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Clostridium perfringens e a enterite necrotica em frangos:
principais fatores de viruléncia, genéticos e moleculares

Clostridium perfringens and necrotic enteritis in poultry:
virulence, genetic and molecular factors
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! Universidade de Sao Paulo, Instituto de Ciéncias Biomédicas,
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Resumo

Clostridium perfringens é o causador da enterite necrdtica que afeta a producédo de frangos de corte no mundo todo. Essa
bactéria produz diversas toxinas e causa lesdes no intestino, tendo como consequéncias a elevada mortalidade e perdas
econdmicas devido a baixa produtividade. Nesta revisao sdo apresentados os principais fatores de viruléncia, a suscep-
tibilidade aos antimicrobianos e a diversidade genética de C. perfringens isolados de frangos com enterite necrética.

Palavras-chave: Clostridium perfringens. Enterite necrética. Fatores de viruléncia. Susceptibilidade aos antimicrobianos.

Abstract

Clostridium perfringens cause necrotic enteritis affecting the poultry production worldwide. This bacterium produces
various toxins and causes lesions in the intestine producing high mortality and economic loss due to the low productivity.
In this review, the major virulence factors, antimicrobial susceptibility and genetic diversity of C. perfringens from

chickens with necrotic enteritis are showed.
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Introducao

Dentre os micro-organismos anaerébios que co-
lonizam o trato intestinal do homem e dos animais,
destaca-se o género Clostridium constituido por apro-
ximadamente 150 espécies (GARRITY et al., 2007).
Bactérias desse género produzem esporos e fermen-
tam diversos compostos organicos, participam ati-
vamente da degradagao final de alguns nutrientes no
ecossistema gastrointestinal, assim como do processo
de renovagdo da biomassa quando habitam solos e
esgotos, cumprindo um importante papel ecolégico
(SONGER, 1996).

A maioria das espécies do género Clostridium é co-
mensal, entretanto, aproximadamente 10% delas pos-
suem elevada patogenicidade, devido a produgéo de
potentes toxinas (POPOF; BOUVET, 2013). Clostri-
dium perfringens é a mais isolada de casos de enteri-
tes, abscessos e toxemias, entre outros; sendo o prin-
cipal responsavel pela gangrena gasosa, intoxicagoes

alimentares e diarreias associadas ao uso de antibio-
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ticos em humanos (ROOD et al., 1997). Também tém
sido isoladas de doengas inflamatdrias cronicas, como
colite ulcerativa e doenca de Crohn, e mais recente-
mente, em casos de cancer de colon (PRUTEANU et
al., 2011; PRUTEANU; SHANAHAN, 2013).

O C. perfringens também causa a enterite necroti-
ca (EN), morte subita na forma aguda e baixo ren-
dimento produtivo na forma subclinica em aves,
ocasionando enormes perdas econdmicas em paises
exportadores de carne de aves, principalmente fran-
gos (IMMERSEL et al., 2009).

Clostridium perfringens é capaz de produzir mais de

quinze toxinas que se constituem os principais fatores
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de viruléncia, sendo a, B, € e 1, consideradas letais e
utilizadas para classificar essa espécie em cinco toxi-
notipos: A, B, C, D, e E, de importancia na medici-
na humana e veterindria (PETIT; GIBERT; POPOFF,
1999; SONGER, 1996). Na tabela 1 sdo apresentadas

as caracteristicas dos toxinotipos de C. perfringens.

Tabela 1 - Caracteristicas dos toxinotipos de
Clostridium perfringens

Tipos Toxinas Genes Propriedades
A alfa Plc hemolise (fosfolipase C)
B alfa, beta, épsilon  plc, cpb, etx hemolise, necrotizante, permease
C alfa, beta ple, cpb hemolise, necrotizante
D alfa, épsilon ple, etx hemolise, permease
E alfa, iota ple, iap hemolise, necrotizante

A toxina a é o fator de viruléncia mais estudado de-
vido ao seu rapido efeito letal em animais de expe-
rimentacdo, a ampla distribuicdo de seus receptores
e substratos na superficie de células eucariéticas, e a
sua relagdo com doengcas severas (GONI; MONTES;
ALONSO, 2012). O gene plc codifica a produgao des-
sa toxina, localizado préoximo da origem de replicagdo
do genoma, sendo considerado de origem cromosso-
mal (MYERS et al., 2006).

Na EN ocorre a degradagio das células eucaridticas
intestinais, pela toxina a (fosfolipase tipo C), e a ina-
tivagdo da toxina a diminui a severidade das lesoes, o
que sugere a participa¢do de outros fatores envolvidos
neste processo infeccioso (KEYBURN et al., 2006).

Em 2008, Keyburn et al. (2008) relataram a presen-
¢a de uma nova toxina, a NetB, de origem plasmidial
e com atividade de formag¢ao de poros na membrana
de células eucaridticas. A toxina NetB é considerada a
mais recentemente descrita em C. perfringens, e tam-
bém ¢é sugerida sua participagdo nas lesdes iniciais da
EN. Lepp etal. (2010), analisando a origem plasmidial
do gene netB, identificaram trés loci de patogenicida-
de: locus 1, locus 2 e locus 3. Os loci 1 e 3 sao de origem
plasmidial, o gene netB encontra-se localizado no lo-
cus 1. O locus 2 é de origem cromossomal que ao lado

do locus 3 (plasmidial) carregam genes relacionados
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com o metabolismo bacteriano e a producio de adesi-
nas. Esses trés loci sdo observados apenas em estirpes
patogénicas.

