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IDENTIFICACION Y CLASIFICACION 
DE CEPAS DE Clostridium· 

1. INTRODUCCION 

Se sabe de la importancia clinica de las bacterias anaerobias particularmente de los Clostridillm 
toxig~nicos, sin embargo. el conocimiento de cst as bacterias y el papel que jucgan en humanos y 
.mimales es bien Iimitado. Existcn much as especics de este genero y gran numero de elias son 
patogenas para el hombre y animales. 

En nuestro medio estas bacterias producen diversas enfermedades tanto en las especies mayorcs 
como en las menores y los sistemas de prevenci6n que se estan utilizando contra estas 
enfermedades con base en la vacunaci6n aparentemente no estan danuo la debida proteccion. 

Las phdidas econ6micas que producen estos organismos en los animales y 101 [alta de 
c1asificacion para un diagnostico seguro, hizo necesario realizar un estudio sobre identiricacion y 
clasificaci6n de estos g~rmenes a partir de cepas de campo, por pruebas bioqufmicas, antieuerpos 
fluorescentes y por otras pruebas serologicas. En estc ultimo caso las eepas toxigenicas se 
sometieron a la prueba de seroneutralizaci6n, usando sueros comereiales conocidos y sueros 
preparados loealmente y asi poder determinar el mejor m~todo rutinario para la idcntificaci6n y 
clasificaci6n de Clostridium de muestras de campo para un diagn6s~ico seguro. 

2. REVISION DE LlTERATURA 

La mayorla de los microorganismos dcl genero Clostridium son anaerobios obligados. j1l:ro 
algunos (Clostridium histolyticlIm. Clostridium cam is, Clostridium tertillm) son acrotokrantcs y 
erecen en caldo y en 101 superficie de cajas de agar incubadas aer6bicamente (J 5). 

En el cultivo de las bacterias anaerobias estan implicados dos principios fundarnentaks: 1;\ 
reduccion de la tensio,n de ox (geno y cl mantenimiento de esta tensi6n rcducida (13). 

La reduccion biol6gica de 101 tension de oxigeno es un modo natural de preparar las 
condiciones optimas de cultivo de las bacterias anaerobias, pucsto que crecen en prcscllci;J de 
especics aerobias 0 tejidos que absorben oxigeno. Uno de los /T1~todos m:is corrientcs empll!ados 
en el laboratorio es el cultivo en medio con trolOS de carne, higado, balO, cerebro u eualquieT 
otro tejido finamente dividido 0 agregando en medios Jfquidos sustaneias H'ductoras taks como 
thioglicolato 0 cisteina (15) . 
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Br~wl'T y "'!!l'll'r (J) tk~ltlhl'l1 un ~lstt'nH\ til' af\a~roblo)ls que pernlltl' a los mll:robl~logos a 
Il'CIlICOS de hllspltak.~ UI\:\ OPl'r:ttl(ll1 f:il:J1 quc no cra poslbk con otros Sistemas St' eltmtn:1n los 
nhmlro .. dl' t!:I~, lIl:iqulllas tl<: \':tdo. v:ilvul :ts y man!!lIcras 

1:1 \I~O de pl'l iculas p\;isIlC:.lS COIlW h:Hrcras lil" ox (l~eno subr~ la supcrflCle de a!!ar C," caj~s de 
pdtl, Cit ulIljunlo con tlutl!!lIcolato y "gentes sde(.tiv(lS y dllcrt'm:wks, pcrmllc cl :lIslamlcnlo 
pmllano y l'ltlllllCnlCIOn til" Clos/ridillm }' otr()s anacToblOS (iJ) 

L.\ hka til: lllll\\'ar nds dc un or!!al1lsmo en l'I IllISIIlO melho y al nllsmu tIcmpo sc us6 para 
\ .. mas l'SPClll'S llJkrentcs de baclenas lIlc/uycndo las cspeelcs dc Clostridillm cllauvoei. 
CloJ/rtc/ill/1I .\/,/lllcum y Clo.Hricill/l1l 1/OI'yi • . • 

lksde IlIcgo las trc~ espl'ues cstahan rl'laclol1adas }' ten fan caractCTlstlc,as SllnJlares de 
creClllllclltu I':.ITa oblener cstc crCClllllento fllc ncccsaTlO un medlo que tCnIa componcntes 
lllltrH .. lonaks (.OIllUIlC S qllc plItllerall soportar el Illet.lbollsrno de c:.Ida lIno de los tres organismos 
ell c/ tnlSIllO tlclllPO, lhello medlo cs aphcahlc para 1:1 prep:H:1CIOn de b;J<..Icrlils pohvaicntes (9). 

