveis tidas em conta aquando das colheitas das amostras foi o facto das
camas se encontrarem ou ndo humidas, uma vez que camas hdmidas podem significar um
crescimento intestinal excessivo de C. perfringens. A avaliacdo foi feita pela observagéo
direta da consisténcia das camas e das fezes. Nao foi, no entanto, realizada qualquer medicéo

da percentagem de agua nas camas.

Desde modo, verificou-se que dos 30 bandos amostrados, 63,33% (n=19)

apresentavam cama hdmida e 36,67% (n=11) apresentavam cama seca (grafico 2).

Gréfico 2 - Representac¢do gréfica sobre a distribuigdo dos 30 bandos amostrados relativamente a variavel

“cama humida”

Cama Humida ou Cama Seca?

11; 36,67%

19: 63,33% ® Hamida
Seca

4.1.3. Resultados do Clostridium FirstTest™

Os resultados dos testes Clostridium FirstTest™™ efetuados a partir das amostras fecais,
indicam niveis de concentragdo do agente em 40% (n=12) das amostras. 30% (n=9)
classificaram-se de “Positivas” e 10% (n=3) das amostras classificaram-se “Muito Positivas”
(tabela 7).
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Tabela 7 — NGmero de amostras distribuidas pelas classificacdes do Clostridium FirstTest™ (descritivo e
percentual)

n 9% de niveis de concentracao

Normal 18 60%
Positivo 9 30%
Muito Positivo 3 10%
Total 30 100%

Os valores registados pelo Clostridium FirstTest™ demostram que para o resultado
“Normal”, os valores de concentracdo se situam entre 0 e 0,07 ng/ml; para o resultado
“Positivo” entre 0,09 e 0,16 ng/ml e para o resultado “Muito Positivo” entre 0,31 e 0,36
ng/ml.

A relacdo entre os resultados e a concentracdo pode ser observada na tabela 8.

Tabela 8 - Os valores registados pelo Clostridium FirstTest™: Resultados “vs” Concentracio de C.

perfringens

e NedeAmostrasfp 2 1 | [2 2 [0 o o |0 [0 o [0 [0 o 18
:-E %J33,3 (11,1 5,6 [27,8 11,1 11,1 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 100,0%
E Eu N°edeAmostrasf0 |0 [0 [0 |0 |0 R 1 1 |2 1 1 1 [0 [0 9
E % %]0 0 0 0 0 0 22,2 |11,1 11,1 |22,2 |11,1 11,1 [211,1 [0 0 100,0%
t—‘i [ N°deAmostrasf0 [0 o [0 [0 o [0 o o o o o [0 [ | 3
é %o o o o [0 [0 o P P [0 [0 o 0o 66,7 [33,3 |100,0%
N° de Amostras|6 2 1 5 2 2 2 1 1 2 1 1 1 2 1 30
%|20,0 16,7 13,3 [16,7 16,7 |67 6,7 B3 B3 [6,7 B3 B3 [33 [67 [3,3 |100,0%

4.1.4. Resultados da Analise Microbiolégica

Todas as amostras em que resultado do Clostridium FirstTest™ foi “Positivo” ou
“Muito Positivo” foram sujeitas a analise microbioldgica, cujos resultados estdo representados
na tabela 9 e no grafico 3.

Consideraram-se amostras positivas aquelas em que houve crescimento de pelo menos
uma UFC e amostras negativas (“Normal”’) aquelas em que nédo se verificou o crescimento de
qualquer UFC.

Das nove amostras cujo resulto do Clostridium FirstTest™ foi “Positivo”, uma
amostra foi “Normal” (sem crescimento de UFC) (11,1%) e oito amostras “Positivas”

(crescimento de uma ou mais UFC) (88,9%), e das trés amostras cujo resultado do
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Clostridium FirstTest™ foi “Muito Positivo”, numa amostra ndo houve crescimento de UFC

(33,3%) e nas outras duas amostras houve crescimento (66,7%).

Tabela 9 — Resultados da Analise Microbiolégica Grafico 3 - Representacdo grafica dos
Anlise Microbiolégic resultados da analise microbioldgica
Negativo | Positivo 8
(0UFC) | (=1 UFC) 8 -]
Ne de amostrasf1 o E 6 = Negativo (0 UFC)
Resultado of11,1 88,9 10009 2
Clostrldlum PositivoN° de amostras]l 2 3 @© 4 2
FirstTest™ @ 1 Positivo (> 1 UFC)
%|33,3 66,7 100,0% T 2 ‘I
N° de amostras|2 10 12 J F= 0 _ N
9%}16,6 83,4 100,0% N .
: Positivo  Muito
Positivo

Resultado do Clostridium FirstTest™

4.1.5. Tratamento Farmacoldgico

Todos os bandos, cujas amostras fecais evidenciaram resultado do Clostridium
FirstTest™ “Positivo” ou “Muito Positivo” e cuja analise microbiolégica confirmou a
presenca de Clostridium perfringens foram sujeitos a tratamento.

Dos nove bandos com amostra com resultado “Positivo” um bando foi tratado com
sangrovit (Sangrovit® 30g/l) do 21° ao 28° dia, um bando com trihidrato de amoxicilina
(Paracilina®) e tilosina (Tylan®) do 22° ao 25° dia, um bando com oxitetraciclina
(Oxitetraciclina® 50%) e enrofloxacina (Colmyc P® 10%) do 16° ao 19° dia, e cinco bandos
com lincomicina (Lincagro® 400 mg/g): dois do 16° ao 19° dia, um do 17° ao 20° dia e dois
do 24 ao 27° dia.

Os dois bandos com resultado “Muito Positivo” foram tratados do seguinte modo: um
bando com trihidrato de amoxicilina (Paracilina®) e tilosina (Tylan®) e lincomicina
(Lincagro® 400 mg/g), do 22° ao 25° dia e do 16° ao 19° dia, respectivamente.

4.1.6. Terceira Visita — Nova colheita apds tratamento
4.1.6.1. Idade dos Bandos

A terceira visita as exploracdes dos dez bandos (n=10) que foram tratados ocorreu
entre os 24 e os 31 dias dos frangos. A idade minima foi 24 dias e a maxima 31 dias. A média
das idades foi de 27,60, a mediana foi 27 e o desvio padréo 1,897.

Os valores obtidos na andlise estatistica descritiva podem ser observados na tabela 10.
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Tabela 10 — Analise estatistica descritiva dos valores da variavel “idade a terceira visita”

Idade a terceira visita (dias)

n 10
Minimo 24
Maximo 31
Média 27,60
Mediana 27
Desvio Padrao 1,897

4.1.6.2. Resultados do Clostridium FirstTest™

Foram repetidos os testes do Clostridium FirstTest™ de novas amostras fecais dos
bandos em que foi administrado tratamento.