A prevaléncia do gene netB em C. perfringens de di-
ferentes origens ¢ baixa e é mais frequentemente ob-
servada em isolados bacterianos de animais sadios do
que em doentes. Isto sugere que a presenca da toxina
NetB nao seja suficiente para iniciar o processo infec-
cioso (ABILDGAARD et al., 2010).

A toxina TpeL é classificada como membro da fa-
milia das Grandes Citotoxinas Clostridiais (LCT), ao
lado das toxinas A e B de C. difficile, toxina letal de
C. sporogenes, e toxina alfa de C. novyi. Essas toxinas
LCT sao importantes fatores de viruléncia envolvidos
em doencas entéricas de interesse médico-veterinario
(AKTORIES et al., 2012; BUSCH; AKTORIES, 2000).

A toxina TpeL tem atividade glicosilante nas protei-
nas Rho-Ras GTPases, modifica a estrutura da actina
e afeta a fisiologia das células epiteliais, particular-
mente, das células Vero (rim de macaco verde) e atua
no agravamento das lesdes, aumentando a mortalida-
de por EN em animais de experimentagdao (CARTER;
ROOD; LYRAS, 2012; COURSODON et al., 2012;
NAGAHAMA et al., 2011).

O processo de adesdo ao epitélio intestinal é a etapa
mais importante para a colonizagdo bacteriana, que
pode ser mediada por estruturas fimbriais e nao fim-
briais (PARKER; SPERANDIO, 2009). C. perfringens
tem a capacidade de produzir biofilmes, sendo favore-
cido pela presenca de pili tipo IV e pela producio de
sialidases (McCLANE, 2010).

A EN ¢ considerada um processo infeccioso que
causa perdas econdmicas de aproximadamente U$
2 bilhoes de dolares por ano, no mundo todo, e é
causada pelas toxinas produzidas por C. perfringens.
Alguns antimicrobianos vém sendo utilizados como
promotores de crescimento de aves, trazendo como
consequéncia o surgimento de bactérias resistentes
as multiplas drogas antimicrobianas, o que dificulta o
tratamento de varios processos infecciosos de interes-
se na medicina veterinaria (IMMERSEEL et al., 2009).
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A presenca de estirpes bacterianas multirresistentes
constitui um sério risco para a saude humana, uma
vez que esses animais sdo utilizados na alimentagao
do homem (KATHER; MARKS; FOLEY, 2006).

A susceptibilidade de C. perfringens aos antimi-
crobianos ainda nao foi suficientemente investigada,
principalmente no que se refere a avaliagdo compa-
rativa dos perfis de resisténcia entre localidades e
granjas de criagdo avicola (IMMERSEEL et al., 2004).
Drogas como penicilinas, cefalosporinas, quinolonas,
bacitracina e iondforos vém sendo utilizadas para o
tratamento e preven¢do da EN em paises como In-
dia, Argentina e Brasil. Entretanto, na atualidade, nos
Estados Unidos, Canada e paises europeus, o uso de
antimicrobianos como promotores de crescimento é

proibido.

Microbiota residente intestinal aviaria

A microbiota residente que coloniza o TGI de aves é
composta por diversos géneros bacterianos, facultati-
vos e anaerobios estritos, tais como Lactobacillus, Bifi-
dobacterium, Streptococcus, Enterococcus, Bacteroides,
Clostridium e Escherichia. Assim, a microbiota resi-
dente exerce influéncia direta na fisiologia intestinal
aumentando a velocidade de transito alimentar, regu-
lando a atividade enzimatica e a renovacdo dos ente-
récitos, além de favorecer a absor¢do de agua e eletrd-
litos, entre outros componentes (SAVAGE, 1986).

Os produtos metabdlicos produzidos pelas bac-
térias anaerdbias no intestino das aves, como acido
butirico, colaboram com a resisténcia das células in-
testinais as agressoes alimentares e bacterianas, pre-
servando a integridade e funcionalidade do cdlon
(ARVANS et al.,, 2005). Em frangos, foi demonstra-
do que a microbiota residente em equilibrio, princi-
palmente na regiao do ceco, representa um requisito
importante para a protegao contra o desenvolvimen-
to de infec¢des bacterianas, bem como produz uma
intensa fermenta¢ao de nutrientes que nao contém
amido, o que favorece a absor¢ao alimentar (ANGE-
LAKIS; RAOULT, 2010).
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A microbiota intestinal do frango torna-se insta-
vel devido as alteragdes causadas pela idade, dieta,
antimicrobianos, e pelos movimentos retrégados in-
testinais. Apds a eclosdo dos ovos, os pintinhos apre-
sentam seu TGI livre de micro-organismos, mas nas
proximas duas a quatro horas algumas bactérias como
Streptococcus faecalis e E. coli tornam-se prevalentes.
Apds a primeira semana, espécies de Lactobacillus
predominam no intestino delgado; enquanto no ceco
ocorre a colonizagao de anaerdbios estritos gram ne-
gativos, como Bacteroides e Fusobacterium, e gram
positivos, como Bifidobacterium, Eubacterium e Clos-
tridium (MEAD; ADAMS, 1975; SHANE et al., 1984).
No frango adulto, a microbiota intestinal é composta
por aproximadamente 10" bactérias diferentes, sen-
do que os micro-organismos anaerdbios excedem aos
aerobios por pelo menos em 10* bactérias/gramas de
fezes (SALANITRO et al., 1978).

As técnicas de cultivo bacteriano tém sido pouco
eficazes para determinar as alteragdes que podem
ocorrer na microbiota intestinal dos frangos. Entre-
tanto, com o surgimento das técnicas moleculares
tornou-se possivel a melhor avaliacdo da diversidade,
distribuicao, filogenia e sucessdo desses importantes
micro-organismos que habitam o ecossistema intes-
tinal de aves (ANGELAKIS; RAOULT, 2010; STAN-
LEY etal., 2012).

