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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo analisar a diversidade genética entre estirpes de Clostridium perfringens
isoladas em frangos acometidos pela enterite necrótica.  As estirpes (n = 48) foram isoladas em frangos de diferentes
granjas no Estado de São Paulo e caracterizadas de acordo com a sensibilidade in vitro aos antimicrobianos e a PCR-
ribotipagem.  Foi observada uma grande diversidade em ambos os métodos.  Os resultados mostraram que a PCR-
ribotipagem é util para a classificação detalhada de isolados de C. perfringens e pode ser considerada para estudos
epidemiológicos da enterite necrótica causada por esse patógeno.
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SUMMARY

This study aimed to analyze the genetic diversity among Clostridium perfringens isolates from commercial broiler
chickens with necrotic enteritis.  Isolates (n = 48) collected from chickens from different farms of São Paulo State, Brazil,
were characterized by their in vitro susceptibility to antibiotics and PCR ribotyping.  A high genetic diversity was found
by both methods.  Results showed that PCR ribotyping is suitable for classifying C. perfringens isolates below the species
level and may be considered for epidemiological investigations of necrotic enteritis caused by this pathogen.
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RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivo analizar la diversidad genética entre estirpes de Clostridium perfringens aisladas
de pollos afectados por enteritis necrótica. Las estirpes (n=48) fueron aisladas en pollos de diferentes granjas en el Estado
de São Paulo, Brasil, y caracterizadas de acuerdo con la sensibilidad in vitro a los antimicrobianos y a la PCR-ribotipaje.
Fue observada una grande diversidad en los dos métodos. Los resultados mostraron que la PCR-ribotipaje es útil para la
clasificación detallada de aislados de C. perfringens y puede ser considerada para estudios epidemiológicos sobre
enteritis necrótica causada por este patógeno.

PALABRAS-CLAVE: Clostridium perfringens. Enteritis necrótica. PCR-ribotipaje. Enteritis de pollos.
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INTRODUÇÃO

Os clostrídios são conhecidos como prolíficos
produtores de toxinas e a maioria das espécies patogênicas
produz uma ou mais toxinas letais (TWETEN et al., 2001).
Embora o impacto das toxinas sobre o hospedeiro seja
variado e complexo, as perdas econômicas relacionadas
às diferentes enfermidades causadas pelo gênero
Clostridium  são de grande importância na produção
animal.

A enterite necrótica em frangos, descrita de forma
pioneira por Parish (1961, citado por BABA et al., 1997), é
caracterizada por necrose hemorrágica da mucosa intestinal
e sua etiologia está relacionada ao C. perfringens tipos A
ou C (BABA et al., 1997).  A enfermidade também ocorre
em, pelo menos, algumas espécies de aves selvagens
mantidas em cativeiro e em perus (SONGER, 1997).  A
investigação da presença de cepas produtoras de
enterotoxina não tem sido  realizada de forma usual, o que
dificulta a interpretação dos resultados em relatos de
enfermidade entérica provavelmente causada por
Clostridium perfringens tipo A.  No entanto, as evidências
sugerem o envolvimento de cepas enterotoxigênicas na
etiologia da enterite em muitas espécies animais.

Estudos moleculares têm sido descritos em cepas
de C. perfringens com base na utilização de “primers”
direcionados para os genes das toxinas alfa, beta e/ou da
enterotoxina (BABA et al., 1997, KANAKARAJ et al., 1998,
MIWA et al., 1999, KADRA et al., 1999, GARMORY et al.,
2000).  No entanto, esses relatos relacionam-se tão-
somente à identificação de toxitipos de C. perfringens.
Embora os métodos descritos apresentem grande
relevância na escolha das vacinas por permitirem o
conhecimento das cepas de C. perfringens responsáveis
pela enfermidade (KADRA et al., 1999), o diagnóstico
rápido e preciso da presença do agente não é possível
por intermédio deles.

Durante a última década, a genotipagem de
microrganismos por métodos baseados na reação em
cadeia da polimerase (PCR) tem sido desenvolvida a partir
da utilização de grande variedade de técnicas e “primers”
(KERR, 1994, VAN BELKUM, 1994 citados por HYYTIÄ
et al., 1999).  Foram descritos protocolos de RAPD e PCR-
ribotipagem (TASTEYRE et al., 2000, KATO et al., 2001),
os quais, embora não tão discriminatórios quanto a
eletroforese em campo pulsado, oferecem a vantagem de
serem mais rápidos e de mais fácil execução.

