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RESUMEN

En la ciudad de Iquitos (ubicada en la Amazoniag®s), la sangre de ovejay caballo,
uno de los suplementos recomendados para los mediasitivo de campylobacters
termotolerantes, no son tan disponibles como lgreatle cerdo y vaca. Por ello, se
estudio la capacidad de crecimiento de 60 cep &adpylobacter termotolerantes (37
C. jguni y 23C. coli), usando sangre de vacay cerdo como potencidissigtos de la
sangre de oveja o caballo. Estas cepas fueronlasslde vacas, cerdos, pollos y patos
(15 cepas de cada tipo de animal).

Recuentos viables fueron realizados empleando dlodoéde Miles y Misra,
modificado. Las cepas d&ampylobacter mostraron mayor crecimiento en presencia de
sangre de cerdo u oveja que con sangre de vacdo jgae se sugiere el uso de sangre
de cerdo como un suplemento de los medios de oydawaCampylobacter, cuando no
existe disponibilidad de sangre de oveja o caballo.
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ABSTRACT

Pig and cow blood as substitutes for sheep or horse blood in thermotolerant
Campylobacters culture media

In Iquitos city (in the Peruvian amazon region)eeah and horse blood, one of the
recommended supplements for thermotolerant campyglels culture media, are not
readily available, whereas pig and cow blood ateer&fore, the growth capacity of 60
thermotolerantCampylobacter strains (37C. jejuni and 23C. coli) using cow and pig
blood as potential substitutes for sheep or hoismlh was studied. These strains were
isolated from cows, pigs, chickens and ducks (i&irst of each type of animal).

Viable counts were done using a modified Miles &hidra method.Campylobacter
strains showed better growth in presence of pgheep blood than with cow blood; so,
we suggest the use of pig blood as a supplemettietGampylobacter culture media,
when there is no availability of sheep or hors@blo
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INTRODUCCION

Las clasicas bacterias termotolerantes del gébampylobacter (Campylobacter jguni

y Campylobacter coli), son bacterias zoonéticas frecuentemente asacizola diarrea
en humanos, tanto en paises en desarrollo comeessrrdllados. Muchas especies
animales portan estos agentes en su tracto irekgtias vacas, cerdos y aves de corral
son los reservorios mas importantes (Skirrow & &ad4992; Tresierra-Ayala et al.,
1995; Fernandez & Pis6n, 1996).

Estas bacterias son organismos microaerofilos athbigy crecen éptimamente en una
atmosfera conteniendo 5% de oxigeno (Stern and Ka289). George et al. (1978)
reportaron que la aerotolerancia de muchas cep@ardpylobacter fue incrementada
cuando el medio de cultivo fue suplementado com?233® de sulfato ferroso,
metabisulfito de sodio y piruvato de sodio (supletaeFBP), sugiriendo que la
incorporaciéon de este suplemento en el medio, m@eorel crecimiento de los
organismos Yy, consecuentemente, su recuperaciéarta pe muestras podria ser
mejorada. Por otro lado, Hoffman et al. (1979) sa@n que este suplemento podria
actuar como un secuestrador de oxigeno o un neattat de productos del oxigeno
(peroxidos y superéxidos), los cuales podrian paindun efecto toxico en estos
organismos. Ademas, Stern y Kazmi (1984) reportaum los suplementos de sulfato
ferroso, piruvato de sodio, carbdon y sangre prewviela acumulacién de derivados
toxicos del oxigeno y permiten el crecimiento de éwganismos debido a que estas
sustancias actuan como agentes detoxificantesllppla mayoria de medios de cultivo

paraCampylobacter emplean sangre de algunos mamiferos.

Una variedad de sangre de animales y sangre husoanailizadas para la preparacion
de algunos medios de cultivo microbiolégicos, e@hmente para enriquecer y estudiar
algunas caracteristicas tales como la hemolisis.
En muchos laboratorios clinicos de Norteaméricasalagre de oveja desfibrinada es
considerada como el suplemento sanguineo masngéican el andlisis rutinario y la
sangre de caballo, que es ampliamente empleadao®npaises europeos, es
recomendada como la segunda eleccion (Veray RPa@80).
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En la ciudad de Iquitos (ubicada en la region demMazonia peruana, latitud sur 3°45’),
las ovejas y caballos no son disponibles, probasieendebido a las practicas locales de
crianza de los animales, de modo que los labocstade microbiologia clinica no

pueden emplear este suplemento para preparar rebamggre. Por esta razon, en el
presente trabajo se pretende estudiar la capadidactecimiento de campylobacters
termotolerantes empleando sangre de vaca o de eerdeemplazo de la sangre de