Espécies do género Clostridium estdo entre as pri-
meiras bactérias a colonizar o ceco de frangos (LEV;
BRIGGS, 1956); entretanto, no intestino delgado sua
presenca ¢ baixa, devido ao pH dcido e a elevada con-
centragdo de O,, que ndo permitem o seu crescimento
intenso (ADAMS, 2006). Assim, C. perfringens como
parte da microbiota intestinal residente de frangos é
observado em numeros inferiores a 10* bactérias/g de
fezes (PEDERSEN et al., 2003).

Clostridium perfringens

Aspectos taxondmicos, ecologicos e fisiologicos
Classicamente, o género Clostridium é constituido

por micro-organismos anaer6bios gram positivos, es-



porulados, e que nao reduzem sulfato. Com as técni-
cas de sequenciamento de DNA, foram reclassificados
antigos membros em outros géneros e identificadas
novas espécies (DWORKIN et al., 2006).

Clostridium perfringens foi isolado, pela primeira
vez, por Welch e Nuttall (1892) de tecido necroti-
co de cadaver humano em estado de decomposicéo,
sendo denominado inicialmente como Bacillus aero-
genes capsulatus. Posteriormente, outras denomina-
¢oes foram atribuidas, tais como: Bacillus phlegmones
emphysematosae (FRAENKEL, 1893), Bacillus enteri-
tidis sporogenes (KLEIN, 1895), Bacillus perfringens
(VEILLON; ZUBER, 1898), Bacillus welchii (MI-
GULA, 1900), Bacillus saccharobutyricus immobilus
(SCHATTENFROH; GRASSBERGER, 1900), Wel-
chillus aerogenes (HELLER, 1922) e Welchia perfrin-
gens (PREVOT, 1938). Finalmente, na 5* edicio do
Manual de Bergey’s (1939), foi designada oficialmente
como C. perfringens (SKERMAN; McGOWAN; SNE-
ATH, 1980).

No ultimo Manual de Bacteriologia Sistematica de
Bergey (VOS et al., 2009), C. perfringens esta clas-
sificado como pertencente ao Filo Firmicutes (com
baixo conteido de G-C), Classe Clostridia, Ordem
Clostridiales, Familia Clostridiaceae e Género Clos-
tridium (GARRITY et al,, 2007). Andlises de hibri-
diza¢do e sequenciamento de DNA (COLLINS et al.,
1994; STACKEBRANDT et al., 1999) indicaram que
a maioria das espécies do género Clostridium possui
elevada diversidade genotipica e ndo representam um
taxon uniforme.

Em termos de importdncia na clinica médica, C.
perfringens esta subdividido em 5 toxinotipos (A-E),
baseado na produgido de quatro principais toxinas le-
tais (a, B, €, 1), que determinam o potencial patogéni-
co de cada isolado (PETIT; GIBERT; POPOFE 1999;
SMEDLEY et al., 2004). Para se estabelecerem em um
determinado nicho ecoldgico, as bactérias secretam
peptideos com atividade antimicrobiana, denomi-
nados bacteriocinas, que tém limitado espectro de

atividade e afetam consideravelmente a composi¢ao
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de algumas comunidades bacterianas que habitam
o intestino (CZARAN; HOEKSTRA; PAGIE, 2002;
GILLOR; ETZION; RILEY, 2008).

As espécies do género Clostridium produzem subs-
tancias do tipo de bacteriocinas, contudo sua ativi-
dade ainda foi pouco pesquisada. Entretanto, bacte-
riocinas produzidas contra C. perfringens tém sido
caracterizadas e sdo produzidas por Carnobacterium
divergens, Lactococcus lactis, Bacillus spp., Enterococ-
cus faecalis, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pen-
tosaceus e Ruminococcus gnavus (ALLAART; ASTEN;
GRONE, 2013; MARTINEZ et al., 2013). Espécies pa-
togénicas de C. perfringens tém a capacidade de pro-
duzir bacteriocinas contra espécies nao patogénicas
desta bactéria visando a sua proliferacdo nos proces-
sos infecciosos (BARBARA et al., 2008).

Clostridium perfringens é caracterizado pela for-
magao de dupla zona de hemolise em agar sangue de
carneiro, coelho ou humano, devido a agdo das toxi-
nas tetha (®) e alfa (a); a atividade lecitinase em agar
gema de ovo, e produzir a fermentagdo tormentosa no
leite. Esse micro-organismo ¢é resistente a bile (20%) e
NaCl (2%), e apresenta temperatura 6tima de cresci-
mento variando de 20°C a 50°C; suportando também
variacdes de pH entre 5,5 e 8,0. E capaz de fermentar
diferentes acucares, aminoacidos e dcidos nucleicos,
tendo como produtos finais do metabolismo a produ-
¢ao de H,, CO,, dcidos graxos de baixo peso molecu-
lar (principalmente acido acético e butirico) e alcool
(GARRITY et al., 2007).

Lepp et al. (2013) identificaram genes envolvidos na
aquisi¢do de ferro e no metabolismo de alguns car-
boidratos, que podem conferir vantagens na capaci-
dade patogeénica de C. perfringens para causar doen-
¢as. Quanto a capacidade de esporular, ¢ dificilmente
observado “in vitro” precisando de meios de cultivo
suplementados com amido, dextrina, carbono ativa-
do, tripticaseina e sais, como NaZHPO ,~7H,0 para es-
timular a formagdo de esporos em quantidades signi-
ficativas (DUNCAN; STRONG, 1968). O papel que os

esporos cumprem nas intoxicagoes alimentares esta
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bem elucidado, mas isso ndo é observado em doencas

que afetam aves, como a enterite necrotica.