Nesse contexto, o presente estudo teve como
finalidade identificar estirpes de C. perfringens  isoladas
em casos de enterite necrótica em frangos, assim como
analisar a relação epidemiológica existente entre os
isolados bacterianos, a partir da utilização do teste de
sensibilidade aos antimicrobianos e da ribotipagem pela
reação em cadeia da polimerase.

MATERIAL  E  MÉTODOS

Isolamento bacteriano: foram analisadas amostras
das mucosas intestinal do íleo e do jejuno de frangos
com enterite necrótica, provenientes de 38 propriedades
avícolas localizadas no interior do Estado de São Paulo.
As amostras foram solubilizadas em tampão salina-fosfato
e as soluções, aquecidas a 80ºC por 10 minutos.  O volume
de uma alça de platina foi utilizado para semear placas de
ágar sulfito-polimixina-sulfadiazina (SPS), as quais foram
incubadas  entre 35 e 37ºC, por  24 h, em condições de
anaerobiose (MIWA et al., 1999).

Caracterização bioquímica dos isolados:  as
colônias isoladas das placas foram submetidas aos testes
bioquímicos descritos por Mac Faddin (1976).  A
identificação compreendeu análise da morfologia das
colônias, verificação da presença de hemólise, coloração
de Gram e testes bioquímicos, como catalase, motilidade,
gelatinase e lecitinase, fermentação da lactose, produção
de indol e de H

2
S.

Susceptibilidade das estirpes a antimicrobianos:
a susceptibilidade dos isolados a antimicrobianos foi
determinada a partir da técnica de difusão em disco Bauer
et al., (1966), em placas de ágar Mueller-Hinton (National
Committee for Clinical Laboratory Standards, 2000).  Os
antimicrobianos utilizados foram ampicilina (AMP-10μg),
cefalotina (CFL-30μg) , eritromicina (ERI-15μg),
gentamicina (GEN-10μg), lincomicina (LIN-2 μg),
neomicina (NEO-30μg), norfloxacina (NOR-10μg),
oxacilina (OXA-1μg), penicilina (PEN-10μg), sulfazotrim
(SUT-25μg), tetraciclina (TET-30μg) e vancomicina (VAN-
30μg).

Extração de DNA bacteriano:  para a extração de
DNA dos isolados bacterianos, foi utilizado meio de
cultura líquido infusão cérebro-coração (BHI, Difco).
Após incubação a 37º C por 24 h, em condições de
anaerobiose, as culturas foram centrifugadas a 10.000Xg
por 5 minutos e as células, lavadas com tampão salina-
fosfato 0,01M pH 7,4 e solubilizadas em 200 µL de água
destilada.  As soluções foram fervidas a 80ºC por 10
minutos e centrifugadas a 10.000Xg por 5 minutos.  Cinco
microlitros do sobrenadante foram utilizados nas reações
de PCR (KANAKARAJ et al., 1998).  Paralelamente para
esse fim também foi utilizado o kit comercial Instagene
(BioRad, Hercules, CA, EUA), conforme recomendação
do fabricante.

PCR-ribotipagem:  a discriminação molecular entre
as cepas de C. perfringens foi realizada de acordo com o
protocolo descrito por Stubbs et al. (1999), com
modificações referentes ao volume final e às
concentrações dos reagentes utilizados para as reações.
As reações de amplificação consistiram em 20 mM Tris-
HCl (pH 8.4), 50 mM KCl, 2.25 mM MgCl

2
, 200 µM de cada

desoxinucleotídeo, 10 µM de cada primer rRNA1 (5’ – CTG
GGG TGA AGT CGT AAC AAG G – 3’) e rRNA2 (5’ – GCG
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CCC TTT GTA GCT TGA CC – 3’), e 2,0 U de Taq
polimerase, em volume final de 50 µL.  As condições de
amplificação compreenderam 35 ciclos de desnaturação a
94º C por 1 minuto, annealing a 55º C por 1 minuto e
extensão a 72º C por 2 minutos, seguidos de incubação a
75º C, por 30 minutos, para concentração do volume.  Os
produtos amplificados foram observados em gel de
agarose em concentração de 2,0 % corado com brometo
de etídio.  Ladder 1 Kb foi utilizado como padrão de peso
molecular.

