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TIPOS DE COLÔNIA E CARACTERÍSTICAS BIOQUÍMICAS DE 
CULTURAS DE Clostridium chauvoei ISOLADAS DE BOVINOS NO BRASIL 

FERNANDO GOMES F. LIMA 

ABSTRACT.- Lima F.G.F. 1992. [Colony types and biochemical characteristics of 
Clostridium chauvoei isolated from cattle in Brazila Tipos de colônia e características 
bioquímicas de culturas de Clostridium chauvoei isoladas de bovinos no Brasil. Pesquisa Veterinária 
Brasileira 12(314):65-69. Projeto Saúde Animal Embrapa/UFRRJ, Km 47, Seropédica, Rio de 
Janeiro 23851-970, Brazil. 

Toe morphological variation of colonies and biochemical characteristics of Clostridium chauvoei, 
isolated from the metatarsial and metacarpial bones of bovines with a history of blackleg, were 
investigated. The 59 cultures isolated contained 7 distinct morphological types of C. chauvoei and 
only 10 (16.95%) showed Type IV growth according to Zeissler (1928). Ali cultures hydrolized 
gelatin, had no proteolytic activíty and produced neither lecithinase nor lipase. Only 51 (86.44%) of 
the 59 cultures showed saccharolytic activity (lactose fermented). Toe biochemical profile was 
increased to 29 biochemical tests. The results indicate the morphological heterogenicity and 
biochemical variations of C. chauvoei in our environment. 

INDEX TERMS: Blackleg, Clostridium chauvoei, colonial variation, biochemical characteristics. 

SINOPSE.- A variação morfológica de colônias e do comporta
mento bioquímico de culturas de Clostridium chauvoei, isoladas 
de ossos metatarsianos e metacarpianos de bovinos com histórico 
clínico de carbúnculo sintomático, foi analisada. Das 59 culturas 
estudadas, observaram-se 7 tipos morfológicos distintos de C. 
chauvoei e somente 10 (16,95%) apresentaram crescimento do ti
po IV. Todas as culturas isoladas hidrolizaram a gelatina, não 
apresentaram atividade proteolítica e nem produziram lecitinase e 
lipase. Das 59 culturas testadas 51 (86,44%) fermentaram a lac
tose (atividade sacarolítica). O perfil bioquímico foi ampliado 
para 29 provas bioquímicas. Estes resultados demostraram a he
terogenicidade morfológica das colônias de C.. chauvoei no nosso 
meio, apresentando variações nos seus parâmetros bioquímicos. 

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Carbúnculo sintomático, Clostridium chau
voei, variação morfológica de colônias, comportamento bioquímico. 

INTRODUÇÃO 

Clostridium chauvoei é bactéria anaeróbia, hemolítica, 
Gram-positiva, formadora de esporos, causadora do car
búnculo sintomático ou da "mangueira". 

Zeissler (1928) descreveu as colônias formadas por C. 
chauvoei, em placas de agar sangue glicosado, como 
formas circulares, forma regular de botão de madrepérola, 
representando o tipo IV de crescimento de Zeissler e da
da como característica da espécie. Também foram obser
vadas colônias irregulares, com bordos denticulados e 
superfície rugosa. Fortner ( 1929) declarou que, além dos 
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aspectos descritos por Zeissler (1928), poderiam-se en
contrar colônias de C, chauvoei de forma irregular, es
praiadas, em forma de véu fino. Wolters & Dehmal 
(1928) observaram, também, irregularidades nas colônias 
de C. chauvoei, sendo observadas constantemente colô
nias de elevação umbílicada e superfície rugosa. Viljoen 
& Scheuber (1926), procuraram explicar a variabilidade 
nas colônias de C. chauvoei pelo tempo de estocagem 
dos meios de cultivo utilizados e idade das culturas tes
tadas para a semeadura em placas, enquanto Mcnwen 
(1926) e Rottgardt (1932) abstiveram-se de quaisquer ex
plicações. Cato et al. (1986) observaram um certo pleo
morfismo, principalmente em culturas antigas, com apa
recimento de colônias em forma de limão. No Brasil, Ro
drigues (1936) sugeriu que a variação entre as colônias de 
C. chauvoei poderia ser devido principalmente às tendên
cias individuais de cada amostra estudada. Mais recente
mente Saraiva (1984) descreveu as colônias formadas por 
C. cluiuvoei, em meios semi-líquidos, como formas navi
culares, podendo apresentar-se como formas levedurifor
mes. Entretanto, Santos & Mós (1985) descreveram as 
colônias como geralmente circulares, com bordos intei
ros, podendo apresentar bordos irregulares de coloração 
branco-acinzentada. Já, Bier (1985) descreveu as colô
nias de C. chauvoei como colônias pequenas, circulares, 
achatadas, podendo emitir expansões sob forma de fila
mentos entrelaçados ou mesmo coalescendo num véu 
contínuo, já observados por Fortner, em 1929. 