Aspectos genéticos

O cromossomo da estirpe C. perfringens 13 foi o
primeiro a ser sequenciado totalmente, sendo cons-
tituido por trés milhdes de pares de bases, contendo
baixa concentra¢io de G+C (29%), e com dez dife-
rentes operons rRNA, codificando a producio de pelo
menos 2.660 proteinas (ACINAS et al., 2004).

Nesse genoma sdo observados genes que partici-
pam da produgdo de enzimas importantes na fer-
mentagdo anaerdbia, tais como pgi (glicose-6-fosfato
isomerase), fba (frutose-1,6-bisfosfato aldolase), gap
(gliceraldeido-3-fosfato deshidrogenase), eno (enola-
se), pykA (piruvato kinase), Idh (L-lactato deshidro-
genase) e pfo (piruvato ferredoxina oxidoredutase),
entre outros. Entretanto, ndo sao observados genes
que participam da biossintese de aminoacidos, tais
como histidina (hisABDFGHI), leucina (leuABCD,
thrC), arginina (argCJ), glicina (glnA), triptofano
(trpABCDF) e isoleucina-valina (ilvDN). Devido
a falta desses genes, C. perfringens utiliza protei-
nas transportadoras de arginina (ArgW), peptide-
os transportadores de carbono durante a escassez
(CstA) para a captagao de ferro idnico (FeoB), trans-
portador/captador de vitaminas (VUT ou ECF) e
exportador de treonina/serina (Thre). Também este
micro-organismo pode ter seu crescimento afetado
na auséncia desses aminoacidos, e é sugerido que ao
produzir a lise das células eucariéticas haja a conse-
quente liberacao dos aminodcidos necessarios para o
seu crescimento (ACINAS et al., 2004).

Elementos extracromossdmicos como plasmidios
e transposons sdo frequentemente observados em
C. perfringens carregando genes importantes para a
viruléncia bacteriana e para a sobrevivéncia em am-
bientes adversos, dentro deles podem ser menciona-
dos os genes cpb (toxinas B), cpb2 (p2), etx (), iap, ibp
(1), A (protease lam) e ureA-C (urease), entre outros
(ROOD; COLE, 1991).
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Patogenecidade e viruléncia de
Clostridium perfringens

Os mecanismos de viruléncia de C. perfringens es-
tdo relacionados principalmente a produgdo de po-
tentes toxinas e enzimas codificadas por genes locali-
zados no cromossomo ou em plasmidios (SAWIRES;
SONGER, 2006). Assim, C. perfringens produz mais
de quinze toxinas que podem causar lesdes necroti-
cas na parede intestinal, alteragdes nos rins, destruir
o tecido muscular e danificar as células nervosas, que
podem levar o hospedeiro a morte (PETIT; GIBERT;
POPOFE 1999). Na tabela 2, sdo relacionadas algu-
mas caracteristicas fenotipicas e genotipicas de C. per-
fringens isolados de frangos com EN.

Dentre os genes relacionados a produgdo das qua-
tro toxinas letais, o gene plc (toxina a) é o inico que
estd localizado no cromossomo. A toxina a é constitu-
ida de 370 aminoacidos, com atividade de fosfolipase
tipo C, e é considerada a primeira toxina bacteriana
que teve seu mecanismo de agdo reconhecido (TIT-
BALL; NAYLOR; BASAK, 1999). Essa toxina hidroli-
sa esfingomielina, fosfatidil-serina e fosfatidil-colina,
promovendo a desorganizagdo da membrana celular
e a formagao de diacilglicerol, que ativa a proteina ci-
nase C e estimula a produgdo de 4cido araquidonico
(SONGER, 1996).

A toxina o tem a capacidade de causar hemdlise
intravascular, aumentar a permeabilidade capilar e
ativar a agregacdo plaquetaria, assim como diminuir
as contragdes cardiacas (SAKURAL NAGAHAMA;
ODA, 2004; TITBALL; NAYLOR; BASAK, 1999). A
producao dessa toxina é considerada indutiva durante
a fase de crescimento exponencial, e sua produgao é
um importante requisito para o desenvolvimento da
EN, pela sua associagdo com a severidade das lesdes
(ST etal., 2007).

A toxina NetB, constituida por 370 aminoacidos,
apresenta o peso molecular de 33 kDa e caracteriza-se
por formar poros na membrana celular, entretanto, sua
mera presenca no ecossistema intestinal ndo garante o
desenvolvimento da EN (ABILDGAARD et al., 2010).
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Tabela 2 - Algumas caracteristicas fenotipicas e genotipicas de C. perfringens isolados de frangos com enterite necrdtica

(LLANCO, 2014)

Isolado  Toxinotipo Hemaglutinagio  Neuraminidase Genes Grupos Resisténcia
(Titulo HA) (Titulo NA) nanl nanj (AP-PCR) a antibidticos

la A, tpeL (-) 0 2 + + I B,CE CL,ER,O,S, T
1b A, tpeL (-) 0 2 + + I CECL,ER,O,S, T
3¢ A, tpel (+) 4 8 + + 1 B, CE CL,ER, S
1d A, tpeL (-) 0 0 - - I CE CL,ER, S
5a A, tpeL (-) 4 16 + + I CEER,S, T
8c A, tpeL (-) 0 32 + + II CEER, S
2a A, tpeL (-) 4 16 + + I CEER,S
6a A, tpeL (-) 0 8 + + I B,CEER, S
6b A, tpel (+) 0 4 + + 111 B,CEER, S
6¢ A, tpeL (+) 0 8 + + I B,CEER,S
6d A, tpeL (+) 0 16 + + I B,CEER, S
8a A, tpeL (-) 4 16 + + 111 CE ER, S
Cp A, tpeL (-) 0 4 + + I CECL, S
8b A, tpeL (-) 4 16 + + I CEER,S, T
8d A, tpeL (-) 0 8 + + 111 CEER, S
4a A, tpeL (+) 0 4 + + v CECL,ER,O,S, T
9a A, tpeL (-) 0 4 + - v CEER,S
9b A, tpel (+) 0 4 + v CEER,S, T
7a A, tpeL (-) 0 2 + - \% B,CL,S
3a A, tpeL (-) 0 0 + + VI B, CE, CL,ER, S
3b A, tpeL (-) 0 0 + + VI B,CEER, O, S
3d A, tpeL (+) 4 8 + + VI B,CEER,O,S
lc A, tpeL (-) 0 16 + + VI B, CE, CL,ER, S