RESULTADOS  E  DISCUSSÃO

Das amostras colhidas de casos de enterite
necrótica em frangos nas 38 propriedades avícolas, foram
isoladas 48 estirpes de Clostridium perfringens.  As
colônicas típicas foram caracterizadas como bastonetes
gram-positivos, anaeróbios, esporulados e se
apresentaram positivas nos testes da gelatinase e da
lecitinase e negativas nos testes da catalase e de
motilidade, além de não terem produzido indol.  De forma
adicional, apresentaram hemólise, foram capazes de
fermentar a lactose e produziram H

2
S.

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos
revelou 22 padrões de resistência distintos, sendo 19
estirpes de C. perfringens (42,2%) sensíveis a todos os

antimicrobianos testados.  Conforme consta na Tabela 1,
dos 22 padrões relacionados, 15 (68,2%) grupos
apresentaram apenas um isolado bacteriano.  Os padrões
de resistência predominantes compreenderam os grupos
1 e 4, com 3 isolados cada um, e os padrões 2, 10, 14 e 16,
os quais agruparam 2 estirpes de C. perfringens cada um.
De forma adicional, é relevante mencionar que, dos 21
padrões de resistências encontrados, 15 (71,4%) grupos
apresentaram a lincomicina como um dos agentes
microbianos relacionados à resistência das estirpes.
Hamdy et al., (1983) citam o uso de antimicrobianos na
forma de promotores de crescimento, adicionados à dieta
das aves, entre eles a lincomicina.

O grande número de estirpes de C. perfringens
sensíveis no teste de difusão em disco pode estar
relacionado à própria escolha dos antimicrobianos
utilizados no estudo.  À exceção da lincomicina e da
penicilina, os demais antimicrobianos empregados não são
comumente utilizados como promotores de crescimento
em avicultura.  Watkins et al. (1997) relataram resultados
de teste de sensibilidade antimicrobiana in vitro
apresentados por estirpes de C. perfringens isoladas em
granjas comerciais de frangos e perus.  Entre os
antimicrobianos utilizados, estavam tilmicosina, tilosina,
virginiamicina, avilamicina, avoparcina, monensina,
narasina, penicilina, bacitracina e lincomicina.  Devriese
et al. (1993) também descreveram a susceptibilidade in

Tabela 1 – Padrões de resistência aos antimicrobianos apresentados por estirpes de Clostridium perfringens isoladas em
casos de enterite necrótica em frangos do Estado de São Paulo.

* Ampicilina (Amp), Cefalotina (Cfl), Eritromicina (Eri), Gentamicina (Gen), Lincomicina (Lin), Neomicina (Neo), Norfloxacina (Nor),
Oxacilina (Oxa), Penicilina (Pen), Sulfazotrim (Sut), Tetraciclina (Tet) e Vancomicina (Van).
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Tabela 2 – Padrões de ribotipagem apresentados por
estirpes de Clostridium perfringens
isoladas em casos de enterite necrótica em
frangos do Estado de São Paulo.

Tabela 3 – Padrões de ribotipagem e resistência a
antibióticos apresentados por estirpes de
Clostridium perfringens isoladas em casos
de enterite necrótica em frangos do Estado
de São Paulo.

vitro de isolados de C. perfringens aos promotores de
crescimento bambermicina, flavomicina, avoparcina,
avilamicina e salinomicina.  Em ambos os estudos, foi
demonstrada a resistência adquirida à bacitracina.  No
estudo descrito por Watkins et al. (1997), a resistência à
lincomicina e à bacitracina foi caracterizada para
concentrações igual ou superiores a 64 mg/L.

No que diz respeito à ribotipagem, foram obtidos
27 padrões de amplificação distintos.  Conforme consta
da Tabela 2, o padrão 2 foi o mais freqüentemente
encontrado entre as estirpes submetidas ao estudo, em
um total de 16 isolados (59,2%).  A segunda maior
prevalência foi observada no padrão 8, com 2 (6,2%)
estirpes de C. perfringens, seguida de outros seis padrões
de amplificação  9, 10, 13, 18, 19 e 24 os quais agruparam 2
isolados bacterianos cada um.  Também na ribotipagem,
dos 27 padrões observados, 19 (70,4%) grupos
apresentaram apenas 1 estirpe de C. perfringens.