Na identificação bioquímica de C. chauvoei existem 
inúmeras contradições na literatura mundial que dificul
tam a sua precisa classificação. Segundo Nicolet (1985), 
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C. chauvoei não fermenta a lactose, o. que contradiz to
dos os achados da literatura, o mesmo com relação a nãó 
fermentação da sacarose (Mette 1980). 

O presente trabalho objetivou verificar a variação mor
fológica da colônia de C. chauvoei isolada em nosso 
meio, após a fixação da idade das culturas, tempo de es
tocagem e espessura da camada das placas de agar Co
lumbia sangue, bem como o período e sistema de incuba
ção anaeróbio, que eventualmente, poderiàm · influenciar 
na formação das colônias, para o diagnóstico seguro do 
carbdnculo sintomático e estabelecer seus parâmetros 
bioquímicos. · 

MATERIAL E MÉTODOS 

Isolamento 

As 59 culturas de Clostridium chauvoei utilizadas no presente 
trabalho Íoram isoladas no Setor de Microbiologia, da Unidade 
de Apoio ao Programa-Nacional de Pesquisa em Saúde Animal da 
Embrapa, Rio de Janeiro, de medula óssea de metacarpos e me
tatarsos de bovinos. 

O material coletado da medula óssea foi suspenso em salina 
estéril e dividido em 2 alíquotas das quais uma foi aquecida dire
tamente por 10 minutos, em banho-maria a 80ºC. Ambas foram 
semeadas em meio de caldo de fígado glicosado (Tarozzi 1905) e 
em placa de agar Columbia (Firma Merck), este acrescido de 5% 
de sangue desfibrinado estéril de carneiro. Os tubos com meios 
de Tarozzi foram aquecidos previamente em banho-maria du
rante 10 minutos e resfriados imediatamente, antes da inoculação 
e incubação a 37ºC,. por 48 horas em estufa bacteriológica. As 
placas de agar Columbia sangue foram incubadas em atmosfera 
anaeróbia (Jarra do Sistema GasPak, Firma Becton & Dickinson 
Cockey,sville, Maryland, USA), junto com um envelope çttivado 
de H2 e CO2 e catalizadores de paládio, próprios do Sistema 
GasPak, a 37°C por 48 horas. Da vegetação obtida nos tÜbos de 
caldo de Tarozzi foram feitas novas placas de agar Columbia 
sangue. Paralelamente, as colônias isoladas em anaerobiose, fo
ram repicadas em 2 placas de agar Columbia sangue para incuba
ção em atmosfera microaerófila e em aerobiose, para determina
ção da condição de anaeróbio obrigatório do microrganismo es
tudado. 

Para observação do tamanho e da forma dos elementos bacte
rianos, bem como a reação tintorial e a eventual presença de es
poros, foram realizadas colorações pelo método de Gram modifi
cado (Kopeloff & Beerman 1922), tanto das culturas obtidas dos 
tubos de caldo de Tarozzi, como as placas de agar Columbia san
gue. 