Ll Itlcnllflcaclon par ~sJl~'cles sc h:1CC por cI cstudlo tic la morfolog!a de 1:1 coloma, tamano, 
IOrilla y I()callzaclon de las cspor;Js . accI6n protl'olitlca sobre d suero 0 gc/atlll3, fcrmentacI6n de 
los :li-lIc.lres neutrahzaclon lk la toxlna par la antltoXIna especilic3 y los anti cuerpos 
tlllOTeSlt'nk5 y otr:ls n'aCClotlCS 5crol6glcas No son IIIfrecul'ntcs las reacclones atiplcas can 
respccto a la formacI6n de IlIdr6g.cno sulrurado y alln en la fermcntacl6n de clertos azucares , 
..Ilgunas de CSt3S rcaccloncs son mherentcs a la ccpa, pero otr:lS estan condlclonadas por el medlO 
(I-t ) 

Las prucb:.ls m:is aceptabks p:lra la hpl licaclon ~on las Uloq u fnllcas, Neu trahzacI6n de tOXln3 y 
AnliclIerplls Fluor~scentcs (S) Todos los CUItIVOS de Clustridium se cxamman ruttnanamente 
para prot!ucclon llc toxlIlas Aunqllc las condicIones p:lTa la claboracI6n de toxlIlas varian con las 
espccII:s IIldlvldua\cs, pueden sa detectadas en CUltlVOS de carne dcxtrosa lIlclibados en 18 horas a 
35 grados ccnt Igrados Algunos como cI Closrrrdlllm Iwnolyticum. Clustridium pcrfringells y 
ClostrtdlulII Itrstol}'IICUI1I son mas toxigenicos en CUltlVOS Jovcncs y otros como el Clostridium 
bOflllllllllll, Clostndllllll felalll y C/osrrrdlllm 1I0~'yl presentan el m:ixlmo de su toxlcldad despues 
de vanos d las de IIlcubacI6n (S) 

En 13 actuahdad se rcconoccn sels tlpOS de Closmdlllltl perfrmge1ls, cstos tlPOS (A - B - C - D -
E - F) cst:in basados en 13 produccI6n de una a mas toxmas (8) 

NIshIda y Nakagawara (12) lIlveshgaron las condiCiones de CUJtlVO para la producci6n de toxina 
por ClostrrdlUm 1I0l)" y determtnaron los constltuyentes 6phmos de un medIa adccuado, 

SI eI Oludo del cultlvo es t6xlco para ratones, se procede a la Identlflcaclon de la cepa por 
prueba dc seroneutrahzaclOn. que se reahza en ratones par via venosa a mtraperItoneal a en 
cuw:s por via mtrad~rmlca (S) 

EI usa de anhsuero monoespeciflco conJugado para la prueba de antlcuerpos fluorescentes 
permlte la raplda IdentJlicaclon de Clostrrd'Ulll, en lammas preparadas. bIen de culhvos puros 0 

de espeClmenes blOloglcos envlados para alslamlento e IdenttficaCI6n de las especies de 
Clostndlum La especlficldad es tal, que se puede haeer una dlferenclaclon entre especies 
estrechamente relaclOnadas como par eJemplo ClostridIUm septlcum y Clostrid,um clzauvocl. En 
este ultImo caso 51 un antJsuero es conjugado con rhodamlOa y el otro con fluorescencl3. uno 
puede dlstmgUlr ambas especles cuando elias son colocadas en un culttvo mezclado en la mlsma 
lamma (I) 