Legenda: (+): presenga; (-): auséncia. Cp: C. perfringens ATCC 13124; B: Bacitracina, CF: Cefalexina, CL: Clindamicina, ER: Eritromicina, O: Oxitet-

raciclina, S: Sulfaquinoxalina, T: Tetraciclina

A toxina TpeL, inicialmente detectada em C. perfrin-
gens tipo C de origem suina, ¢ letal para camundongos
e produz alteragdes citotdxicas em células Vero (NA-
GAHAMA et al, 2011). Essa toxina também ¢é produ-
zida durante o processo de esporulagdo, da mesma for-
ma que ocorre com a enterotoxina (PAREDES-SABJA;
SARKER; SARKER, 2011). A toxina TpeL (PM = 191
kDa) apresenta conformagdo DXD com triptofano
em posi¢des conservadas, essenciais para a atividade
glicosil-transferase (GUTTENBERG et al., 2012; NA-
GAHAMA et al,, 2011). Essa toxina também causa ci-
totoxicidade e apoptose em células epiteliais.

A agao dessas toxinas é dirigida a glicosilacao das pro-
teinas da familia Rho/Ras GTPases, que regulam a poli-
merizacio daactina, inativando-as e modificando o cito-
esqueleto, causando alongamento ou arredondamento
celularealteracdo dapermeabilidade, entre outras (CAR-
TER; ROOD; LYRAS, 2012; DJOUDER et al., 2000).

Outras toxinas produzidas por C. perfringens sdo

consideradas de importancia na patogénese de di-

versos processos infecciosos em animais. A toxina [3
parece estar associada a processos de EN; enquanto
a 2 tem uma predisposi¢ao para agravar processos
infecciosos em suinos (HERHOLZ et al., 1999).

A toxina iota frequentemente detectada em proces-
sos toxémicos, produz alteragdes na morfologia celu-
lar e bloqueia a ativagdo de leucdcitos (AKTORIES
et al., 2012). Essa toxina tem dois componentes que
servem de ligacdo ao receptor celular, permitindo a
transposi¢do do outro componente que possui o sitio
ativo, e atuam desorganizando a actina (TSURUMU-
RA et al, 2013).

A enterotoxina (CPE) produz diarreias em diferentes
animais, incluindo o homem (STRONG; DUNCAN;
PERNA, 1971). Sua agdo é caracterizada pela forma-
¢d0 de poros na membrana celular, e o gene cpe esta
localizado em transposon conjugativo (IS 1470) (BRY-
NESTAD; SYNSTAD; GRANUM, 1997). Na figura 1,
estdo representadas as principais toxinas produzidas

pelo C. perfringens e seus mecanismos de agao.
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a membrana
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Sialidase
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!
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componentes
da ME

Petit et al. (1999).

Figura 1 - Mecanismo de a¢do das principais toxinas de C. perfringens

Fonte: (PETIT; GIBERT; POPOFE, 1999)

Clostridium perfringens produz outras toxinas co-
nhecidas como toxinas menores, tais como: colagena-
se (ColA), estruturalmente relacionada a ColG de C.
histolyticum, e apresenta um efeito adicional a toxina
alfa (CPA) na destrui¢do de tecidos (MATSUSHITA
et al., 1999); perfringolisina (toxina 0) que se liga ao
colesterol das membranas eucaridticas e apos sua po-
limerizagao forma poros que alteram a permeabilida-
de vascular e o citoesqueleto dos PMN provocando
sua degranulacao (STEVENS et al., 1988).

Sialidases ou neuraminidases sio enzimas que
hidrolisam as liga¢des a-(2—3)-, a-(2 = 6)- ou
a-(2— 8)-glicosidicos de acidos sidlicos presentes na
regido terminal de oligossacarideos, glicoproteinas,
glicolipideos, acido colomico e substratos sintéticos
(CABEZAS, 1991; NAKANO; FONTES; AVILA-
-CAMPOS, 2006).

A neuraminidase de C. perfringens degradaa camada
protetora de mucina do c6lon humano (SALYERS et
al., 1977), como ocorre na enterite necrotica neonatal
em humanos (POPOFF; DODIN, 1985), em infec¢des
entéricas (CORFIELD, 1992), e durante a patogénese
da gangrena gasosa (FRASER, 1978). Neuraminida-

ses Nanl e Nan] (enzimas extracelulares com ampla
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especificidade por substratos), e NanH (enzima intra-
celular com preferéncia por oligossacarideos curtos),
assim como a liase (NanA) e epimerase (NanE), que
metabolizam o é4cido sidlico até piruvato e N-acetil-
-glicosamina-6-fosfato, utilizados como fonte de
energia ou na sintese de outras moléculas estruturais
(WALTERS; STIREWALT; MELVILLE, 1999). Na es-
trutura de Nan]J produzida por C. perfringens existem
receptores especificos para a ligacdo de fibronectina e
coesina, que atuam recrutando hidrolases e outras to-
xinas, favorecendo, com isto, a potencializacao da to-
xina a na atividade necrética (BORASTON; FICKO-
-BLEAN; HEALEY, 2007).