Das 10 amostras testadas (n=10), 7 obtiveram resultado “Normal” (70%), 1 resultado
“Positivo” (10%) e 2 resultados “Muito Positivo” (20%).

Os valores da concentragdo das amostras com resultado “Normal” (n=7), situam-se
entre os 0 ¢ 0,06 ng/ml, a amostra com resultado “Positivo” (n=1) o valor da concentracao foi
de 0,25 ng/ml e ambas as amostras com resultado “Muito Positivo” (nN=2), registaram uma
concentragdo 0,31 ng/ml. Os valores das variaveis “resultado” e “concentragdo” estdo

inseridos na tabela 11.

Tabela 11 - Os valores das variaveis “resultado” vs “concentracio”

Concentracédo de C. perfringens
no Clostridium FirstTest™

) Total

0,00 0,02 006 025 0,31

N° de amostrasj4 0 0 7
28,6 (14,3 |0 0 100,0%
CTS:;’:;;?J?“ N° de amostras|0 0 0 1 0 1
FirstTest™ %]|0 0 0 100 [0 100,0%
Muito PositivoN° de amostrasj0 0 0 0 2 2
%]|0 0 0 0 100 |100,0%
N° de amostrasj4 2 1 1 2 10
%40 |20 [10 |10 |20  [100,0%

4.1.6.3. Resultados da Analise Microbioldgica

As dez amostras (n=10) foram sujeitas a analise microbioldgica. As amostras em que
cresceu pelo menos uma unidade formadora de colonias de C. perfringens foram consideradas

positivas. Desde modo, em seis placas (60%) ndo se registou qualquer crescimento e em
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apenas 4 placas (40%) verificou-se o crescimento de unidades formadoras de colonias de

Clostridium perfringens (tabela 12).

Tabela 12 — Resultados da Analise Microbiol6gica

Resultado n Percentagem

Negativo 6 60%
Positivo 4 40%
Total 10 100%

5.1.6.3.1. Resultados Clostridium FirstTest™ <ys” Resultados

Analise Microbioldgica

Comparando os resultados do Clostridium FirstTest™ com os resultados da analise
microbioldgica verificam-se contrariedades. Das sete amostras “Normais” dos Clostridium
FirstTest™, cinco amostras confirmaram-se negativas (71,4%) e em duas (28,6%) verificou-
se 0 crescimento de unidades formadoras de colénias de C. perfringens, considerando-se
assim positivas.

O resultado do Clostridium FirstTest™ da amostra “Positiva” confirmou-se através da
analise microbioldgica cujo resultado foi positivo.

Das duas amostras “Muito Positivas” do Clostridium FirstTest™, uma o resultado da
analise microbioldgica foi negativo (50%) e a outra o resultado foi positivo (50%).

Esta comparacdo de resultados esta representada na tabela 13.

Tabela 13 - Resultados Clostridium FirstTest™ “vs” Resultados Analise Microbiolégica

Analise Microbiolégicd

Negativo ~ Positivo Tl
N° de amostras]5 2 7
%]71,4% 28,6%0 100,0%0
cﬁg;’:fgﬁ:’m N° de amostras{0 1 1
EirstTest™ %[0 100,0% (100,090
Muito PositivoN°® de amostrasj1 1 2
°/z|50,0% 50,0% 100,090
N° de amostras}6 4 10
°/z|60 40 100,0%0)

4.1.7. Indicadores de Producéo — Fecho de Bando
4.1.7.1. Ganho Médio Diéario

Apbs o fecho do bando registaram-se os dados técnicos dos 30 bandos amostrados.
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O ganho médio diario registou-se entre 44,69 e 66,5g. O valor minimo registado foi 44,6 ge o
valor maximo 66,5g. A média registada foi 53,6¢, a mediana foi 54,4 g e o desvio padréo 4,2
g (tabela 14).

Tabela 14 — Andlise estatistica descritiva sobre a variavel “ganho médio diario (g)”

Ganho Médio Diario (g

n 30
Minimo 44,6
Maximo 66,5
Média 53,6
Mediana 54,4
Desvio Padrao 4,2

4.1.7.2. indice de Conversdo Alimentar

O Indice de Conversdo Alimentar registado variou entre 1,432 e 1,895, sendo 1,432 o
valor minimo e 1,895, o valor maximo. O valor médio foi 1677,33, o valor da mediana foi
1,656 de e o desvio padréo foi 0,113.

Os valores da analise estatistica descritiva sobre a variavel “Indice de Conversdo

Alimentar” encontram-se na tabela 15.

Tabela 15 - Valores da anilise estatistica descritiva sobre a variavel “Indice de Conversio Alimentar”

Indice de Conversdo Alimentar

n 30

Minimo 1,432
Maximo 1,895
Média 1,677
Mediana 1,656
Desvio Padréo 0,113

4.1.7.3. Baixas totais - % de Mortalidade

A taxa de mortalidade de frangos de crescimento rapido e plumagem branca encontra-
se documentada na tabela 16. O valor minimo de % de mortalidade foi 1,30 % e o valor
maximo foi 10,10 %. Registou-se uma média de 3,85, uma mediana de 2,5 e um desvio
padrdo de 2,71.

Tabela 16 - Analise Estatistica Descritiva sobre a variavel "'Baixas totais - % de mortalidade™

Baixas totais - % de Mortalidade

n 30
Minimo 1,30
Maximo 10,10
Média 3,85
Mediana 2,5
Desvio Padrao 2,71
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4.2. CORRELACAO ENTRE OS RESULTADOS EXPOSTOS ANTERIORMENTE
E O RESULTADO DO CLOSTRIDIUM FIRSTTEST™

4.2.1. Niveis de Concentracao de C. perfringens — Segunda Visita

De acordo com a primeira medicédo efectuada nos 30 bandos, verificou-se que a média
da concentracdo de C. perfringens nos bandos “Normais” foi 0,0283 ng/ml. Nos bandos
“Positivos” € “Muito Positivos” a média de concentracdo do agente foi 0,1322 ng/ml e

0,3267 ng/ml, respectivamente (Gréafico 4).

