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1. INTRODUCCION

Se sabe de la importancia clinica de las bacterias anaerobias particularmente de los Clostridium
toxigénicos, sin embargo, el conocimiento de estas bacterias y el papel que juegan en humanos y
animales es bien limitado. Existen muchas especies de este género y gran nimero de ellas son
patdgenas para el hombre y animales.

En nuestro medio estas bacterias producen diversas enfermedades tanto en las especies mayores
como en las menores y los sistemas de prevencidn que se estan utilizando contra estas
enfermedades con base en la vacunacibén aparentemente no estin dando la debida proteccion.

Las pérdidas econdmicas que producen estos organismos en los animales y la falta de
clasificacién para un diagnostico seguro, hizo necesario realizar un estudio sobre identificacion y
clasificacion de estos gérmenes a partir de cepas de campo, por pruebas bioquimicas, anticuerpos
fluorescentes y por otras pruebas seroldgicas. En estc dltimo caso las cepas toxigénicas se
sometieron a la prueba de seroneutralizacién, usando sueros comerciales conocidos y sueros
preparados localmente y asi poder determinar el mejor método rutinario para la identificacion y
clasificacion de Clostridium de muestras dc campo para un diagndsiico seguro.

2. REVISION DE LITERATURA

La mayoria de los microorganismos del género Clostridium son anaerobios obligados, pero
algunos (Clostridium histoly ticum, Clostridium carnis, Clostridium rertivm) son aerotolerantes y
crecen en caldo y en la superficie de cajas de agar incubadas aerébicamente (15).

En el cultivo de las bacterias anaerobias estin implicados dos principios fundamentales: la
reduccion de la tension de oxfgeno y ¢l mantenimiento de esta tensién reducida (13).

La reduccién bioldgica de la tension de oxigeno es un modo natural de preparar Lis
condiciones 6ptimas de cultivo de las bacterias anaerobias, puesto que crecen en presencia de
especics aerobias o tejidos que absorben oxigeno. Uno de los métodos mis corrientes empleados
en ¢l laboratorio es el cultivo en medio con trozos de carne, higado, bazo, cerebro o cualquier
otro tejido finamente dividido o agregando en medios liquidos sustancias reductoras tales como
thioglicolato o cisteina (15).

* Coniribucibn del Progr. :a de Estudios para greduodos en Ciencias Agrarias UN-ICA y el Departamento de Ciencias
Veterinarias. Adaptacidn y resumen de lo tesis de grado presentada por el autor principal a dicho programa, como requisito
parcial para optar al tltulo de Magister Scientiae.

** Respectivamente: M.V.2Z., Ph.D. Director del Programa Nacional de Microbiologfa. LIMV., M.V.Z,, Ph.D. Director del
Departamento de Ciencias Veterinarias. LIMV.
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acrobiosis que permuate a los mrcrobiblogos o

SWOT aer (3) deseriben un sistema de an !
Brewer v Algerer (3) ¢ ra posible con otros sistemas Se chminan los

teenicos ale hospitales wna operacion {a’ncnll (que no ¢ ¢
cthndros de gas, miaquinas de vacfo, vilvalas y mangueras . .

El wso nlc%uliculls plisticas como barreras de ox{geno sobre 13 5}’1":"““? d"t‘fg‘:’l" ‘-‘"lacaj.as (lk
petrn, en conjunto con thioplicolato y agentes sclcclgns {Igl)lcrcnuak& permmie el aistamiento
wimanio y cnumeracion de Clostridium y otros anacrobios (1.2
l Ltliruic;): de cultivar mds de un organ)lsmo en el mismo medio y al mismo ltc.mpu s¢ l;sé para
varias especies  chferentes de bacterias ancluyendo  las especies de Clostridium  chauvoei,
Clostridium septicum y Clostriduon novy't ) L.

Desde lucg,o las t)rc.s espeLIes cslu{mn relactonadas y tenfan caracteristicas similares de
crecimiento  Para obtener este crecimtento fue necesario un medio que lenia compoqcntcs
nutricionales comunes que pudieran soportar el metabolismo 'dc cada uno de los tres organismos
cn el mismo tiempo, dicho medto es aplicable para la preparacion de bactermas polivalentes (9).