Provas biológicas 
Após a comprovação de pureza da cultura, foi semeada uma 

colônia da amostra testada em tubo de caldo de Tarozzi. Após 48 
horas de incubação a 37°C em estufa bacteriológica, foi inocula
do 1 mi do material obtido do caldo de Tarozzi, acrescido de 1 
gota de ácido lático3 em cobaio adulto (300g), por via intramus
cular. 

Após a morte do animal procedeu-se a necrópsia com obser
vação do tipo de edema, formação de gás e a coleta de fragmento 
de fígado e baço para o possível reisolamento do microrganismo. 
Foram realizadas também impressões de fígado para observação 
microscópica do agente pela coloração do método de Gram mo-
dificado. · 
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Provas bioquímicas 

Para identificação das culturas isoladas pela fermentação de 
carboidratos foi utilizado um meio de tioglicolato sem dextrose e 
sem indicador4, na concentração de 5%, acrescido de 2% de ex
trato de levedura3, e os diferentes açúcares na concentração final 
de 1 %. Foram utilizados os seguintes açúcares: ramose4, trealo
se4, galactose3, glicose4, frutose4, rafinose4,. celobiose3, arabi
nose3, lactose4, dulcitol4, maltose3, manose4, sacarose4, sorbi-

.. tol4,.xilose4 e inositol3• Foram utilizados, também, os álcool-açú
cares glicerina3 e manitol3, na concentração de i%. Para as pro
vas de nitrato4, triptofano4, esculina3 e uréia4 foram utilizadas as 
concentrações 0,2%, 0,002%, 1 % e 1 %, respectivamente. 

O meio de tioglicolato foi distribuído em tubos de 15 x 
125mm, sem tubos de Durham, em porções de 8ml, e estereliza
dos sob pressão a 1202c por 30 minutos. A substância a ser 
testada foi adicionada assepticamente ao meio de tioglicolato, de 
forma que a concentração final fosse de 1 %. Os carboidratos 
foram esterilizados sob forma de solução aquosa a 10%, por 
aquecimento em vapor fluente, por 30 minutos, 3 dias sucessivos. 
Após a semeadura profunda de 1 ou mais colônias da cultura 
crescida, em anaerobiose, da placa de agar ColUinbia sangue, em 
tubos de caldo de meio de tioglicolato, contendo os diferentes 
carboidratos nas diferentes concentrações, acrescentou-se uma 
camada de parafina estéril, para evitar a entradà de ar. Os tubos 
de meio de tioglicolato inoculatos foram então incubados por 8 
dias, a 37ºC, em estufa bacteriológica. Após a incubação foram 
acrescentadas 3. gotas de uma solução aquosa de 0,2% de azul de 
bromotimol aos diferentes tubos de tioglicolato contendo os di
ferentes açúcares, álcool-açúcares, esculina e uréia. A solução 
aquosa de 0,2% de azul de bromotimol foi óbtida de 2g de azul de 
bromotimol3, 50ml de solução de 1/10 NaOH e 950ml de água 
destilada. 

Ao acréscimo da solução de azul de bromotimol aos tubos de 
tioglicolato não semeados e nem incubados, obtém-se uma colo
ração verde, indicando assim a reação negativa. A reação positiva 
foi indicada sempre pela mudança de coloração do meio de tiogli
colato de verde para amarelo-avermelhado, após o acréscimo do 
indicador azul de bromotimoL As provas de fermentação de car
boidratos foram baseadas nos trabalhos de Mette (1980), sendo 
modificados conforme descrição acima. · 

A verificação de lecitinase e lipase foi efetuado em meio de 
gema de ovo (McClung & Toabe 1947), modificado segundo téc
nica descrita no Anaerobic Bacteriology CDC Laboratoyr Ma
nual (Dowell & Hawkins 1974). As placas foram examinadas 
após 5 dias de incubação em atmosfera anaeróbica, evidenciando
se a degradação de gema de ovo. C. perfringens (CCM 5744-Ty
pe A) e C. sporogenes (NTC 532) serviram de controles positivos 
para a prova de lecitinase e lipase, respecivamente. A atividade 
proteolftica sobre a caseína e a sacarolftica sobre a lactose foi ve
rificada em meio de agar leite (Davis 1959, Klose 1968a,b). Foi 
utilizado também, o meio líquido de leite tornasol para a verifica
ção da atividade sacarolítica das culturas estudadas. A produção 
de H2S, teste de urease e hidrólise da gelatina foram realizadas 
segundo técnicas descritas no Anaerobe Laboratory Manual 
(Holdeman et al. 1977). 