3. MATERIALES Y METODOS 

3 I ORGANISMOS 
Sc trabajaron cepas ongmanas de vanas espeCles ammales y de vanaS fuentes de ongen que 

habl:!n sldo. dlagnostlcadas como pertcneclentes al genera Clostrrdlllm, I/egadas allaboratono de 
b:.JctcnologlJ dlagn6stlca del L1MV (Bogota), de la Facultad de MedlclOa Vetenllana de la 
UllIversld~d NaclOnal de Colombia (Dogota) y de algunos Centros de Dlagnoshco del pars 

3 2 MEDIOS DE CUL TIVO 
Las CI!P:JS sc sometJcron a Cl!ItI\,O~ pnmanos para su punflcacI6n en medlos Jfquldos tales 

COIllO caldo de carne (OI[CO), Thloghcolato dc SOdlO (PlrCO), MedIa Esporulaclon descrtto por 
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Duncan y Strong (6) y M~dlO Cerebro de Ellender Cf al. (7) Todos los tubos se Incubaron a 37 
grad os ccntigrados por 24 horas Auemas. se maron medlos s6lidos tales como agar sangre y ;ll1ua 
de SOUIO y se Incubaron en aerobiosIs y anaerobiosIs La pureZJ de los CUItIVOS se controlo 
hacienda coloraclones dc Gram Lucgo se somelleron a pruebas bloqu imlcas en medlos 
diferencI31cs con base en tlllogilcoiato mas 05 pur clenlo de aZllcares l:omo gilicosa. manltol , 
Iactosa. maltosa y sacarosa can tubos de fermentacl6n. auemas, se usaron medlos para producclon 
de mdol, urea, hlurogeno sulfurado. reducclon de nltratos. lcche tornasolada. sucro loener y agar 
yema de huevo (5). 

Los cuilivos se incubaron en anaerobiosIS con la adlclon de 5t1stanclas n:dllctoras en los medius 
\Iqllldos y en campafias anaeroblcas los medlOs solldos En estc caso se lIsaron generadores de 
gases de hldr6geno y dloxldo de carbono '" 

Los medlos liquldos con base en :Jzilcares se calentaron en bane marfa por UICZ mmutos y se 
dCjaron cnfnar para clIltlvarlos, se lIlcubaron a 37 grados centfgrados. 10 mlsmo que los mcdlOs 
solldos (5) 

Los mediaS sohdos Se observaron a las 48 horas de tncubaclon, 10 mlsmo que b accl('m sobre 13 
leche tornasolada. En el agar ycma de huevo se observo la producclon de lecltlnJS:l, la acclon 
proteolitlca de esta cnzlma y la reacclOn dc catalasa (5) 

La Icctuta de los medlos azucares se hlzo de los CIl1CO a Side dfas de Incubaclon para la 
producclon de ;lcldo y gas Este ultimo se observo por el desplazamlento del medlo hqllluO en los 
tubos de fermentaclon Para la prodllcclon de aCldo de sodlo, 0 1 normal mas 70 mL de Jgua 
deshlada. Una reacclon posltlva a I-a producclOn de aCldo en dlcho azucar se observo cuando el 
media vlro a un color amarillo y una reacclon negatl"a cuando el medlo quedabJ de color rOJo 
(5). 

3.3 PRUEBAS BIOLOGICAS 
Para establecer la patogenlcldad de las cepas se usaron cudes de 300 a 400 gramos de peso. c 

IIlfectados con 05 a lin mL de una mezda que conten!a partes Igualcs de un cult/vo ue medlo 
carne de 24 horas de IIlcubaCl6n y to par clento de doruro de CJ)c/O A los ammales mucrtos se 
les hlzo necropsla y se les practlco examen dlrecto por coloracI6n de Gram y por untlcuerpos 
fluorescentes. Se culhvaron muestras para el alslamlento de germenes anaeroblOs segun los 
m~todos ya descntos (5) 