Gréfico 4 — Representagdo grafica dos niveis médios de concentragéo de C. perfringens na 23Visita
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4.2.2. Relagéo do resultado do Clostridium FirstTest™ com as caracteristicas dos

bandos
4.2.2.1. Peso Médio a Chegada

De acordo com a primeira medicao efectuada nos 30 bandos, verificou-se que a média
do peso médio a chegada nos bandos “Normais” é de 42,33g. Nos bandos “Positivos” €
“Muito Positivos” a media do peso médio a chegada é 42,56g e 43,00g respectivamente
(Grafico 5).
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Gréfico 5 - Representacao gréafica da relacdo do peso médio (g) a chegada com o resultado do Clostridium

FirstTest™
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Pelo teste de Kruskal-Wallis verificou-se que ndo existem diferencas estatisticamente

significativas entre o peso médio a chegada nas trés classes de classificacdo do Clostridium

FirstTest™ “Normal”, "Positivo” e “Muito Positivo” (p-value=0,932).

4.2.2.2. Idade dos Bandos a Segunda Visita

De acordo com a primeira medicao efectuada nos 30 bandos, verificou-se que a média

i3

das idades a segunda visita, nos bandos “Normais” foi de 13,89. Nos bandos “Positivos” e

“Muito Positivos” a média das idades a segunda visita foi 12,78 e 14,33, respectivamente

(Gréfico 6).

Grafico 6 — Representa¢do gréafica da relacdo da idade a segunda visita com o resultado do Clostridium

FirstTest™
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Verificou-se, pelo teste de Kruskal-Wallis, que ndo existem diferencas
estatisticamente significativas entre a idade dos bandos a segunda visita nas trés classes de
classificagdo do Clostridium FirstTest™ “Normal”, “Positivo” e “Muito Positivo” (p-
value=0,168).

4.2.3. Relacéo do resultado do Clostridium FirstTest™ com fatores de maneio e
instalacOes

4.2.2.1. Densidade Populacional - N° total de pintos recebidos

De acordo com a primeira medicédo efectuada nos 30 bandos, verificou-se que a média
da densidade populacional nos bandos “Normais” foi 19077,78. Nos bandos “Positivos” e
“Muito Positivos” a média de densidade populacional foi 23444,44 e 21066,67,
respectivamente (Gréafico 7)

Grafico 7 - Representaco gréafica da Relacdo da Densidade Populacional com o resultado do Clostridium

FirstTest™
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Pelo teste de Kruskal-Wallis verificou-se que ndo existem diferencas estatisticamente
significativas entre a densidade populacional nas trés classes de classificacdo do Clostridium

FirstTest™ “Normal”, "Positivo” e “Muito Positivo” (p-value=0,562).
4.2.3.2. Temperatura Ambiente (°C) a Segunda Visita

De acordo com a primeira medi¢édo efectuada nos 30 bandos, verificou-se que a media

da temperatura ambiente a segunda visita nos bandos “Normais” foi de 25,9°C. Nos bandos
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“Positivos” e “Muito Positivos” a média da temperatura ambiente a segunda visita foi 26,8°C
e 26,3°C, respectivamente (Grafico 8).

Gréafico 8 - Representacdo grafica da Relacdo da Temperatura Ambiente a Segunda Visita com o
resultado do Clostridium FirstTest™
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Verificou-se, pelo teste de Kruskal-Wallis, que ndo existem diferencas
estatisticamente significativas entre a temperatura ambiente a segunda visita nas trés classes
de classificacdo do Clostridium FirstTest™ “Normal”, “Positivo” e “Muito Positivo” (p-
value=0,290).

4.3.3. Relacdo entre o resultado da Humidade da Cama a Segunda Visita e o
resultado do Clostridium FirstTest™"

Para relacionar a humidade da cama com o resultado do Clostridium FirstTest™,
reduziram-se as classificagdes apenas para duas: bando ‘“Normais” e bandos “Positivos” que

inclui os resultados dos bandos “positivos” € “muito positivos”.

De acordo com a medicdo efectuada nos 30 bandos, verificou-se nos 18 bandos

)

“Normais”’, metade apresentam cama seca e a outra metade cama humida, nos restantes 12

bandos “Positivos”, 10 bandos apresentam cama humida e os outros 2 bandos, apresentam a
cama seca.
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Tabela 17 - Distribuicéo do resultado da humidade das camas pelos resultados do Clostridium FirstTest™

Resultado Clostridium FirstTest™ Total

Normal Positivo
Humidade da Cama Seca 9 2 11
Hdmida 9 10 19
Total 18 12 30

Utilizando o teste do Qui-Quadrado de Pearson para comparar a associacdo entre a
humidade da cama e as duas classes de classificagdes, verificou-se que ndo existe uma relacao

entre a humidade da cama e a presencga de C. perfringens (p-value=0,063).

4.2.4. Concordancia entre o resultado do Clostridium FirstTest™ com o

resultado da Andlise Microbiolégica

Para relacionar o resultado da analise microbiol6gica com o resultado do Clostridium
FirstTest™, reduziram-se as classificaces referente aos niveis de C. perfringens apenas para
duas: bando “Normais” e bandos “Positivos” que inclui os resultados dos bandos “Positivos”

e “Muito Positivos”.

De acordo com a medicao efectuada nos 30 bandos, ndo se verificou nos 18 bandos
“Normais” 0 crescimento de UFC na analise microbiol6gica, sendo o seu resultado negativo.
Nos restantes 12 bandos “Positivos”, em 10 bandos houve crescimento de UFC, sendo
resultado da analise microbioldgica positivo, e em apenas 2 bandos, o resultado foi negativo

por ndo ter havido crescimento de nenhuma UFC (Tabela 18 e Grafico 9).
Tabela 18 - Relacdo entre o resultado do Grafico 9 — Representacdo Grafica da Relagéo entre o
Clostridium FirstTest™ e o resultado de Analise resultado do Clostridium FirstTest™ e o resultado da

Microbioldgica Anilise Andlise Microbiologica
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Utilizando-se o teste exato do Qui-Quadrado de Pearson para avaliar a concordancia
dos resultados do Clostridium FirstTest™ com os resultados na anélise microbiolégica,

concluiu-se que existe concordancia (p-value <0,001).

4.2.5. Tratamento Farmacolégico - Resultado Clostridium FirstTest™ antes e

depois

Apos a andlise da evolucdo da concentracdo de C. perfringens nos bandos ap6s o
tratamento verificou-se que 70 % (n=7) diminuiu a concentracao, 20 % (n=2) aumentou e 10 %

(n=1) manteve a concentracdo do agente. (Graficos 10 e 11)

Gréfico 10 - Representacdo grafica do Resultado Graéfico 11 - Representagdo grafica do Resultado
do Clostridium FirstTest™ antes do tratamento do Clostridium FirstTest™ depois do tratamento
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Através do teste de Pearson verificou-se uma associacdo positiva e significativa entre
o resultado do Clostridium FirstTest™ antes e depois do tratamento (R = 0,310, p-value <0,05,
n =10).