Variação morfológica das colônias 

Para o estudo de variação morfológica foram selecionadas 59 
culturas de C. chauvoei. Foram fixados os seguintes fatores: ida-

3 Fa. Merck, Darmstadt, RFA. 
4 Fa. Difco Laboratories. Detroit, Michigan, USA. 



CARACTERÍSTICAS BIOQufMICAS DE CULTURAS DE C. chavouei ISOLADAS DE BOVINOS 67 

de da cultura em 7 dias, quantidade de in6culo semeado equiva
lente ao conteúdo de 1 alça de platina, tempo de estocagem de 48 
horas e espessura de 0,3 cm de camada das placas de agar Co
lumbia sangue, bem como a duração de incubação de 48 horas 
das mesmas placas, em jarras de anaerobiose do sistema de Gas
Pak. 

As placas de agar Columbia sangue foram preparadas e guar
dadas por 24 horas em jarras de GasPak.junto com um envelope 
ativado de H2 e C02 e catalizadores de paládio, mantidas a tem
peratura ambiente. Após as provas biológicas e bioquímicas, as 
59 culturas foram semeadas em tubo de caldo de Tarozzi e incu
badas a 37ºC, por 48 horas, em estufa bacteriológica, sendo que 
os tubos de caldo de Tarozzi foram aquecidos previamente, em 
banho-maria, durante 10 minutos e esfriados, imediatamente an
tes do uso. Após vegetação e verificação de pureza de cada cul
tura crescida no meio de caldo de Tarozzi, foram semeadas placas 
de agar Columbia sangue e incubadas em atmosfera anaeróbia a 
37!!C, por 48 horas. Após o crescimento, foi inoculada uma colô
nia de cada cultura de C. chauvoei estudada em novas placas 
uniformes de agar Columbia sangue que foram selecionadas pre
viamente e incubadas a 37ºC, por 48 horas, em jarras de GasPak. 
Após o crescimento levou-se as placas ao microscópico estereos
cópico para análise da morfologia colonial. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Pela observação do Quadro 1, verifica-se a grande vària
ção morfológica das colônias de C. chauvoei, após a fi
xação de idade das culturas testadas e uniformização das 
placas de agar Columbia sangue, e incubação das mes
mas, por 48 horas, em jarras de anaerobiose, sistema de 
GasPak. Já em 1926, Viljoen & Scheuber, procuraram 
atribuir a variabilidade nas colônias de.e. chauvoei às di
ferenças de umidade do meio e idade das culturas testa
das para a semeadura em placa. Das 59 culturas testadas 
de C. chauvoei, somente 10 (16,95%) apresentaram cres
cimento regular, em forma circular de botão de madrepé
rola, forma de crescimento IV de 2.eissler (1928), colônia 
esta situada no centro de uma escavação do meio, e dada 
como característica da espécie. O mesmo autor observou 
também colônias de C. chauvoei de crescimento irregular 
com bordos denticulados e superfície rugosa, o que con
firma nossos achados em 7 (11,86%) das 59 culturas tes
tadas. Além da observação desses 2 tipos morfológicos 
de crescimento em placa, evidenciaram-se mais 5 tipos 
morfológicos diversos de crescimento expansivo, entre 

eles o tipo espraiado, observados também por Fortner 
(1929) e Rodrigues (1936). Seis (10,17%) das 59 culturas 
de C. chauvoei apresentaram diferentes tipos morfológi
cos de crescimento numa mesma placa de agar Columbia 
sangue (Quadro 1). Esse achado foi semelhante ao de 
Bier (1985) que observou colônias de C. chauvoei em 
forma de limão ou pera, ou em formas "monstruosas". 