A PCR-ribotipagem realizada no presente estudo
foi descrita por Kato et al. (2001) e Stubbs et al. (1999)
para o estudo epidemiológico molecular de estirpes de C.
difficile isoladas de seres humanos.  Esse é o primeiro
relato a utilizar a metodologia descrita pelos autores para
a análise de estirpes de C. perfringens isoladas em aves.
No estudo descrito por Kato et al. (2001), foram obtidos
37 padrões de amplificação a partir da análise de 95
isolados de C. difficile submetidos ao estudo.  Por outro
lado, Stubbs et al. (1999) relataram a análise de quase 2 mil
estirpes de C. difficile isoladas no meio ambiente, em
hospitais, em animais e no meio rural, além de mais de 100
cepas referência desse patógeno.  O objetivo do trabalho
foi a construção de uma biblioteca de isolados de C.
difficile para servir de referência para comparação em
análises de rotina no Reino Unido.  Um único padrão de
amplificação foi relacionado a mais de 55% das cepas
referência de C. difficile.

Os resultados  no antibiograma e na PCR-
ribotipagem podem ser observados na Tabela 3.  Dos 19
isolados bacterianos classificados no padrão 22 de
resistência aos antimicrobianos, 7 (36,8%) deles foram
agrupados no padrão 2 da PCR-ribotipagem.  De modo
adicional, é de grande importância destacar o fato de as
estirpes de C. perfringens pertencentes aos padrões de
resistência 1 e 2, todas pertencerem ao padrão de
ribotipagem 2.  Esse agrupamento fica ainda mais notório
quando se considera o grande número de padrões obtidos
tanto no antibiograma, quanto na ribotipagem, e a
distribuição uniforme dos demais isolados bacterianos
analisados.

A caracterização molecular de estirpes de C.
perfringens isoladas em frangos foi recentemente descrita
por Engström et al. (2003) e por Nauerby et al. (2003).  No
primeiro estudo, os autores analisaram estirpes isoladas
em frangos sadios e acometidos por enterite necrótica e
hepatite associadas ao C. perfringens.  A tipagem
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molecular compreendeu a eletroforese em campo pulsado
(PFGE, pulsed field gel electrophoresis) e o polimorfismo
de comprimento de fragmento amplificado (AFLP,
amplified fragment length polymorphism).  Ambas as
técnicas diferenciaram as 21 estirpes de C. perfringens
analisadas em 10 grupos distintos, os quais mostraram
grande correlação com a origem dos isolados bacterianos.
Nauerby et al. (2003) também analisaram a diversidade
genética entre estirpes de C. perfringens isoladas em
frangos sadios e acometidos por enterite necrótica e
colangio-hepatite.  Os resultados da PFGE mostraram que
os frangos sadios podem ser portadores de diversos clones
de C. perfringens, tanto dentro de uma mesma granja,
quanto entre granjas distintas.  Por outro lado, animais
acometidos pela enterite necrótica ou pela colangio-
hepatite apresentaram apenas um ou dois clones diferentes
de C. perfringens, também de acordo com a origem das
amostras analisadas.

Kato et al. (2001b) descreveram que a combinação
da PCR-ribotipagem e da PFGE foi útil para a investigação
de estirpes de C. difficile isolados de portadores humanos.
Embora a PFGE tenha sido mais discriminatória e tenha
permitido uma análise de resultados mais fácil que no caso
da ribotipagem, ela apresentou a desvantagem de
degradação de DNA em algumas amostras, as quais
puderam ser analisadas apenas pela PCR-ribotipagem.  De
forma adicional, a PCR-ribotipagem proporcionou
informações referentes à relação genética entre os isolados
que apresentaram perfis de macrorrestrição distintos na
PFGE.

No presente estudo, foram analisadas estirpes de
C. perfringens isoladas em casos de enterite necrótica em
frangos.  Os resultados obtidos no teste de sensibilidade
aos antimicrobianos e na PCR-ribotipagem sugerem a
existência de múltiplos clones de C. perfringens
relacionados à epidemiologia da enterite necrótica em
frangos,  assim como a grande diversidade genética entre
os isolados nas diferentes granjas do Estado de São Paulo
e entre as aves.
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