34 PRUEBAS PARA TOXINAS 
Todos los cultlvos se examtnaron rutillanamente para produ('clon de tOXlnJS asi se usaron 

cultlvoS de 24 a 48 horas de IIlCUb3CIOn a 37 grados ccntlgrados en medlOs atkcuauos para 
producclon de toxmas (6. 7) Se centrlfugo el medlo de CUltlvO a 20000 g por 15 mmutos. !ie 
extraJo el sobrenadante con mlcroplpetas y Sl! depOSIto en tubos de cnsayo cstenlcs Por cada 
sobrenadante se mocularon tres ratones alblllos de 40 d las de edad y 15 a 20 gramos de peso con 
0.3 mL de sobrenadante y las dllucJOncs via venosa por la vt:na caudal,seobservaron por24horas 
despues de la Incubaclon (5) 

35. PRUEDA DE NEUTRALIZACION DE LA TOXINA 
Cuando se demostro qut: el fluldo del cultlvo era tOXICO. se procedlO a Ia Jdentlflcaclon dc la 

toxma por pruebas de seroneutrallzaclOn, mezclando 0 5 mL del sobrenadantc dcl cultl\'O con 02 
mL de caldo nutntlvo Y 0 1 mL de anllsucro espcclfieo tlPO comertlal. SC!!UIl 13 Iccnlca del 
laboratorio productor y antlsuero preparado local mente Las mczcl3s de loxlna y sucro se deJarun 
a temperatura amblente- por 30 mlnutos y sc 1Il0cuiaron 03 mL via vcnosa en tres ratones Lo~ 
<lOlmales Sl! obscrvaron durante 48 horas Cuanuo los sobrenadantes eran sospcchosos de l:ontcner 
toxlIla de Clondmm pafrll1g(,lIs tlpo D, se actlvaron por medlu de I:i dlluclon de suficlcnle 
tflpslna (Dlfeo I 250) para obtener lIna solucI6n final del 0 25 por clento ( 1 I ) 

l:l antltoxina del C sord('lbi se prep:lro IIlmlllllZ;)ndo dos toncJos machos dC trl'S \.;llo~ralTlo, 
de peso par medlO de una sene de lIlyecclOl1cs se!!un lIna pllbhcacJ()n rr~vlJ (14) 

• OIVis'6n <Ie BloOveu C8nDd~ BBl Gas Pa~ An~crob,,: System. 
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3.6. PRUEnA DE LOS ANTICUERPOS rLUORESCENTES. 
Para r~a'i7.;lr ~sla pru~ha se 1I1iliwron conjugados prcparados cn nllestro laboratorio en el 

Iranscurso de ('sIc Ir:loajo. EI migen de hIS c('pas para 13 prcparaci6n de cad~ conjugado sc 
hkntific:m asl : C/orid/wlI I'crfrlllg(,IIS tiro D. cepa No. 4606. C1ustridlum sordrllli IRI' 136. 
C/osfriciirt111 SI'lJlicLlm IRP Ill. Clostrid/llm nUl')'/ lRP 79. Clostridium c1/(JlIl'Oei IRP 129. Estas 
ccpas fueron donadas por National Animal Diseases Laboratory. Iowa. USA. 

EI :l11l1l:'!l'no dl' cada cspcde uc C10striuiurn para la inmunizaci6n de cOllejos sc pn:par6 dc 
aClIctdo a 1:1 t~cnica modificada de Klotz cilado por Manrique (10). Par cada antCgeno tic los 
cinco gl;rmcncs Illcndonados sc inllluilizaron dos conejos con un peso uproximado de dos a tres 
kilogramos con inycccioncs intravcIlOS:l:; Y una seric crecicnte de an t fgenos tal como 10 rcporl:. 

YamJl,!ishi ('t al. (19) . 
los antisllcros sc conjugaron con isotiocian:lto de f1l1orcsc~jna a cxccpci6n uel Clorldium 

elzarH'V(" que se conjugo con rhodaillina, touos de aClIcnlo al J1I~louo dc The y rcltkamp (16) y 
The (17). Los I;illlinas prcpar:luas dc culti\'os () (k tcjidos se secaron al aire y se fijaron en acetona 
por 10 minutos. EI anlislIero conjug:II.1o sc adiciono durante 30 minutos y sc dej6 aetuar en lIna 
atm6sfer:a hilmeda a tempcratllr:l ambientc . Las laminas se I:lvaron por dos veces, 10 minutos 
cada lavado. ~l' (kjaron s\.'car al aire y se montaron en lIna soluei6n de gliccrina al 90 por ciento 
de pH 9.0 Y 1'1.' eX:ltnin:non en el microscopio de fiuorcsccncia . 