4.2.6. Relacdo do resultado do Clostridium FirstTest™ com os Indicadores de

Producéo
4.2.6.1. Ganho Médio Diario

De acordo com a primeira medicdo efectuada nos 30 bandos, verificou-se que a média
do ganho médio diario nos bandos “Normais” foi 52,85g. Nos bandos “Positivos” e “Muito
Positivos” a média do ganho médio diario foi 54,539 e 54,849 (Gréfico 12).

Pelo teste de Kruskal-Wallis verificou-se que ndo existem diferengas estatisticamente
significativas entre o ganho médio diario nas trés classes de classificagdo do Clostridium

FirstTest™ “Normal”, "Positivo” e “Muito Positivo” (p-value=0,128).
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Gréafico 12 - Representacdo grafica da Ganho Médio Diario (g) com o resultado do Clostridium

FirstTest™
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4.2.6.2. Indice de Conversdo Alimentar

De acordo com a primeira medicao efectuada nos 30 bandos, verificou-se que a média
do Indice de Conversdo Alimentar nos bandos “Normais” foi 1,670. Nos bandos “Positivos”
e “Muito Positivos” a média do Indice de Conversdo Alimentar foi 1,675 e 1,724,
respectivamente (Gréafica 13).

Gréfico 13 - Representacdo grafica da relagdo do Indice de Conversdo Alimentar com o resultado do

Clostridium FirstTest™
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Verificou-se, pelo teste de Kruskal-Wallis, que ndo existem diferencas
estatisticamente significativas entre o indice de Conversdo Alimentar nas trés classes de
classificagdo do Clostridium FirstTest™ “Normal”, “Positivo” e “Muito Positivo” (p-

value=0,643).
4.2.6.3. % de Mortalidade — Baixas Totais

De acordo com a primeira medicao efectuada nos 30 bandos, verificou-se que a média
da % de mortalidade nos bandos “Normais” foi 3,66%. Nos bandos “Positivos” e “Muito

Positivos” a média da % de mortalidade foi 4,20% e 3,93%, respectivamente (Grafico 14).

Grafico 14 - Representacdo grafica da Relacdo da % de mortalidade com o resultado do Clostridium

FirstTest™
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Pelo teste de Kruskal-Wallis verificou-se que ndo existem diferengas estatisticamente
significativas entre a % de mortalidade nas trés classes de classificagdo do Clostridium

FirstTest™ “Normal”, "’Positivo” e “Muito Positivo” (p-value=0,671).
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5. DISCUSSAO

No presente estudo pretendeu-se avaliar a utilizacdo de um teste de ensaio
imunocromatografico de fluxo lateral, o Clostridium FirstTest™™, para detec&o e quantificacdo
de C. perfringens em frangos de crescimento rapido e plumagem branca.

Simultaneamente, relacionaram-se as concentragfes de C. perfringens, detetadas
através do Clostridium FirstTest™, com as caracteristicas dos bandos (peso médio & chegada,
idade dos bandos a amostragem), os fatores ambientais (densidade populacional, temperatura
ambiente, humidade da cama) e os indicadores de producio (ganho médio diario, indice de
Conversdo Alimentar e % de mortalidade). Avaliou-se, também, a concordancia dos
resultados do Clostridium FirstTest™ com os resultados da analise microbiolégica.

Foram selecionados trinta bandos de frango de crescimento rapido e plumagem
branca, que foram divididos em grupos de acordo com os niveis de concentracdo de C.
perfringens detetados pelo Clostridium FirstTest™. Assim, 30% (n=9) dos bandos foram
classificados como “Positivo” e 10% (n=3) foram classificados como “Muito Positivo”. OS
restantes 60% (n=18) dos bandos apresentaram niveis “Normais” de C. perfringens. Estes
resultados s@o concordantes com os resultados obtidos por Saggiorato em 2009 (comunicacao
pessoal, 2011, dados ndo publicados), em que de 98 amostras testadas, 69% apresentavam
resultado “Normal”, 25% apresentavam resultado “Positivo” e 6% apresentavam resultado

“Muito Positivo”.

Os niveis de concentragdo de C. perfringens registados pelo Clostridium FirstTest™
demostram que para o resultado “Normal”, a média da concentracdo foi 0,0283 ng/ml, para o
resultado “Positivo” a média de concentra¢do do agente foi 0,1322 ng/ml e para o resultado
“Muito Positivo” a média da concentracdo foi 0,3267 ng/ml. Tal como seria de esperar 0s
niveis de concentracdo do C. perfringens aumentam ao longo das classes de classificacdo do
Clostridium FirstTest™, porque quando maior a concentracéo de agente em ng/ml, maior sera
a sua classificacdo (“Normal”, “Positivo”, “Muito Positivo”) Segundo Saggiorato et al.
(2010), niveis de 1 milhdo C. perfringens sdo considerados normais, indicado um perfil
bacterioldgico intestinal “Normal”. Niveis superiores a 10 milhdes podem indicar um
resultado “Muito Positivo”. No entanto, esses valores nao foram possiveis de obter através do
Clostridium FirstTest™ neste estudo, uma vez que os valores sdo apresentados em

concentracdo de C. perfringens em ng/ml e no em nimero de bactérias. E preciso ter em

57



conta que o intervalo de confianga para a detecdo do teste ndo foi conhecido aquando da

realizacdo do estudo.

O crescimento excessivo de C. perfringens esta associada ao desenvolvimento de
patologias graves que afetam a satde do bando. Entre elas destaca-se a ENA responsavel por

avultadas perdas econémicas.

Por forma a avaliar a utilidade do Clostridium FirstTest'™, pretendeu-se relacionar as
caracteristicas dos bandos (peso médio a chegada, idade dos bandos a amostragem), os fatores
ambientais (densidade populacional, temperatura ambiente, humidade da cama), e 0s
indicadores de producdo (ganho médio diario, indice de Conversdo Alimentar e % de

mortalidade) com os niveis de C. perfringens presentes nos bandos.

O estudo comecou pela rececdo dos pintos do dia. No total foram recebidos 617 600
pintos, distribuidos por 30 bandos, sendo a densidade populacional minima de 3500 pintos e a

maior de 52 000 pintos.