La wdentificacion por especies se hace por ¢l estudio de la morfologfa de la coloma, tamaiio,
torma y localizacton de las esporas, accién proteolitica sobre ¢l suero o gelatma, l'crmcnt?crén de
los azucares neutralizacion de la toxina por la antitoxma especifica y los ar}tlcucrpos
fluorescentes y otras reacciones seroldgicas No son mfrecuentes las reacciones utlplc.:ls con
respecto a la formactdn de hidrégeno sulfurado y aun cen la fermentacibn de ciertos azGcares,
algunas de estas reacciones son wmherentes a la cepa, pero otras estdn condicionadas por el medio
(-

Las prucbas mas aceptables para la tipificacion son las Bioqu{nucas, Neutralizacién de toxma y
Anticucrpos Fluorescentes (5) Todos los cultivos de Clostridium se cxaminan rutm'anamente
para produccion de toxinas Aunque las condiciones para la elaboracién de toxinas varian con las
espectes individuales, pueden ser detectadas en cultivos de carne dextrosa incubados en 18_ horas a
35 grados centigrados Algunos como el Clostridium hemolyticum, Clostridium perfringens y
Clostriduan listolyticum son mas toxigénicos en cultivos jovenes y otros como el Clostridium
botulinum, Clostridium tetam y Clostridium novy: presentan el maximo de su toxicidad después
de varnios d1as de incubacién (5)

En la actuahidad se reconocen seis tipos de Clostriduun perfringens, cstos tipos (A-B-C-D -
E - F) estdn basados en la produccidn de una o mds toxinas (8)

Nishida y Nakagawara (12) investigaron las condiciones de cultivo para la produccién de toxina
por Clostridiun novyi y determinaron los constituyentes 6ptimos de un medro adecuado.

St el fluido del cultivo es toxico para ratones, se procede a la identificacién de la cepa por
prueba dc seroneutralizacion, que se realiza en ratones por via venosa o mtraperitoneal o en
curies por via mtradérmica (5)

El uso dc antisuero monoespecifico conjugado para la prueba de anticuerpos fluorescentes
permute la rdpida identificacion de Clostridium, en ldminas preparadas, bien de cultivos puros o
de especimenes biologicos enviados para aislamiento e identificactéon de las especies de
Clostridium La especificidad es tal, que se puede hacer una diferenctacidén entre especies
estrechamente relacionadas como por ejemplo Clostridium septicum y Clostnidwm chauvoer. En
este tltimo caso s1 un antisuero es comjugado con rhodamina y el otro con fluorescencia, uno

puede distinguir ambas especies cuando ellas son colocadas en un cultivo mezclado en la misma
lammna (1)

3. MATERIALES Y METODOS

31 ORGANISMOS

Se trabajaron cepas originarias de varas espectes antmales y de vanas fuentes de ongen que
habian sido diagnosticadas como pertenecientes al género Clostridium, llegadas al laboratorio de
bacteriologia diagnéstica del LIMV (Bogota), de la Facultad de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional de Colombia (Bogota) y de algunos Centros de Diagnostico del pafs

32 MEDIOS DE CULTIVO

Las cepas se someticron a cultivos primarios para su punficacién en medios liquidos tales
como caldo de carne (Difco), Thioghcolato de sodio (Difco), Medio Esporulacton descrito por
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Duncan y Strong (6) y Medio Cerebro de Ellender ef al.(7) Todos los tubos se incubaron a 37
grados centigrados por 24 horas Ademas, se usaron medios s6lidos tales como agar sangre y azida
de sodio y se incubaron en acrobiosis y anaerobrosis La pureza de los cultivos se controld
haciendo coloraciones de Gram Luego sc someticron a pruebas bloquimicas cn medios
diferenciales con base ¢n thioglicolato mds 0 5 por ciento dc azacares como glucosa, manitol,
lactosa, maltosa y sacarosa con tubos de fermentacidn, ademds, se usaron medios para produccion
de ndol, urea, hidrégeno sulfurado, reduccion de nitratos, leche tornasolada, suero loefler y agar
yema de huevo (5).