Santos & Mós (1985), descreveram as colônias de C. 
chauvoei como geralmente circulares, com bordos irre
gulares, translúcidas, brilhantes e de coloração branco-

Quadro 1. Tipos de coMnio.s de Clostridium chauvoei 
encontrados em placas de agar Columbia sangue, incubadas em 

anaerobiose, sistema de Jarra GasPak, por 48 lwras a 37°C 

Amostras 
Morfologia colonial. 

18 30,51 Colônias de forma irregular, com bordos 
ondulados, achatadas porém com elevação 
centro-saliente, supertlcie rugosa e foscas. 

10 16,95 Colônias de forma circular, forma regular 
de botão de madrepérola, com bordos 
inteiros, forma de crescimento IV de 
Zeissler, umbilicàdas, superffcie lisa e 
brilhantes. 

8 13,56 Colônias de forma irregular, com bordos 
franjados, espraiadas, umbilicadas, 
supertlcie rugosa é foscas. 

7 11,86 Colônias de forma irregular, CQm bordos 
denticulados, com elevação convexa baixa, 
superffcie rugosa e foscas, 

6 10,17 Düerentes tipos morfol6gicos na mesma 
placa. 

6 10,17 Colônias de forma irregular, com bordos 
lobados, achatadas em forma de losangos, 
superfície lisa e foscas. 

2 3,39 Colônias de forma irregular, com bordos 
franjados, espraiadas em forma de véu 
fino, supertlcie rugosa e foscas. 

2 3,39 Colônias de forma ris6ide, com bordos 
franjados, espraiadas, estrutura 
filamentoS/1, superffcie rugosa e foscas. 

Quadro 2. Principais caracterfsticas encontrados dos 59 culturas de Clostridium chauvoei isoladas 

Amostras Coloração 
Crescimento Hémolise• Agar Gema de Ovo Hidr6Iise Digestão Leite Produção. Redução Produção Teste 

Columbia Agar Columbia Agar da da tornas- de de de da 
N2 % Oram Esp.oro Aª M An Sangue Lecitinase Lipase Gelatina Caseína solado indol nitrato H2S urease 
18 30,51 + os + + + + + 
10 16,95 + os + + + + + 
8 13,56 + os + + + + + 
7 11,86 + os + + + + + 
6 10,17 + os + + + + + 
6 10,17 + os + + + + + 
2 3,39 + os + + - + + + 
2 3,39 + os + + + + + 

a A = crescimento aer6bio, M = crescimento microaer6filo, An = crescimento anaerdbio, OS = esporo oval/subtertninal. 
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Quadro 3. Resultado das provas de fe,mentação de 
carboidratos das 59 culturas de Clostridium chauvoei isoladas 

Provas Rea__ção Reação Reação 
bioquímicas positiva negativa incompleta 

Nª % N % N % 

Arabinose 59 (100,00) 
Celobiose 59 (100,00) 
Dulcitol 59 (100,00) 
Esculina 59 (100,00) 
Frutose 45 (76,27) 10 (16,95) 4 (6,78) 
Galactose 46 (77,97) 13 (22,03) 
Glicose 57 (96,61) 2 (3,39) 
Glicerina 3 (5,09) 55 (93,22) 1 (1,69) 
Inositol 59 (100,00) 
Lactose 51 (86,44) 8 (13,56) 
Maltose 52 (88,14) 6 (10,17) (1,69) 
Manitol 59 (100,00) 
Manose 49 (83,05) 10 (16,95) 
Rafinose 59 (100,00) 
Ramose 59 (100,00) 
Salicina 58 (98,31) 1 (1,69) 
Sorbitol 2 (3,39) 55 (93,22) 2 (3,39) 
Sacarose 53 (89,83) 2 ( 3,39) 4 (6,78) 
Trealose 1 (1,69) 58 (98,31) 
Xilose 59 (100,00) 

a N = ndmero de culturas; 

acinzentada. Bier (1985) descreveu as colônias de C. 
chauvoei, crescidas em placas de agar sangue acrescidas 
de glicose, como geralmente colônias pequenas, circula
res, chatas, o que seria a características da espécie (forma 
de crescimento IV de Zeissler, 1928), podendo emitir ex
pansões sob forma de filamentos entrelaçados ou mesmo 