A densidade populacional esta relacionada com o espacgo de que cada animal dispbe e
consequentemente o acesso a comida e bebida. Uma densidade populacional muito elevada
estd associada a um aumento do stress por parte dos animais, e consequente aumento da
suscetibilidade da integridade intestinal. Neste estudo verificou-se que a média da densidade
populacional nos bandos “Normais” foi 19077,78. Nos bandos “Positivos” e “Muito
Positivos” a média de densidade populacional foi 23444,44 e 21066,67, respectivamente, e
esperar-se-ia um resultado contrario. N&@o se verificou a existéncia de uma relacdo entre os
niveis de C. perfringens e a densidade populacional. Seria de esperar que bandos com niveis
de C. perfringens mais elevados correspondessem a bandos cuja densidade populacional fosse
mais elevada. Uma das possibilidades ¢ que o nimero de bandos cujo resultado ¢ “Muito
Positivo” ¢ inferior as outras classes e por isso a média seja mais baixa. Contudo verifica-se
um aumento na média da densidade populacional dos bandos “Normais” para os bandos
“Positivos”, 0 que pode sugerir que com o aumento da densidade populacional os niveis de
concentragdo do C. perfringens aumentam. Outra justificacdo é que o crescimento de C.
perfringens pode ser multifactorial. McDevitt et al. (2006) relacionaram o aumento da
incidéncia de ENA a maior densidade populacional, devido ao aumento da concentragdo de
esporos e a baixa qualidade da cama (humidade e altos niveis de compostos nitrogenados),

além do risco de dispersédo por contacto direto ou aerossol.
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Aquando da rececdo todos os bandos foram pesados. O peso médio a chegada
registou-se entre 37g e 469, sendo a média de 42,47g. Relacionou-se 0 peso médio a chegada
com o resultado do Clostridium FirstTest™ e verificou-se que a média do peso médio a
chegada nos bandos “Normais” foi 42,33g. Nos bandos “Positivos” e “Muito Positivos” a
média do peso médio a chegada foi 42,569 e 43g, respectivamente. Nao se encontraram
diferencas entre o peso médio a chegada nas trés classes de classificacdo (p-value=0,932).
Podemos concluir que o peso médio a chegada dos pintos ndo tem qualquer influéncia no
crescimento de C. perfringens.

Estudos realizados por Apajalahti (2007), Lee (2007) e Lange (2007) demonstraram
que a flora microbiana dos pintos estd formada nos primeiros 7-14 dias da vida. A flora
microbiana intestinal equilibrada é importante, impedindo o crescimento excessivo de C.
perfringens. A colheita das amostras fecais, na segunda visita, para realizacdo do Clostridium
FirstTest™ ocorreu quando os frangos tinham entre 11 e 15 dias de idade. A faixa etéria dos
15 dias foi a mais representativa com 11 amostras (36,7%) seguindo-se 14 dias (26,7%), 13
dias (16,7%) e 11 dias (20%). Quando relacionada a idade a segunda visita e o resultado do
Clostridium FirstTest™ verificou-se que a média das idades, nos bandos “Normais” foi
13,89. Nos bandos “Positivos” € “Muito Positivos” a média das idades foi 12,78 e 14,33,
respectivamente. N&o se encontraram diferencas entre idade a segunda visita nas trés classes
de classificacdo (p-value=0,168), o que pode ser justificado pela flora microbiana intestinal ja
estar plenamente formada e equilibrada, ndo favorecendo o sobrecrescimento de C.
perfringens. Pois, e segundo a bibliografia, o facto de as aves passarem por uma fase
adaptativa de transicdo do sistema imunitario por volta dos dias 10-14 e 30-35, pode levar a
uma reducdo de imunidade da mucosa intestinal e, subsequentemente, a perda da integridade

intestinal, o que favoreceria a colonizacdo (Saggiorato et al., 2010).

Um estudo realizado por Saggiorato et al. (2010) mostra que a incidéncia elevada de
cama hdmida em pavilhées com frangos com menos de 10 dias de idade, leva a perda de
eficiéncia digestiva e a pobres performances, sugerindo que a avaliacdo da flora bacteriana
intestinal ao decimo dia poderia ser um indicador para o resto da vida das aves. Quando foram
recolhidas as amostras fecais, foi analisada a qualidade das camas, ou seja se se encontravam
himidas ou ndo hdmidas. Verificou-se que dos 30 bandos amostrados, 19 (63,33%)
apresentavam cama humida e 11 (36,67%) apresentavam cama seca. Para relacionar a
humidade da cama com o resultado do Clostridium FirstTest™, reduziram-se as classificacdes

apenas para duas: bando “Normais” e bandos “Positivos” que inclui os resultados dos bandos
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“Positivos” € “Muito Positivos”. Nao se verificou qualquer associagdo entre a humidade da
cama e os niveis de C. perfringens. Isto pode indicar que no momento da colheita os niveis de
concentracdo de C. perfringens ndo eram suficientes para serem considerados positivos pelo
kit comercial, no entanto eram suficientes para que a qualidade das fezes estivesse afetada e
consequentemente as camas estivessem molhadas. Outra razédo, é que nem sempre a origem da
cama humida esta relacionada com infecGes clostridiais. O derrame de bebedores, as dietas
ricas em sodio, potéssio, ou gordura saturada, as micotoxinas, a temperatura ambiente, a falta
de ventilacdo, a méa absor¢do do material usado nas camas, as infecGes com outras bactérias,
virus ou protozoarios bem como uma elevada densidade populacional, sdo fatores que
também contribuem para o aumento da humidade das camas (Williams, 2005). No estudo
realizado por Saggiorato et al. (2010) 42,1% dos bandos cujo resultado foi “Normal” no
Clostridium FirstTest™ apresentavam cama seca, e apenas 15,4% dos bandos com resultado
“Muito Positivo” apresentavam cama seca. Nesse estudo, a percentagem de camas humidas
também aumenta com o aumento da concentracdo de C. perfringens, obtida pelo Clostridium
FirstTest™ ao dia 10 de vida dos bandos, sendo a percentagem de camas himidas de 57,9%,
63,6% e 84,6%, para um resultado do Clostridium FirstTest™ “Normal”, “Positivo” e
“Muito Positivo”, respectivamente. Para além de ser um meio propicio ao desenvolvimento
de C. perfringens, as camas hdmidas, levam a um aumento de lesbes nas patas
(pododermatites), lesdes nos joelhos e calos no peito, resultando em niveis mais altos de
rejeicdo nas unidades de transformacdo, logo maiores perdas econémicas, 0 que neste estudo

se verificou em alguns bandos com cama himida.