4. RESULTADOS Y DISCUSION 

Para hacl'f m:ls scncillo cl anali~is de los rcsult:ldos se c1asilicaron las mucslras scgun su origen 
como sc obscrva en Ja Tabl:! I. 

TABLA 1. ClasilicaciOn 00 1.1' muem~s scgun su origen. 

Ori""n d" IH muest'as 

Dovino~ ~ .. • • . • 

Alimen10s conccntrados • 

Aguas •••...•• 

A"iar . . 

EQuinos. . • . • . • . • • • • • . . . • • • • • . • • • • • . • • • • . 

Curfes • . 

Qvinos . . ... .•. . .•. . ....•.•.... ••.•.. .•.• 

Caninos •• 

Porcinos . 

TOTAL 

NC.mero de muestras 

45 

28 

8 

6 

4 

4 

2 

2 

100 

. L~s ~llucs~ra:\ .sc. p.urifiear~n en agar .s;lIlgre y acido de sodio en anaerobiosis y par pases en 
cur ks en 1(1) que st: . . cstableclO palogenlcldad, algunas cepas no fueron patogenicas probablemente 
por Illala conscrv:JclOn. 
, [)~. ()O ~~pas sornetitlas a pruCb3S bio'lu {micas solo se tipificaron 16 que corresponden :l un 
_~\.6. por clento y en~rc. cstc nllln.cro se .cncontraron scis C. pl?rfringclls, cuatro C. chaU)·od. dos C. 
S(ptlcllm. d.os C. 1I01YI, un C. IIISfo/yllcllm, y un C. lertium . EI ntlmero de especies ci<lsifieadas 
po:,. c~.tc . ~lI.llle~O fue Il1UY ~Jja dCbili.o a que los resultauos cuando SI:! usa este sistema son 
Irr~",lbl Jr~~ }il (It;bcn ser repclldos dos 0 tres veces (18. 9); en este "trabuJ'o 5610 se hizo una sola 
prllt' a a C<I( a ccpa. 

~II ~U'lnto a las pruebas para toxinas a todos los 100 cuHivos se Ics probo su oder toxico 
rutHl:Jnalllcnlt'. s610 [uc-ron lo)(igcnicas 15 ccpas m t d I - P • J ' IT' lb ' . , a an 0 as ratones en menos de 24 horas 
C~ :l/ll.l_O SI.: u 1 I~O C so rcnadante de cada cultivo concentrado. Estc rcsultado tan bajo se pueue 
eX.~. lc~r p~r~lu~. IJ ma):orCa dc 13$ c~pas usnu:Js cran viejas y adcmas sc obtuvieron despu~s de 
ma .1 cons\:f\'JClon perdlendo en esla fonna ~u potier to\icp. 
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Varios investigadores entre ellos Dowell y Hawktns (5), Duncan y Strong (6) y Mal1nqll~ (10) 
dcmastraron Ja necesidad de ennqueclmlento en algunos constltuycntes en d mcdlO de CUItIVO de 
cada tipo 0 espccie de Clostridium para produclt su maximo de toxlcldad despues de SII pl'rwdo 
de incubaci6n. Este factor no se tuvo en cucnta en este !rabajo por 13 dlficultad de preparar un 
medio apropiado para cada cepa ya que ~stas eran desconocldas por ser provcnlcntcs de male(Jal 
de campo. 

Las 15 cepas se sometterQ)1 a su IdentIflcacI6n por pruebas de seroneutra/tz3CJ6n con slIcros 
comerciales y uno prcparado localmente como fue el de C. sordcllll. Est3 antJtoxma fue la unl<:a 
preparacion que neutrahz6 la actlVidad toxlca del sobrenadante hom610go y 51: preparo porquc no 
existe en el comercio. 