Los cultivos se incubaron ¢n anaerobiosss con la adicion de sustanctas reductoras en los medios
liqudos y en campafias anaerébicas los medios sdlidos En este caso se usaron generadores de
gases de ludrégeno y dioxido de carbono™

Los medios liquitdos con base en azlicares se calentaron en bafio marfa por diez minutos y se
dejaron enlnar para cultivarlos, se mncubaron a 37 prados centigrados, lo mismo que los medios
so6hidos (5)

Los medios solidos se observaron a las 48 horas de incubacion, lo mismo gue la accion sobre la
leche tornasolada. En el agar yema de huevo se observo la producciéon de lecitinasa, la accién
proteolitica dc esta enzima y la reaccton de catalasa (35)

La lectura de los medios azucares se hizo de los cimco a swte dfas de incubacidn para la
produccidén de dcido y gas Este ultimo se obscrvé por el desplazamiento del medio liquido en los
tubos de fermentacién Para la produccion de acido de sodio, O 1 normal mds 70 mL de agua
destilada. Una reaccién positiva a la produccion de acido en dicho aztcar se observo cuando el
medio vird a un color amanllo y una reaccién negativa cuando el medio quedaba de color rojo

(5).

3.3 PRUEBAS BIOLOGICAS

Para establecer la patogenicidad de las cepas se usaron curfes de 300 a 400 gramos de peso, ¢
infectados con 05 a un mL de una mezcla que contenfa partes iguales de un cultivo de medio
carne de 24 horas de incubacién y 10 por ciento de cloruro de calcio A los animales muertos se
les hizo necropsia y se les practicd examen directo por coloracién de Gram y por anticuerpos
fluorescentes. Se cultivaron muestras para el aslamiento de gérmenes anaerobros segun los
métodos ya descritos (5)

34 PRUEBAS PARA TOXINAS

Todos los cultivos se examinaron rutinariamente para produccion de toxinas asi s¢ usaron
cultivos de 24 a 48 horas de incubacidon a 37 grados centigrados en medios adecuados para
produccidon de toxinas (6, 7) Se centrifugo el medio de cultivo 2 20 000 g por 15 minutos. s¢
extrajo el sobrenadante con micropipetas y se deposttd en tubos de cnsayoc esteriles Por cada
sobrenadante se inocularon tres ratones albinos de 40 dias de edad y 15 a 20 gramos de peso con
0.3 mL de sobrenadante y las diluciones via venosa por la vena caudal,se observaron por 24 horas
después de la incubacion (5)

3 5. PRUEBA DE NEUTRALIZACION DE LA TOXINA

Cuando se demostrd que el fluido del cultivo era toxico, se procedio a la identificacion de fa
toxina por pruebas de seroneutrahizacion, mezclando 0 5 mL del sobrenadante del cultivo con 0 2
mL de caldo nutntivo y 01 mL de antisuero especifico tipo comercial, segun la tecnica del
laboratorio productor y antisuero preparado localmente Las mezclas de toxina y suero se dejaron
a temperatura ambente por 30 minutos y se mnocularon 0 3 mL vfa venosa en tres ratones Los
animales se obscrvaron durante 48 horas Cuando los sobrenadantes eran sospechosos de contener
toxina de Cloridmum perfringens tipo D, sc activaron por medio de la dilucion de suficiente
tnipsina (Difco 1 250) para obtener una solucton final del 0 25 por ciento (11)

La antitoxina del C sordellii s¢ preparo inmumizando dos concjos machos de tres Kilogramos
de peso por medio de una serie de inyeccioncs sepun una publicacion previa (14)

* Duwistdn de B:oQuest Canada BBL Gas Pak Anaerobic Systems
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: : *RPOS FLUORESCENTES.
B R DO = ] aron conjugados preparados en nuestro laboratorio en el

i calizar esta prueba se utiliz . )
o e i ¢ las cepas para la preparacion de cada conjugado se

transcurso de este trabajo. El origen d : :
identifican as{: Cloridium perfringens tipo D, cepa No. 4606, Clostridium sordelltt IRDP 136,

Clostridium septicum IRP 111, Clostridium !101‘)'1 IRP 79, Clostridium c:{auvow IRP 129. Estas
cepas fucron donadas por National Animal Diseases Laboratory, lotya. UiS‘ - .