A temperatura corporal normal de um pinto é aproximadamente 41°C. Quando a
temperatura ambiental supera os 35°C, é provavel que o frango sofra stress por calor (Manual
de Manejo del Pollo de carne Ross — Aviagen, 2010). Quando as aves estdo sujeitas a
temperaturas elevadas durante longos periodos, maior sera o stress e 0s seus efeitos, como por
exemplo, maior é a suscetibilidade da mucosa intestinal e maior o risco de crescimento
excessivo de C. perfringens. De acordo com a primeira medic¢do efectuada nos 30 bandos,
verificou-se que a temperatura média ambiente & segunda visita nos bandos “Normais” foi de
25,9°C. Nos bandos “Positivos” € “Muito Positivos” a média da temperatura ambiente a
segunda visita foi 26,8°C e 26,3°C, respectivamente. As temperaturas registadas sdo inferiores
a temperatura minima (35° C) suscetivel a provocar stress nos frangos, por isso os niveis de C.
perfringens registados pelo Clostridium FirstTest™ ndo estdo relacionados com stress por

calor. No entanto, é preciso ter em conta que as temperaturas ambientais tidas em
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consideracdo foram apenas pontuais, ou seja, registadas no exato momento da colheita das
amostras na primeira amostragem as exploracGes e ndo as temperaturas ambientais registadas
até a data, uma vez que esse registo ndo é efeito nas explorag@es, o0 que ndo invalida que em
algum momento da vida destes frangos ndo tenha ocorrido uma variacdo brusca da
temperatura que os possa ter colocado em stress e contribuido para a proliferacdo de C.
perfringens, por isso seria também interessante seguir a evolugdo da temperatura ambiente do

pavilhdo ao longo do tempo de vida dos bandos.

Foi realizada uma andlise microbioldgica em todas as amostras cujo resultado do
Clostridium FirstTest™ foi “Positivo” ou “Muito Positivo”. As placas onde ocorreu
crescimento bacteriano (UFC > 1) foram contabilizadas como positivas naquelas em que ndo
ocorreu crescimento bacteriano foram consideradas negativas. Das nove amostras cujo resulto
do Clostridium FirstTest™ foi “Positivo” em uma amostra ndo se verificou crescimento de
UFC (11,1%) e oito amostras ocorreu crescimento bacteriano (88,9%), e das trés amostras
cujo resultado do Clostridium FirstTest™ foi “Muito Positivo”, numa amostra ndo Se
verificou crescimento de UFC (33,3%) e nas outras duas amostras verificou-se crescimento
(66,7%). Para relacionar a o resultado da analise microbiolégica com o resultado do
Clostridium FirstTest™, reduziram-se as classificacdes apenas para duas: bando “Normais” e
bandos “Positivos” que inclui os resultados dos bandos “Positivos” € “Muito Positivos”. De
acordo com a medicao efectuada nos 30 bandos, nao se verificou nos 18 bandos “Normais” 0
crescimento de UFC na andlise microbioldgica, sendo o seu resultado negativo. Nos restantes
12 bandos “Positivos”, em 10 bandos houve crescimento de UFC, sendo resultado da anélise
microbioldgica positivo, e em apenas 2 bandos, o resultado foi negativo por ndo ter havido
crescimento de nenhuma UFC. A analise estatistica efectuada sugere que existe concordancia
dos resultados do Clostridium FirstTest™ com os resultados na analise microbiolégica. No
entanto num estudo futuro dever-se-ia realizar duplicados ou triplicados das placas para evitar

resultados incompreensiveis e possiveis erros associados.

Ap6s a confirmacdo da presenca de Clostridium perfringens pela analise
microbiologica, os bandos, cujas amostras fecais evidenciaram resultado do Clostridium
FirstTest™ “Positivo” ou “Muito Positivo"foram sujeitos a tratamento. Dos nove bandos
com amostra com resultado “Positivo” um bando foi tratado com sangrovit (Sangrovit® 30
g/l) do 21° ao 28° dia, um bando com trihidrato de amoxicilina (Paracilina®) e tilosina
(Tylan®) do 22° ao 25° dia, um bando com oxitetraciclina (Oxitetraciclina® 50%) e
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enrofloxacina (Colmyc P® 10%) do 16° ao 19° dia, e cinco bandos com lincomicina
(Lincagro® 400 mg/g): dois do 16° ao 19° dia, um do 17° ao 20° dia e dois do 24 ao 27° dia.

Os dois bandos com resultado “Muito Positivo ” foram tratados do seguinte modo: um
bando com trihidrato de amoxicilina (Paracilina®) e tilosina (Tylan®) e lincomicina
(Lincagro® 400 mg/g), do 22° ao 25° dia e do 16° ao 19° dia, respectivamente. Apds o
tratamento, os bandos foram sujeitos a nova colheita de amostras fecais numa segunda
amostragem. Estas amostras foram testadas no Clostridium FirstTest™ e foi analisada a
concentracdo dos niveis de Clostridium perfringens antes e depois do tratamento. A evolugéo
da concentracdo de C. perfringens apés o tratamento demonstrou variabilidade individual: 70
% (n=7) dos bandos apresentaram uma diminuiu na concentragdo de C. perfringens, 20 %
(n=2) apresentaram um aumento e 10 % (n=1) mantiveram a concentracdo do agente.
Verifica-se uma associacdo positiva e significativa entre o resultado do Clostridium

FirstTestTM antes e depois do tratamento.

Os sete bandos cuja concentracdo de C. perfringens diminuiu foram tratados com: um
bando foi tratado com Sangrovit® 30 g/lI, dois bandos com trihidrato de amoxicilina
(Paracilina®) e tilosina (Tylan®), um bando com oxitetraciclina (Oxitetraciclina® 50%) e
enrofloxacina (Colmyc P® 10%) e trés bandos com lincomicina (Lincagro® 400 mg/g). Os
dois bandos cuja concentracdo de C. perfringens aumentou e o bando cuja concentragdo se
manteve foram tratados com lincomicina (Lincagro® 400 mg/g). O tratamento com
antibidticos tais como a penicilina, a amoxicilina, a ampicilina, a eritromicina, a
diidroestreptomicina e a tetraciclina promovem uma resposta clinica satisfatdria contra o C.
perfringens. A penicilina é conhecida por ser particularmente ativa contra o C. perfringens. A
resisténcia a penicilina é muito rara e a resisténcia as p-lactamases ndo tem sido demonstrada
De acordo com a Brennan et al. (2000) a administragéo de dieta com Tilosina (Tylan®) por
sete dias consecutivos apos a confirmacgdo de ENA, reduziu a mortalidade e os graus de lesao
e melhorou o crescimento global, bem como a conversdo alimentar em frangos de
crescimento rapido e plumagem branca. Os resultados obtidos neste estudo sdo corroborados
pela bibliografia. Uma das razdes para que os trés bandos tratados com lincomicina néo
tenham diminuido a concentracdo de C. perfringens, pode relacionar-se com possivel
resisténcia desses bandos aos antibiéticos aplicados. Outra razdo pode ser a ocorréncia de
outros fatores que afetem a integridade da mucosa intestinal permitindo a propagagédo de C.