Por pruebas de Neutrahzacl6n de la toxma se pudo detectar tres especlcs de Clostrzdlllm a,;( 
seis Clostridilun sordellii, cmco Clostndwm per[rmgens tlpo Dy cuatro ClostridIUm nOI'),' tlpO B 
EI haliazgo de cstas tres especles corrobora el hecho de que estas son las que producen cJ m:1x1I110 
de toxicidad en el medlO de Esporulacl6n de Duncan y Strong (6) 

En Ifneas generales los resultados obtcnJdos por Ia prueba de neu tralrzaclon de la toxlna [ueron 
aceptables y sinlllares a los obtemdos por antenores mvestlgadores (5, 6, 10, 12) 

La mayorfa de estos g~rmenes fueron Idcntlflcados a partir de ahmentos concentrados y en 
mayor escala el ClostridIUm sorde/ill y el Closlnd,wn per[rlllgells tlPO 0 Sin embargo, el 
C/ostridwtn novyi se encontr6 en mayor cantidad en muestras de bovlnos 

En 10 que respecta a la prueba de antJcuerpos f1uorescentes dl6 muy buenos resultados Se 
mostr6 una f1uorescencia espec!fica con los conJugados de C per[rmgells tlpo D, C sordell" y C 
septicunT, no asi los de C chauvoc, y C nOV)Il, que ademas de dar f1uorescencla Inespecffica 
dlcran reacciones cruzadas entre ellos dos, porque hubo necesldad de repetlr la preparaclon de 
dichos conjugados desde la mmunizaclon de los conejOS 

EJ coniugado de C novy' se prepar6 por tres veces consecutlvas y en nmguno de los casos di~ 
resultados sahsfactoflos, por 10 que hubo necesldad de utJllzar un conJugado tlpo comerclal 

EI conJugado de C. sordellll present6 reaccI6n cruzada can las cepas de C IIDl')" pero con muy 
escasa fluorescencia, en camblo Gon las cepas hom610!!as dl6 brillante fluorescencla 

Batty y Walker (2) y Choman (4) han reportado la dlficultad en 13 preparaclon de) cOIlJugado 
de C. navy" oartiendo de la eXlgencla de este germ en para su creClmlento en medlo de CUItIVOS 
para anaeroblos y ademas han reportado las reacclones cruzadas quc presenta con C sord(,/lil. estc 
ultImo fen6meno tamblen fue encontrado por Mannque (lO) Las caUSJS preCIS3S por b~ cuales 
hay dlficultad para )a preparaclon de este cOllJugado no han sldo acIaradas h:lst:l el prescnte 

Los resultados obtemdos en las clen muestras en[rentadas a cado uno de los CinCO conlugados 
se aprecian discnmmadas :)or cspecles y fucntes de alslamlcnto en Ja Tabla :2 se observ:l que el 
total de cepas c1aslficadas por antlcucrpos fluorescentes. fue de 82 que corn:spomle a un 82 por 
clento clrra dlgna de tener en cuenta ya que solo se usaron elnco conlligados para el dragnostlco 
de las clen muestras Puede observarse ademas, Que el mayor numero de Clostrrdwl1l c1aslficodos 
correspondlo al C chaw'O(!( en un total de 34 y dentro de cste numrro cl mayor porcenta)l' 
correspondlo a muestras provementes de bovmos, Ie Slglllo (') C sef}tlClIm Y C JlOI')' en orden de 
alslamlento 

TABLA 2 TOlal de e~pet,e$ del ~nero CloslfldlUm ,denllf.cados por pruebas de Anl.cuerpos Fluore$Cf'nle$ dlScromonaaos 
por cspecles de anI males y 'uenle, de al~lam len!o 

. Alimentos 
BOVIIlO$ concenlrados Agua Aviar Equlnos Caninos Por~lnos Curies OVInOS Total 

c:: chiJ(JVoe; 23 3 4 0 0 34 

c:: scplicum 9 6 0 0 0 19 

c:: navy; 9 5 3 0 0 0 0 0 18 

C. fo,dell;; 3 0 0 0 0 0 6 

C. pe,f'ingcns 0 0 3 0 0 0 0 0 5 

TOlal 42 20 7 6 4 0 82 
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(''''''ll d :lIltiSUl'W lk C. C/IUI/\'(}<'i fill' llIurcado con rh()~lamina Y, 1.'1, C. S('P~/(,1II11 COli 