A adesdo é o passo inicial para a coloniza¢io e pa-
togénese de infecgdes intestinais humanas e animais.
Esse processo favorece o contato intimo entre as bac-
térias e a mucosa intestinal, a formagdo do biofilme,
e a acdo das toxinas. Também C. perfringens invade
tecidos nas fases finais de algumas enterotoxemias e
gangrena gasosa, embora tenha sido demonstrada sua
capacidade em degradar mucina que recobre o epité-
lio intestinal e os componentes da matriz extracelular,
tais como elastina e colageno tipo I e IV; as caracte-

risticas de adesdo e invasdo deste micro-organismo



sao pouco estudadas e novas pesquisas devem ser
desenvolvidas para verificar a participagao desses fa-
tores na EN (PRUTEANU et al.,, 2011; PRUTEANU;
SHANAHAN, 2013).

A viruléncia de C. perfringens é regulada por pelo
menos trés sistemas: 1) Sistema VirS/VirR, composto
por uma proteina sensora de membrana e outra re-
guladora da transcricio (CHEUNG et al., 2009); 2)
Sistema de “Quorum sensing” dependente da pro-
teina LuxS (OHTANL HAYASHI; SHIMIZU, 2002);
e 3) Sistema Agr (homdlogo aquele identificado em
Staphylococcus aureus) e com fungdo similar ao sis-
tema de “Quorum sensing” (VIDAL et al., 2009). A
presenca desses trés sistemas reguladores sugere que
C. perfringens ndo expressa seus fatores de viruléncia
a ndo ser quando extremamente necessario para sua
sobrevivéncia; entretanto, considera-se que o Sistema
VirS/VirR seria o principal regulador desses fatores

de viruléncia.

Importancia clinica de Clostridium
perfringens na enterite necrética

Na medicina veterindria, C. perfringens é reconhe-
cido pelas diversas enterotoxemias em gado bovino,
ovelhas, cabras e alpacas (SONGER, 1996). Também
foi relatada sua participagdo na enterite hemorragica
em cdes e outros animais de estima¢do (MARKS et
al,, 2011).

Clostridium perfringens é causador de doengas avi-
arias, como a enterite necrética em corvos, colangio-
hepatite e celulite em perus, galinhas de reposicao e
em pintinhos (ASAOKA et al., 2004; THACHIL et al.,
2010).

A EN foi descrita pela primeira vez por Parish
(1961), naInglaterra, e desde entéo, ja foi reportada em
diferentes paises onde a avicultura é uma importante
atividade econdmica, como na Australia (NAIRN;
BAMFORD, 1967), USA (BERNIER; FILION, 1971),
Pert (JOHNSON; PINEDO, 1971), Canadéa (LONG,
1973), Dinamarca (MORCH, 1974), Alemanha (KO-
HLER et al., 1974), China (TSAL TUNG, 1981), India
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(CHAKRABORTY et al., 1984) e Brasil (BALDASSI
et al., 1995).

No Brasil, o primeiro relato dessa doenga ocorreu
no estado de Sao Paulo na forma de um surto, que
num intervalo de trés a quatro dias afetou trés granjas
avicolas, causando grandes perdas economicas devi-
do a mortalidade de 10% (sobre uma popula¢io de
86.000 aves), bem como diminui¢do significativa na
conversdo alimentar (10%) e no ganho de peso (4%)
(BALDASSI et al., 1995).

A infecgdo por C. perfringens em aves apresenta-se
nas formas clinica aguda e subclinica. A forma aguda da
doenca caracteriza-se por surtos com elevada mortali-
dade e perdas de até 1% ao dia, e que durante as tltimas
semanas do periodo de finalizagdo para ser atingido
o ponto de abate pode chegar a até 40% (KALDHUS-
DAL; LOVLAND, 2000). Durante os surtos, as aves
apresentam-se deprimidas e amontoadas, com as penas
erigadas, apresentando diarreia e anorexia, sendo que
na maioria das vezes a mortalidade é subita. Na forma
subclinica, a EN causa lesdes na mucosa intestinal que
diminuem a digestao e absorgao, reduzindo o ganho de
peso e aumentando a taxa de conversao alimentar. De-
vido a estrutura anatdmica e ao pH intestinal, as lesdes
ocorrem principalmente no jejuno. A caracteristica his-
topatoldgica das lesdes mostra uma severa necrose coa-
gulativa aguda da mucosa, usualmente com hemorragia
e muito severa (FICKEN; WAGES, 1997).

A enterite necrdtica afeta frangos entre duas a seis
semanas de idade e sua prevaléncia varia no mundo
todo, sendo mais elevada em paises onde o uso de an-
timicrobianos como promotores de crescimento tem
sido proibido (GRAVE et al., 2006). O controle da EN
é realizado minimizando os fatores de risco pelo uso
de antibidticos, probidticos e 6leos essenciais, entre
outros (WILSON et al., 2005). Essa é uma doenca ca-
racteristica de sistemas intensivos de criagdo, em que
0s animais vivem em espacos reduzidos, com uma
elevada densidade populacional e sdo alimentados
com dietas que visam o rapido crescimento e ganho

de massa muscular.
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Os eventos que desencadeiam a patogénese do C.
perfringens incluem a ingestao de esporos e a coloni-
zagdo intestinal por células vegetativas em condi¢oes
de anaerobiose e baixo potencial Redox, seguido pela
produgdo de toxinas que atingem rapidamente a cir-
culagao sanguinea (KONEMAN et al., 2004).