El antigeno de cada especie de Clostridium para la mml_lmzau(m (,u conejos sc prepard de
acuerdo a la técnica modificada de Klotz citado por‘Mnnnquc (10). Por chu antfgeno de los
cinco gérmenes mencionados s¢ inmunizaron dos concjos con un peso aproximado de dos‘a trc's
kilogramos con inyccciones intravenosas y una seric creciente de antfgenos tal como lo reporta

‘amagishi e al. (19). ) )

\T:ff :mlti(sucro(s sg conjugaron con isotiocianato de fluoresceina a cxcepceiébn del Cloridium
chauvoei que s¢ conjugd con rhodamina, todos de acuerdo al método (.lc The y"FcItkamp (16) y
Tiie (17). Las liminas preparadas de cultivos o de tejidos se secaron al airc y sc fu_aron cn acetona
por 10 minutos. EI antisuero conjugado sc adiciond durante 30 minutos y sc¢ dejé actuar en una
atmoésfera himeda a temperatura ambiente. Las ldminas se lav:{ron por ‘dos. veces, 10 mn.mtos
cada lavado, se dejaron secar al aire y s¢ montaron en una solucibn de glicerina al 90 por ciento

de pH 9.0 y se examinaron cn ¢l microscopio de fluorescencia.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Para hacer mas sencillo ¢l anslisis de los resultados se clasificaron las muestras segan su origen
como se observa en la Tabla 1.

TABLA 1. Ctasificacibn de las muestras segun su origen,

Origen de las musstras NGmero de muestras

BOVINOS » « v « + 4 b s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s 45
Alimentos concentrados . . . . . . B T 28
AQUBS o i v 5 v & B @ 5w b ) w e s m e e w6 o & e e G @ E W W 8
AL o « 4 % % % & 5 € B 6 § % £ E K U §EE L EE P OE wE B s 6
EQUINOS &= & & o 5l o & & S8 & B 8 & & 5 @ % & © & & 5 %0 8 & @ & e 4
QuEleS « o o o s 5 & 5 8 % & s e & 8 4 s m s B 8 s e e e s e e v 4
OVINGS s v 5 v o 0 @ 16 § B @ 6 B 4 @ W M % WM 8 @ @ @ mww eow oy 2
Caninos .« & . . &t bt v e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 2
POCINGS %1 5 o0 & & o 6 I8 e Bi b o @ /6 o 918 il 6 B @& 5 B IR i o & B @ e @ B 1
TOTAL 100

Las muestras se purificaron en agar sangre y dcido de sodio en anaerobiosis y por pases en
curfes en los que se establecio patogenicidad, algunas cepas no fueron patogénicas probablemente
por mala conservacion.

D¢ 60 cepas sometidas a prucbas bioquimicas sélo se tipificaron 16 que corresponden a un
26.6 por cicnto y entre este niimero se encontraron scis C. perfringens, cuatro C. chauvoci, dos C.
septicum, dos C.novyi, un C. histolyticum, y un C. tertium. El nimcero de especies clasificadas
por este nitmero fue muy baja debido a que los resultados cuando se usa este sistema son
trregulares y deben ser repetidos dos 6 tres veces (18, 9); en esté ‘trabajo sélo se hizo una sola
prucba a cada cepa.

En cuanto a las pruebas para toxinas a todos los 100 cullivos se les probd su poder toxico
rutinariamente. sdlo fueron toxigénicas 15 cepas, matando los ratones en menos de 24 horas
cuando se utilizo ¢l sobrenadante de cada cultivo concentrado. Este resultado tan bajo se puede
explicar porque la mayorfa de Jas cepas usadas eran viejas y ademds se obtuvieron después de
mala conservacion perdiendo en esta forma su poder toxico.
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Varios investigadores entre ellos Dowell y Hawkins (5), Duncan y Strong (6) y Manrique (10)
demostraron la necesidad de ennquecimiento en algunos constituyentes en el medio de cultivo de
cada tipo o especie de Clostridium para producir su ma%imo de toxicidad después de su periodo
de incubaciOn. Este factor no se tuvo en cuenta en este trabajo por la dificultad de preparar un
medio apropiado para cada cepa ya que éstas eran desconocidas por ser provententes de material
de campo.

Las 15 cepas se sometieran a su identificacién por pruebas de seroneutralizacién con steros
comerciales y uno preparado localmente como fue el de C.sordellu. Esta antitoxina fue la tnica
preparacion que neutralizé la actividad toxica del sobrenadante homologo y se prepard porque no
existe en el comercio.