I-I " ' ,' " I , ' , 'II'" r(IIl 'I,,,bos conJ' lJI·ados ell IIIl frolls ell IIna lall1l1la, los C. clralll'oe! IIIHl \\.l 1I1I, ', Ul,illI 0 Sl ,", 1.,1 , , '" " , I " I 
I I I J 11' 1 to 1(1< (' '('/1/1"'/1111 ,k l'olor vt'fde bTllla"tc , r~sll' sl~tl'llla (10 lllenos Sl' 0 l~l'r\";lnm ,\.' Cll or 11 :1[' r ; J ., ,.' , ' 

, II ' I . I ' I 'I I' 01" "c' 1"J'I'dos dl' cllrks (IUl' hallian Sid" lIloculados con Ia OIl/estru ro,' ,II (h ,In II l' 1 r I~ u ~ , ., 
-'\lS'1I.'\.· h()~;1 ,II- conlel1l'f 11(10 II ambos ~trlllL:nl'S (II.' cstos, l'omo ~Il f.ro~ls dc nlltlvos. 

Ik Ill\ rl'~lIllad()s obtl'nidus l'lI l'stl' Irab:Jjo l'S Jlosibk dl~crJlll1.n:lr cnlre ~, CI/{JIII!OC.~ Y C. . 
. H'{lliCIIIII con los alltisul'rllS marl';U]OS n,o s.610 de fr(l~is til' clIltlvos :"~~) d: S~Cclol~.es ~Il' tl'~~dos y 
frlllis lk ksillJlt:S palolo~icas . I'or la krllll'a de anlJ<:lIerl'os nll(lrl'~~l nIcs ~s [H>SIbk liaccr unn 
idelllirk:ldllll preci~a de cintas l'Snct.:il's de C/osfridjlllJl, Esto t:tlnbll~n ha sldo demoslratlo por 
Baity y ", .. Ih'r (::!), !lrc-wct y t\I~l'icr (3). .. . 

LIS ":l'(1a~ tlllC' n:slIllaroll Jl()siti\';)s a ' C 1I00'yi Y C. soruc/{u por In I~rllcba ~Ie antl~ucrpos 
Iluorl':-,t:l:n!cs, sc ks hilO prueb:Js lk sC'rollculralizaci6n para corrobornr eI oWl!n6stlco, dcbalo a fa 
Tt'acc!illll'rlll;lda (llIl' prc~elltan estos dos conjugauos y cvilant10 ;Isl lIll rc~ultado f:llso . 

S. CONCLUSIONES 

Los Tl'$lJlI;H]OS ell l'stl' Irabajo por prueb:Js bioqu {micas no Cueron'muy halagadorcs debido :II 
Illll11Cro tall bajo de espl'cies dl' Clvslridilllll ell que SI! Jogr6 tipificaci6n; auem:1s, los hallazgos por 
l'slc Illelouo no cOllcordaToll sil'l11prc con los obtcnidos pOT otros lll~todos. 

La prucba dC' ncutcaliz:lci(lIl de In toxina cs mlly (,Iil para UI\ diagnostico seguro de cspecies de 
C/cmriuil(1II lI$ando la!; anliloxinas apropiadas, adcmas en cstI.' trabaj6 dio buenos rcsult:ldos para 
;ldLlrar los diLlgnosticos hcchos por anticul:'cpos l1uoccsccntes de los C. flvl'yi, C. sordc:llii }' C. 
pcrfrill~('l/s tipo D. y rut: ilsi COIlIO se idcntific6 por primera vez en Colombi:l cl C. sorddliJ. 