perfringens.
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Neste estudo, quando comparados os indicadores de producéo (indice de Conversio
Alimentar, ganho médio didrio e percentagem de mortalidade) com os resultados do
Clostridium FirstTest™, verificou-se que a média do ganho médio diario nos bandos
“Normais” foi 52,85¢. Nos bandos “Positivos” € “Muito Positivos” a média do ganho médio
diario foi 54,539 e 54,84q, respectivamente. Verificou-se que ndo existem diferencas entre o
ganho médio diario nas trés classes de classificacdo. O que indica que o tratamento permitiu
melhorar o ganho médio diério, contrariamente ao que seria de esperar se ndo fosse aplicado
tratamento.

Verificou-se que a média do indice de Conversdo Alimentar nos bandos “Normais” é
de 1,670. Nos bandos “Positivos” € “Muito Positivos” a média do Indice de Converso
Alimentar é 1,675 e 1,724, respectivamente. No se verificaram diferencas entre o indice de
Conversdo Alimentar nas trés classes de classificagdo. Ou seja o tratamento, também evitou
que o Indice Conversdo Alimentar fosse pior nos bandos cujo resultado do Clostridium
FirstTest™ foi “Positivo” ou “Muito Positivo”.

A média da % de mortalidade nos bandos “Normais” foi 3,66%. Nos bandos
“Positivos” € “Muito Positivos” a média da % de mortalidade foi 4,20% e 3,93%,
respectivamente. Verificou-se que ndo existe relacdo entre a média da % de mortalidade nas
trés classes de classificacdo, Ou seja a % de mortalidade ndo foi afetada pelos niveis de

concentracdo de C. perfringens, e o tratamento pode ter contribuido para isso.

Todos estes factos podem sugerir que devido a uma detecdo precoce dos niveis de C.
perfringens através do Clostridium FirstTest™ e a sua confirmacdo através da analise
microbioldgica, seguidas da correta aplicacdo de tratamento, reduziu-se o risco de
desenvolvimento de uma patologia entérica, como a ENA e todas as consequéncias, tais como
uma reducdo do ganho médio diario, um aumento da percentagem de mortalidade e do indice

de Conversao Alimentar.

Entre os fatores predisponentes importantes a ENA, a infe¢do por coccideas favorece a
colonizagdo e a multiplicagdo de C. perfringens no trato intestinal devido aos danos causados
na mucosa (McDougald, 2003). A gravidade das lesdes depende principalmente do grau de
exposicdo ou do numero de oocistos ingeridos pelo hospedeiro (Williams, 2005). Riddell e
Kong (1992), ao estudarem a influéncia da dieta na ENA, demonstraram que o tipo de
alimento utilizado na racdo € um fator correlacionado com a incidéncia da ENA e a
percentagem de mortalidade em frangos de crescimento rapido e plumagem branca. Estes

fatores predisponentes ndo foram tidos em consideracdo na presente dissertacdo. Seria
63



interessante complementar este estudo com a avaliacdo da influéncia da coccidiose e do tipo
de alimento na dieta nas concentracdes de C. perfringens, para uma melhor compreensdo
acerca da epidemiologia do C. perfringens, dado que nas pesquisas realizadas, ndo foi
encontrado qualquer estudo sobre epidemiologia e a prevaléncia do C. perfringens nas

explorac@es avicolas portuguesas.

Quanto ao folheto criado exclusivamente para este estudo e dirigido aos criadores,
teve pela parte destes uma excelente aceitacdo, uma vez que ndo estavam alertas para a

possivel presenca do C. perfringens nos seus bandos, e as consequéncias que isso acarreta.
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6. CONCLUSOES

A presenca de C. perfringens no trato intestinal, pode néo significar necessariamente o
desenvolvimento de ENA e de outras doengas como a dermatite gangrenosa, colangiohepatite
e erosdes e ulceras na moela. Um ou varios fatores de predisposicdo podem ser necessarios
para eliciar os sinais clinicos e as lesfes. Fatores como coinfec¢Ges com coccideas, 0 genotipo
e a idade do frango, o consumo de dietas ricas em energia, proteina, e farinha de peixe,
elevada densidade populacional, alteracdes bruscas das condigdes climatéricas, como
ventilagcdo, temperatura e a condi¢cdo da cama e todos outros distlrbios que possam causar

situacOes de stress e reduzir a resisténcia das aves, aumentam a suscetibilidade a infecdes.

A salde intestinal das aves é fundamental para o sucesso da producao.
Quaisquer alteracdes nesta fase, devido a perturbacGes mecanicas, quimicas ou bioldgicas do
sistema digestivo (enterite), estdo associadas a elevadas perdas economicas devido ao
aumento da percentagem de mortalidade, diminuicdo do ganho médio diério, aumento dos
indices de conversdo e aumento dos custos com antibioterapia. O impacto econdémico de
alteracdes na integridade intestinal e consequentes alteracGes a nivel de producéo é elevado na
industria avicola, pelo que conhecimento da sua epidemiologia no nosso pais podera ser um

contributo para a competitividade produtiva do sector em Portugal.

Neste trabalho pretendeu-se avaliar a aplicabilidade e validade de um teste de
imunoensaio de fluxo lateral “on farm” para detecdo e quantificagdo de C. perfringens em
fezes de frangos de crescimento rapido e plumagem branca, o Clostridium FirstTest'™. O teste
mostrou-se uma ferramenta Gtil para detecdo e quantificacdo dos niveis de C. perfringens em
aves. A detecdo precoce dos niveis de concentracdo de C. perfringens permite prever o estado

de saude dos animais e preconizar um tratamento atempado.