As regides do jejuno e ileo, onde as lesdes da EN
sao mais evidentes, normalmente sao habitadas por
Lactobacillus spp. (GONG et al., 2007). Por isso, se
acredita que, o desenvolvimento da EN néo seja uma
consequéncia direta da infecgdo por C. perfringens, e
sim, devido a um processo no qual as populagoes bac-
terianas se alteram em resposta as mudanc¢as ambien-
tais (WILSON et al., 2005).

Aparentemente, para o surgimento da EN é ne-
cessaria uma lesdo prévia na mucosa intestinal, por
exemplo, a infeccdo produzida por coccideas (AL-
-SHEIKHLY; AL-SAIEG, 1980). Em concordincia
com esses dados, Baba et al. (1997) verificaram que a
inoculagao conjunta de Eimeria necatrix e C. perfrin-
gens aumenta consideravelmente as populagées de C.
perfringens e que este sinergismo microbiano eleva a
mortalidade e intensidade do edema intestinal. Adi-
cionalmente, o uso de dietas com alto conteudo de

fibras ou proteinas, como farinha de peixe e de alguns

cereais, que expdem receptores especificos para a co-
lonizagao de C. perfringens, favorece a multiplicagao
bacteriana excessiva e facilita o inicio das lesdes in-
testinais (BABA et al., 1997; FICKEN; WAGES, 1997).
Na figura 2, estdo representados os fatores envolvidos

no desenvolvimento experimental da EN.

Susceptibilidade as drogas
antimicrobianas

Os antibioticos sdo utilizados principalmente no
tratamento de infeccoes bacterianas e, desde a década
de 1950, como promotores de crescimento, que fa-
vorecem o ganho de peso (acima de 8%) em animais
jovens. Esses promotores funcionam como um meca-
nismo de altera¢ao/diminui¢ao da carga bacteriana
na regido intestinal, para que a mucosa se torne mais
permeavel e absorva mais nutrientes.

As drogas antimicrobianas exercem um efeito dras-
tico na microbiota intestinal de homens e animais,
causando um desequilibrio entre a microbiota e o
hospedeiro, podendo se iniciar com isto diversos pro-
cessos infecciosos. Durante muitos anos, a utiliza¢ao
de antibidticos em frangos visou principalmente dois
aspectos: 1) diminuir ou erradicar as espécies de Sal-

monella, e 2) diminuir ou erradicar C. perfringens,

Toxina NetB
Colonizagdo pelo Toxina TpeL
C. perfringens /
Enterite Infecgio por
Necrotica Coccidea
Numero de C. /
perfringens \
Imunossupressdo

Dieta rica em trigo,
aveia ou proteinas

Figura 2 — Fatores criticos para o desenvolvimento experimental da EN
Fonte: (SHOJADOOST; VINCE; PRESCOTT, 2012 - modificado)
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bem como induzir uma aparéncia mais saudavel dos
intestinos dos animais, obtendo-se melhores parame-
tros produtivos (STUTZ; LAWTON, 1984).

Por outro lado, também ¢é sabido que a utilizagdo de
antibiodticos favorece a selecdo de micro-organismos
resistentes as drogas antimicrobianas, devido a pres-
sao exercida por essas substancias utilizadas como
promotores de crescimento nos animais, tornando-os
reservatorios de genes de resisténcia, os quais podem
ser transferidos a outros micro-organismos que ha-
bitam o ecossistema intestinal (KATHER; MARKS;
FOLEY, 2006).

A primeira evidéncia de resisténcia aos antibioti-
cos utilizados pela industria avicola foi reportada por
Starr e Reynolds (1951), quando identificaram que o
uso de estreptomicina na ragdo de perus estava dire-
tamente relacionado a aparigdo de E. coli altamente
resistentes a essa droga. O surgimento de estirpes com
resisténcia a multiplos antimicrobianos tem-se torna-
do um desafio mundial, e isto tem afetado as medidas
terapéuticas tradicionais, sendo obrigatério o moni-
toramento continuo da atividade destes farmacos. A
presenca de estirpes resistentes em animais levou os
paises europeus e o Canada proibirem o uso de agen-
tes antimicrobianos como promotores de crescimento
(IMMERSEEL et al., 2004).

Nas ultimas décadas, os agentes antimicrobianos tém
sido utilizados em aves visando ganho de peso e contro-
le de alguns processos infecciosos. Com o aparecimento
de estirpes resistentes aos diferentes antibidticos, alguns
paises comecaram a diminuir o seu uso com vistas a
saude humana. Alguns paises da América do Norte e da
Europa tém banido o uso de antibiéticos na produgao
avicola, mas, isto tem propiciado o desenvolvimento
de infecgdes reemergentes em frangos e, nestes casos,
considera-se a utilizacdo das penicilinas como droga de
escolha para o tratamento de infec¢des produzidas por
Clostridium, particularmente, visando evitar a EN em
aves (AGUNOS; LEGER; CARSON, 2012).

Infelizmente, nos paises em desenvolvimento, ainda

continuam a ser usadas algumas drogas antimicrobia-
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nas para o crescimento e prevengdo de infecgoes em
aves, o que reflete a falta de politicas para a preven¢ao

e tratamento dessas doengas.

Diversidade genética

Técnicas moleculares como o Pulsed Field Gel Ele-
trophoresis (PFGE) tém sido utilizadas na tipagem de
C. perfringens visando diferenciar estirpes comensais
das patogénicas, associadas a surtos de EN (ABILD-
GAARD et al.,, 2009). Também tem-se procurado as-
sociar determinados genotipos a algumas caracteris-
ticas fenotipicas importantes, como nivel de produc¢ao
da toxina a, estado de saude, e habilidade de inibir
o crescimento de outros C. perfringens comensais
(TIMBERMONT et al., 2009).