Por pruebas de Neutralizaci6n de la toxina se pudo detectar tres especies de Clostridium as{
seis Clostridium sordellii, cinco Clostridium perfringens tipo Dy cuatro Clostridian novyt tipo B
El haliazgo de estas tres especies corrobora el hecho de que éstas son las que producen ¢l miximo
de toxicidad en el medio de Esporulacién de Duncan y Strong (6)

En lfneas generales los resultados obtenidos por la prueba de neutraltzacién de la toxina fueron
aceptables y similares a los obtenidos por antertores investigadores (S, 6, 10, 12)

La mayoria de estos gérmenes fueron identificados a partir de alimentos concentrados y cn
mayor escala el Clostridium sordelln y el Clostndum perfriigens tipo D Sin embargo, el
Clostridium novyi se encontré en mayor cantidad en muestras de bovinos

En lo que respecta a la prueba de anticuerpos fluorescentes dié muy buenos resultados Se
mostré una fluorescencia especffica con los comugados de C perfringens tipo D, C sordeliny C
septicum, no asf los de C chauvoer y C novyt, que ademis de dar fluorescencia mespecifica
dieron reacciones cruzadas entre ellos dos, porque hubo necesidad de repetir la preparacién de
dichos conjugados desde la inmunizacion de los conejos

El coniugado de C novy: se prepard por tres veces consecutivas y en minguno de los casos did
resultados satisfactorios, por lo que hubo necesidad de utilizar un conjugado tipo comercial

El conjugado de C. sordelltr presenté reaccién cruzada con las cepas de C novyt pero con muy
escasa fluorescencia, en cambio con las cepas homoéloeas dib brillante fluorescencia

Batty y Walker (2) y Choman (4) han reportado la dificultad en [a preparacidn del comugado
de C. novyi, vartiendo de la exigencia de este germen para su crecimiento en medio de cultivos
para anaerobios y ademds han reportado las reacciones cruzadas que presenta con C sordelin, este
ultimo fenémeno también fue encontrado por Mannque (10) Las causas precisas por las cuales
hay dificultad para la preparacion de este conjtizado no han sido aclaradas hasta el presente

Los resultados obtentdos en las cien muestras enfrentadas a cada uno de los cinco conugados
se aprecian discniminadas nor especies y fuentes de aislamiento en 1a Tabla 2 se observa que el
total de cepas clasificadas por anticucrpos fluorescentes, fue de 82 que corresponde a un 82 por
ciento cifra digna de tener en cuenta ya que solo se usaron cinco conmugados para el diagnostico
de las cien muestras Puede observarse ademas, que el mayor numero de Clostriduan clasificados
correspondi1d al C chauvoer en un total de 34 y dentro de este numero el mayor porcentaje
correspondid a muestras provensentes de bovinos, le sigtd ¢l C septicum y C noyyt en orden de
aislamiento

TABLA 2 Total de especies del género Clostridium identficados por pruebas de Anticuerpos Fluorescentes discriminados
por especies de animales y fuentes de aislamiento

Alimantos

Bovinos concentrados Agus Aviar  Equinos Caeninos Porcinos Curfes  Ovinos Total
B C chauvoei 23 3 4 1 1 0 1 1 0 34 B
C. septicum 9 [ 1 1 0 1 0 1 0 19
C. novyi 9 5 1 3 o o] 0 0 0 18
C. sordellii 1 3 0 1 ¢] o] 0 1 0 6
C. perfringens D 0 3 1 0 0 o} 0 1 4] 5
Total 42 20 7 6 1 1 1 4 o 0 82 )
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chauroei fue marcado con thodamina y el C septicum con
mbos conjugados en un frotis en una lamina, los C. chauvoei
e color verde briflante, Este sistena dié buenos

Como ol antisuero de C
fluorescencia, cuando se aplicaron a :
., ¥ . .- J : i f* (l

se observaron de color narania y log C septicum ¢ arla . .
restlftados fanto en frotis de tejidos de curfes gque habfan sido inoculados con la muuestra

sospechasa de contener no o ambos pérmencs de ¢stos, como 'T‘"_ f.m‘.lS, dc‘cult‘ng& avoel y C. -

De fos resuttados obtenidos en este trabajo os [!F)Sll)ll.' l|l§Lrll-Tl?§15lr c{fur‘t C. (‘ 'a;’-”t)-c"dy .
septicum con los antisueros marcados no solo de frotis te cultivos 5“3(‘) ((: sx‘ccxm?}lslz.f.l L_]I osy
frotis de lesiones patoldgicas. Por la téenica de anticuerpos ﬂll()l"CS.L‘L ntes L.Sl p()!hl Jft ‘1:1(?1- una
identificacion precisa de ciertas csnc;ics de Clostriditum. Este también ha sklo demostrado por
Batty v Walker (2), Brewer y Algeier (3). ) .