coalescendo num véu contínuo, vindo a confirmar nossos 
achados em 8 (13,56%) das 59 culturas estudadas, o que 
confunde as colônias de C. chauvoei com outras espécies 
de bactérias do mesmo gênero (Quadro 1). Um freqüente 
pleomorfismo, em especial em meios semi-líquidos, com 
aparecimento de formas naviculares, outras intumescidas 
e às vezes, formas leveduriformes, foi observado por Sa
raiva (1984). Cato et al. (1986) observaram também esse 
pleomorfismo, principalmente em culturas antigas, com 
aparecimento de formas em limão, não observados neste 
trabalho. Entretanto, em 6 (10,17%) das 59 culturas tes
tadas foram encontradas colônias em forma de losangos 
(Quadro 1). 

Observaram-se também, após a semeadura direta do 
material coletado de medula óssea de bovino em placa de 
agar Columbia sangue e posterior incubação por 48 horas 
em atmosfera anaeróbia, pequenas colônias regulares do 
tipo circular, elevadas, brilhantes, cercadas por um halo 
de hemólise, extremamente parecidas com micro orga
nismos hemolíticos do gênero Streptococcus. 

Os resultados obtidos no Quadro 2 não diferiram muito 
daqueles obtidos por outros autores (Dowell Jr. & Haw
kins 1974, Smith & Hobbs 1974, Holdeman et al. 1977, 
Werner 1985). Entretanto, no presente trabalho, verifica
ram-se variações nas provas de fermentação de carboi
dratos (Quadro 3). 

Em propriedades gerais dos clostrídios, Saraiva (1984) 
citou que a fermentação de sacarose por C. chauvoei ser
viria para diferenciá-lo de C. septicum que não a fer
mentaria, e a fermentação de salicina serviria igualmente 

Quadro 4. Compara,ção da fe,mentação de carboidratos por Clostridium chauvoei 
de diferentes autores 

Autores 

Carboidratos 1ª 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11c 

Arabinose 
Celobiose d + 
Dulcitol d 
Esculina + 
Frutose + + 
Galactose + + 
Glicose +b + + + + + + + + + 
Glicerina 
Inositol 
Lactose + + + (+) + + + + (+) 
Maltose + + + + + + + + 
Manitol 
Manose (+) + d (+) 
RafinoSf. 
Ramose 
Salicina + 
Sorbitol 
Sacarose + + + (+) + + + (+) 
Trealose 
Xilose 

ª 1 Cowan (1974), 2 Dowell Jr & Hawkins (1974), 3 Smith & Hobs (1974), 4 Holdeman et ai. 
(1977), 5 Smith (1977), 6 Blobel & Schliesser (1980), 7 Mette (1980), 8 Smith & Dowell Jr 
(1980), 9 Nicolet (1985), 10 Wemer (1985), 11 Lima (1992). 

b+ Reação positiva,- negativa, (+)positiva fraca, d = diferente. 
c Reação (90-100% das culturas). 
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para diferenciá-lo de C. septicum que a fenil~ntaria, o 
que contradiz os resultados obtidos por Mette (1980). No 
presente trabalho, a fermentação da sacarose foi verifica
da somente em 53 (89,83%) das 59 culturas testadas, já a 
fermentação da salicina em 58 (98,3Í%), conforme Qua
dro 3. 

No Quadro 4, pode-se comparar os resultados da fer:.. 
mentação de carboidratos por C. éhauvoei de diferentes 
autores, com as suas respectivas interpretações com os 
nossos achados. 

Os resultados deste trabalho demonstraram que C. 
chauvoei, independentemente da idade das culturas e uni.:. 
formização dos meios de cultivos sólidos, apresenta as 
mais diferentes formas de crescimento e que a fermenta
ção de carboidratos não é um critério preciso. de diferen
ciação com outras espécies de clostrídios existentes no 
· nosso meio, sendo necessárias (?Utras provas comple
mentares. 
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