As analises de diversidade genética das populagdes
intestinais de C. perfringens de animais saudaveis e
doentes tém mostrado uma elevada heterogeneidade
(BARBARA et al,, 2008). Com o emprego da técnica
de Multi Locus Sequencing Type (MLST) foi demons-
trado que alguns subtipos de C. perfringens tipo C e
tipo A (cpe+) estariam, respectivamente, associados a
EN suina e as intoxicagdes alimentares em humanos
(ROONEY et al., 2006).

A técnica de RAPD-PCR tem sido usada para tipa-
gem de C. perfringens e C. difficile de origem suina
para analisar a diversidade genética destes micror-
ganismos, em diferentes sistemas de produgdo, com
histérico de infecgdes clostridiais, e em localidades
distantes (BAKER et al., 2010). Foi demonstrado que
além da elevada prevaléncia de C. perfringens nas fe-
zes de animais diarréicos, também ¢é possivel a detec-
¢do de alguns clones em diferentes sitios geograficos,
0 que sugere a associagdo de tais estirpes com os qua-
dros patologicos produzidos.

Outras técnicas moleculares, como a ribotipagem
e Multiple Locus Variable-Number Tandem Repeat
Analysis (MLVA) (SAWIRES; SONGER, 2006), tam-
bém se tém mostrado eficientes na tipagem e diferen-

ciagdo de C. perfringens de diferentes origens.
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Consideracoées finais e perspectivas

A presenca de C. perfringens tem recebido enorme
importancia na industria avicola devido as perdas
econdmicas causadas pelos processos infecciosos que
este microrganismo produz em frangos de corte. Essa
bactéria causa a EN que afeta fatalmente uma enorme
populagao de aves em diferentes partes do mundo,
incluindo o Brasil. As investigagdes da prevaléncia e
a patogénese desse processo infeccioso na avicultura
industrial nacional ainda sido escassas, talvez devido a
necessidade da utilizagdo de técnicas de anaerobiose
para o cultivo desses microrganismos.

Llanco et al. (2012) mostraram que de 96 amostras
de segmento intestinal examinadas, em apenas 10%
foram confirmadas a presenca de C. perfringens, e essa
baixa frequéncia pode ser explicada pelos antimicro-
bianos a que esses animais comumente sdo submeti-
dos, o que infelizmente, em alguns paises, incluindo
o Brasil, ainda é uma pratica comum nas industrias
avicolas.

No Brasil, os antimicrobianos como iondéforos e ba-
citracina, sdo os mais utilizados, sendo administrados
juntamente com a ra¢ao para promover o crescimento
rapido das aves e para prevenir a EN. Contrariamen-
te, na Comunidade Européia e nos Estados Unidos
o aumento da incidéncia e mortalidade de aves por
essa doenga tém-se tornado um sério problema de
importancia econdmica, devido a proibicio do uso
de antimicrobianos como promotores de crescimento
(DIBNER; RICHARDS, 2005).

A Food and Drug Administration (FDA, 2012), tem
indicado a restricdo de antimicrobianos como pro-
motores de crescimento (em doses subterapéuticas);
permitindo a sua utilizagdo na prevencéo, controle e
tratamento de doencas, desde que de forma supervi-
sionada e prescrita por médicos veterindrios, sendo
contudo restringido o uso de algumas drogas, como
quinolonas de 3a geracdo e cefalosporinas de 3* e 42

geracdo, indicadas para o uso na medicina humana.
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Assim, a FDA tem promovido a adesdo voluntdria
dos produtores pecudrios a essas normativas, sendo
fundamentadas em estudos previamente desenvolvi-
dos pela Organiza¢cdo Mundial da Satide desde 1997,
o0s quais vém comprovando que os alimentos de ori-
gem animal sdo um dos principais veiculos de trans-
missdo de bactérias resistentes a multiplos antimicro-
bianos para o homem (GILCHRIST et al., 2007).

No Brasil, a regulagdo do uso de antimicrobianos
na cria¢do de aves consta no Plano Nacional de Con-
trole de Residuos e Contaminantes em Produtos de
Origem Animal, instituido pela Instru¢ao Normativa
DAS Ne 42 do Ministério de Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 1999). Essa institui¢do é a
responsavel por oferecer uma lista com os principios
ativos que podem ser usados como aditivos nas die-
tas de uso animal, sendo que a determinagédo sobre a
proibi¢ao de um determinado antimicrobiano é base-
ada em evidéncias cientificas individuais, e ndo pelo
principio de precaucdo adotado pela Comunidade

Europeia.

A portaria N° 808 descreve a utilizagdo de algumas
drogas, como bacitracina, espiranimicina, virginia-
micina e tilosina, nas racdes para animais (BRASIL,
1999). E necessério observar que o MAPA procura
adaptar suas disposi¢oes segundo as normas inter-
nacionais (MERCOSUL, CODEX, OMC, FAOQ, OIE e
WHO) para nio afetar a exportagdo da carne de fran-
go e, nesse sentido, desde 1988, as penicilinas, sulfo-
namidas, cloranfenicol e tetraciclinas estdo banidas

da industria avicola brasileira.

A utilizagdo da bacitracina para o tratamento da
EN ou como promotor de crescimento é matéria de
discussao, uma vez que a utilizagao ou nao desta dro-
ga pode trazer consequéncias econdmicas e de saude
publica na maioria dos paises, particularmente, nos
exportadores desses animais. Isto alerta para a refle-
x30 das autoridades sobre a criagdo de politicas ade-

quadas a realidade de cada pais.
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