llll}n cepils ql(nu)rcsultumn positivas a €. noryi y C. sordcllii por {a I?Irut'l()a flc a(;ltlc_ucrpos
fluorescentes, se les hizo pruebas de seroncutralizacion para corroborar ¢l diarndstico, debido a la
reaceion eruzada que presentan estos dos conjugados y evitando asi un resultado falso.

5. CONCLUSIONES

Los resultados en este trabajo por prucbas bioquimicas no fueron'muy halagadores debido al
aimero tan bajo de especies de Clostriditm en que se logré tipificacion; ademds, los hallazgos por
este método no concordaron siempre con los obtenidos por otros {r)étqclqs. .

La prueba de neutralizacion de la toxina es muy Gtil para un diagnostico scguro de especies de
Clostridium usando las antitoxinas apropiadas, ademds en este trabajo dio buenos resultados para
aclarar los diagnosticos hechos por anticuerpos fuorescentes de los C novyi, C. sordellii y C.
perfringens tipo Dy fue asi como se identificod por primera vez en Colombia ¢l C. sordc{lil.

Con 'los resultados obtenidos c¢n cste trabajo sobre la aplicacién de los anticuerpos
fluorescentes marcados para la clasificacion de cepas de Clostridium, se concluye que su empleo
de rutina para identificar especies de Clostridium a partir de impresiones hechas en laminas de
tejidos sospechosos o de cultivos, es altamente satisfactorio.

) 6. RESUMEN

El objetivo de cste trabajo fue ¢l de identificar cepas provenientes de material patol6égico como
pertenecicnte al género Clostridium y clasificarlas dentro de las distintas especies conocidas por
prucbas bioquiniicas, prucbas de anticuerpos fluorescentes y pruecbas de neutralizacién de la
toxina y demostrar ¢l mejor método de clasificacion.

Se trabajaron cien muestras y de ¢stas se les hizo pruebas bioquimicas a 60 cepas tipificindose
solamente 16 en las que se encontraron: C. perfringens, C. chauvoei, C, septicum,«C. novyi, C.
histolyticum y C. fertium. D¢ éstos cl que se encontré en mayor ntmero fue el C. perfringens
pero sin tleear a especificar de qué tipo. ‘

A todos los cultivos sc les hizo prucbas de toxicidad en ratones y solo 1§ cepas resultaron
loxigénicas. De estas 15 cepas de seroneutratizacion se identificaron tres especies de Clostridium
asi: C sordellii, C. perfringens tipo D y C. novyi.

Por pruebas de anticuerpos fluorescentes se identificaron 82 cepas de Clostriditun entre ellas
las especies de G septicum, C. chauvoei, C. perfringens tipo D, C sordellii y C. novyi,
encontrindose en mayor escala el ¢ chauvoei. Estas prucbas fueron realizadas con conjugados
preparados locaimente y comergciales. . '

El uso de antisucros conjugados monovespecificos permitio la rdpida identificacion de especies
de Clostridiwm de laminas preparadas de cultivos o de tejidos derivados de curies inoculados con
tales cultivos. -

Se reporta por primera vez en Colombia el aistamientd del 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 gencra to classify them into the different known species by using biochemical test,
Fluorescent antibody technique and toxin neutralization test, and to determinc the best method
for classification.

Out of oen hundred samples selected, sixty were studies by biochemical tests, of these samples
only sixteen were tipyficable: C. perfringens, C. chauvoei, C. septicum, C. novyi, C. histolyticum
and C. tertium, C. perfringens was the most frequently found, however no further classification
was obtained.

Only fifteen isolates were toxic to mice. Using neutralization test these toxigenic strains were
classified as C. sordellii, C. perfringens type D and C. novyi.

Eighty two isolates of clostridium were identified when the Fluorescent Antibody technique
was used: C. septicum, C. chauvoei, C. perfringens types D and C. sordellii, and C. novyi, among
them, C. chauvoei was the most frequently found.

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

The use of monospecific fluorescent antisera allowed us the rapid identification of the
different species 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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