Con ' los resultados obll'nidos ell cste trabajo sobre Ia aplicad6n de los anticlIerpos 
nuor\.'sccnlcs marcados para la clJsifjeacion dc cepas de Closlridjuf1I, se concluyc que su empleo 
ue rutin:! p.:lra jdelltificar cspccit's de Clostridium a partir de impresiones hechas en laminas de 
tejitlos sos[lcchosos 0 de cultivos, cs altamente satisfactorio. 

6, RESUMEN 

EI objcti\'o de estc trJbajo rue el de identitlcar cep:lS provcnientes de materi:J1 p:ltoI6J!ico como 
pcrtenecicnk al genl'ro Clostridium y clasificarIas dentro de l:ls distintas especies conocidas por 
prllebas bioClufmicas, pruebJs de anticlletpos nuorescentes y pruebas de neutralizaci6n de la 
toxina y dCllloslr:lf cI mejor ll1~todo dl' c1asificaci6n. 

Sl' trab;ljaron cien Illuestras y de ~stas 5C Ies hizo pruebas bio'lu imicas a 60 cepas tipific5ndose 
solalllC'llte 16 en IJs I]U(' sc cncontrJron : C. pcrfrillgellS, c. cJralll'oei, C. septiclIm,'C. IIOP),i, C. 
!tislo/.l ' ticum y C lertium . De eslos el qlJl' Sl' cncontr6 en mayor numero fue el C. pcrfringcns 
rno sill Ikl!ar a eSJ'l'dficar de que tipo , ' 
~ ~o~os los culti\'os se les hizo prucbas de toxiddad en ratones y solo 15 cepas resuitaron 

to)(Jgelllc;JS. D~~ cst:!s 15 cep:!s de s(! coneutralizadon sc itlentific3ron 'tres (!spccies de Closlrid;um 
:lsi : C s()nlcllii, C. /It' rfri/lg('f!S tipo Dye IWI')'i. 

POT pruehJ~ de anliclIerpos Iluorescentes se identificaron 82 cepas de Clostridium entre elias 
las csp~~cil's Jl' C. ,H'IHiclfl1l. C cham'oei, C. perfrillgells tipo D, C. sordellii y C. lIovyi, 
encontr:lndllSI: en llIayor t'scafa t!1 C chal/l'od Estas prul'bas fueron realizadas con conjul!ados 
preparJdos locLlllllt:nlt' r comrrciali:s.. -

EI, IIS0 .d~ anli'lIl':o~ ('Qnju~:Jdos Illonol'specfficos PCTllliti6 !:J nipiua identificacillll <.Ie especies 
(II: (/o.l'/rrUIIIIII de blllllMS preparauas de culth'os 0 lit' tl'jidos u~ri\'ados de curies inoculados con 
raks cullivos. , 

Se reportJ por prirnl'cLl wz cn Colombi:! d :lisbrniento dd C. sordellii. 
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7. SUMMARY 

The purpose of this work was to identify isolates from pathologic material as beloging to the 
Clostridia genera to classify them into the different known species by using biochemical test, 
Fluorescent antibody technique and toxin neutralization test, and to determine the b~st method 
for classification . 

Ont of oen hundred samples selected, sixty were studies by biochemical tests, of these samples 
only sixteen were tipyficable : C. per/ringens, C. chauvoei. C. sept/cum. C. nOl'yi. C. ilislo/.I'Iicll1n 
and C. tertium, C. perfrillKcns was the most frequcntly found, however no further classification 
was obtained. 

Only fifteen isolates were toxic to mice. Using neutralization test these toxi!,!cnic strains wen! 
classified as C. sON/clli;. C. per/rillgens type D and C. novyi. 

Eighty two isolates of clostridium were identified when the Fluorescent Antibody technique 
was used: C. septicum. C. chau~'oe;, C. per/rillgens types D and C. sorcJel/ii, and c.nm'y;, among 
them, C. clzaul'oei was the most frequently found. 

For this test some conjugates w~re prepared locally and some were purchased commercially. 

The use of mono specific fluorescent antisera allowed us the rapid identification of the 
different specics of clostridia. both when slides were prepared from cultures and when they were 
prepared from tissues of guinea pigs inoculated with cultures of clostridia. 

The isolation C. sordellii is reported for the first time in Colombia. 
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