Apesar de se ter em conta que a amostra é reduzida, uma vez que foi recolhida apenas
na Regido de Lisboa e Vale do Tejo, e que as condi¢des avicolas ndo sdo uniformes no nosso
pais, pensa-se que se conseguiu responder ao objetivo inicial de determinar se o Clostridium
FirstTest™ é um instrumento Gtil para a produgdo primaria de frangos de crescimento réapido
e plumagem branca. Uma vez que este teste “on farm” permite um diagnostico qualitativo e
quantitativo dos niveis de C. perfringens em amostras de fezes em apenas 15 minutos, e que
os seus resultados sdo corroborados pelos resultados da analise microbioldgica, desta forma
fidedignos, consequentemente, pode ser proposta uma intervengdo imediata para otimizar o
bem-estar das aves e minimizar o impacto econémico da doenca.
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Pretendeu-se também correlacionar os niveis de C. perfringens com as caracteristicas
dos bandos (idade, peso médio a chegada), os fatores ambientais (densidade populacional,
temperatura ambiente, humidade da cama), e os indicadores de producéo (ganho médio diario,
indice de Conversdo Alimentar e % de mortalidade). Contrariamente, e de acordo com a
bibliografia, ao que seria de esperar, verificou-se que nao existe relacdo entre os resultados do
Clostridium FirstTest™ e as caracteristicas dos bandos, os fatores ambientais, e 0s
indicadores de produgdo. Contudo, verificou-se melhoria na maioria dos niveis do agente nos
bandos sujeitos a tratamento, e que existe concordancia entre os resultados do teste e a anélise

microbiologica

Os niveis de concentracdo de C. perfringens encontrados neste estudo, sugerem que
este € um agente importante a considerar nas exploracdes avicolas portuguesas, ainda que o
seu papel patogénico pareca estar dependente da interacdo com outros fatores ou
microrganismos. Nesse sentido, uma dete¢do precoce dos niveis de C. perfringens nas fezes
dos frangos de crescimento rapido e de plumagem branca, por exemplo com recurso ao kit
Clostridium FirstTest™ (BioX Diagnostics and Elanco Animal Health), a utilizacdo de
probidticos, de antibioterapia com espectro de acdo sobre a bactéria, a vacinacao, a nutri¢éo
adequada e o controlo de fatores imunossupressores, conjuntamente com um eficiente
programa de biosseguranca, Sd0 essenciais para manter a presenca do agente a niveis

compativeis com a saude e com a economia da exploracéo integrada.
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Detecao e Quantificagao Precoce de Clostridium perfringens em Irangos de Crescimento Rapido e

Plumagem Branca na Regido de Lisboa e Vale do Tejo
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APENDICE Il - Registos dos dados obtidos durante o estudo

Tabela 19 — Registos dos dados obtidos no decorrer do estudo

;Tﬁz‘;ﬁf(ﬂ: Segunda Visita Terceira Visita Indicadores de Producéo
Bando/Amostra Tratamento
1 40.000 40 15 28,0 Hamida Positivo 0,13 Positivo com tratamento 28 Normal 0,00 negativo 1.683 2,00 50,26954
2 31.600 41 13 26,0 seca 0,36 Positivo com tratamento 27 Normal 0,00 negativo 1.829 2,60 50,07317
3 52.000 46 11 27,9 seca Positivo 0,16 positivo com tratamento 24 Normal 0,06 negativo 1.835 2,40 49,25000
4 10.800 38 14 24,0 Hamida Positivo 0,11 positivo com tratamento 31 Muito Positivo 0,31 positivo 1.597 1,80 54,38438
5 13.000 45 15 26,0 Himida 0,31 positivo com tratamento 30 Muito Positivo 0,31 negativo 1.597 1,80 54,38438
6 44.900 43 13 26,0 Huamida Normal 0,01 negativo sem tratamento - - - - 1.597 1,80 54,38438
7 10.000 45 15 24,0 Humida Normal 0,00 negativo sem tratamento - - - - 1.604 3,90 53,58491
8 35.000 43 15 26,5 seca Normal 0,04 negativo sem tratamento - - - - 1.763 5,00 50,27100
9 11.500 45 14 24,0 Hamida Positivo 0,12 negativo sem tratamento - - - - 1.698 7,90 54,56522
10 23.000 45 14 21,0 Huamida Normal 0,07 negativo sem tratamento - - - - 1.604 3,90 53,58491
11 17.400 43 14 29,0 Hamida Positivo 0,09 positivo com tratamento 27 Normal 0,00 negativo 1.619 10,10 54,80132
12 20.000 38 14 26,0 seca Normal 0,06 negativo sem tratamento - - - - 1.734 5,10 56,20053
13 31.000 37 15 26,0 Humida Normal 0,04 negativo sem tratamento - - - - 1.679 6,40 47,17949
14 33.000 42 15 26,0 Hamida Normal 0,04 negativo sem tratamento - - - - 1.740 1,40 56,52956
15 13.500 42 14 26,0 seca Normal 0,06 negativo sem tratamento - - - - 1.744 2,40 44,64396
16 32.000 43 14 25,0 Himida Normal 0,04 negativo sem tratamento - - - - 1.822 3,20 54,23684
17 18.600 43 15 27,0 Huamida 0,31 negativo sem tratamento - - - - 1.747 7,40 60,07712
18 23.200 43 1 26,0 Huamida Positivo 0,27 positivo com tratamento 27 Positivo 0,25 positivo 1.678 4,30 66,45408
19 13.600 46 11 27,0 Himida Positivo 0,10 positivo com tratamento 27 Normal 0,00 positivo 1.817 5,90 55,71023
20 7.000 46 15 27,0 seca Normal 0,00 negativo sem tratamento - - - - 1.593 1,30 54,72669
21 5.000 45 15 26,0 seca Normal 0,00 negativo sem tratamento - - - - 1.593 1,30 54,72669
22 7.000 44 15 26,0 seca Normal 0,03 negativo sem tratamento - - - - 1.593 1,30 54,72669
23 7.000 43 15 26,0 seca Normal 0,07 negativo sem tratamento - - - - 1.593 1,30 54,72669
24 3.500 40 11 26,0 seca Normal 0,01 negativo sem tratamento - - - - 1.432 9,10 46,30303
25 19.000 43 13 27,0 seca Normal 0,00 negativo sem tratamento - - - - 1.550 1,50 58,56230
26 23.500 42 11 28,0 Hamida Positivo 0,09 positivo com tratamento 27 Normal 0,02 positivo 1.565 1,40 51,40575
27 19.000 40 14 27,0 Hamida Positivo 0,12 positivo com tratamento 28 Normal 0,02 negativo 1.590 2,00 53,90390
28 7.250 42 13 27,0 Himida Normal 0,00 negativo sem tratamento - - - - 1.895 7,70 50,32500
29 7.250 42 13 27,0 Hamida Normal 0,00 negativo sem tratamento - - - - 1.895 7,70 50,32500
30 38.000 39 11 28,9 Hamida Normal 0,04 negativo sem tratamento - - - - 1.634 1,60 56,23932