oveja o caballo.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras fueron obtenidas mediante hisopadeatio rectal a partir de animales
domeésticos sanos (pollos, patos, vacas y cerdosdegentes de diferentes zonas peri-
urbanas de la ciudad de Iquitos. Todas las mueiteasn inmediatamente colocadas en
un medio de transportey enriquecimiento propupstoFernandez (1992), consistente
en: caldoBrucella 2,8%; agar-agar 0,15 g%; sulfato ferroso 0,05%talvisulfito de
sodio 0,05 g%, piruvato de sodio 0,05%; trimetoptif@ mg%, rifampicina 1,5 mg%;
colistin 1000 Ul%, amfotericina B 1,0 mg% y sandee caballo desfibrinada 3 ml%.
Luego, las muestras fueron sembradas en placegad&kirrow modificado (Fernandez
1983), consistente en: agdrucdla 4,3 g%,; sulfato ferroso 0,05 g%, metabisulfito de
sodio 0,05 g%; piruvato de sodio 0,05 g%, vancorait,0 mg%; trimetoprim 0,5 mg%;
polimixina B 250 Ul%; cefalotina 1,0 mg%; amfotara B 0,1 mg% y sangre
desfibrinada de caballo 5 ml%. Las places fuerenbadas a 42°C durante 48 h, en una
atmosfera de 5% £D10% CQy 85% N. Las células de las colonias sospechosas fueron
identificadas morfologicamente (mediante la tincida Gram) y la caracterizacion
bioguimica de los aislados fue realizada emplegndebas diferenciales propuestas por
Lior (1984) y Goossens & Butzler (1992). pruebadadcatalasa y oxidasa, condiciones
de crecimiento, susceptibilidad al acido nalidixi@®Dug), hidrolisis del hipurato. Se

aislaron sesenta cepas de campylobacters ternaittder(37C. jguni y 23C. coli).

Empleando el método de Miles y Misra modificadoeSierra-Ayala et al., 1999), se
realizaron recuentos viable, para lo cual, suspees bacterianas de cada cepa fueron
preparadas en agua destilada (3 % UFC/ml); luego, se prepararon diluciones
decimales de cada suspension, en agua pepton&@dialy, 20 ul de cada dilucién
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fueron sembrados, por quintuplicado, en placesgde sangre de oveja, agar sangre de
vaca y agar sangre de cerdo. Luego de 36 h deaniédy a 42°C durante 36 h y bajo
condiciones de microaerofilia, se hicieron recusntiables de cada cepa. Los resultados
fueron comparados mediante andlisis de varianzaO¥4\), proporcionado por el

programa SPSS.

RESULTADOS

Las especies termotolerantes del gé@ampylobacter estudiadas mostraron capacidad
de crecimiento en medios de cultivo suplementadwos sangre de vaca y sangre de
cerdo, tal como se muestra en las Tablas 1 y Zmlmargo, el andlisis de los resultados
mostré que el crecimiento en el medio de cultive gontenia sangre de cerdo fue
mayor que el crecimiento en el medio de cultivo sangre de vaca, esta diferencia fue
estadisticamente significativa {@,05); sin embargo, el crecimiento en el medio de
cultivo que contenia sangre de cerdo fue similar@timiento en el medio de cultivo

con sangre de oveja , puesto que la diferencidesxis no fue significativa (p>0,05).

Esta tendencia fue similar, independientementeadespecie bacteriana estudiada y la

procedencia de las cepas.

DISCUSION

El cultivo de campylobacters ha sido considerada actividad algo dificultosa de
desarrollar, especialmente si se toma en considerdas condiciones atmosféricas
requeridas para su cultivo asi como sus respectiggaerimientos nutricionales

(Goossens & Butzler, 1992), por ello, la sangre cmomponente de los medios de
cultivo para estas bacterias, suple ambas funciones

Los resultados obtenidos en el presente trabajbegan a pensar que las cepas de
Campylobacter muestran un mayor crecimiento en presencia dersathe cerdo u
oveja que con sangre de vaca. Por ello, nos perastsugerir el uso de la sangre de
cerdo como suplemento de los medios de cultivo Ganaylobacter, cuando no existe
disponibilidad de sangre de oveja o de caballoa Egireciacion coincide con lo

manifestado por Anand et al. (2000), quienes egroesque en muchos paises en vias
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de desarrollo, los cerdos y las cabras o ambosnmsmndisponibles que las ovejas o

caballos y constituyen una fuente alternativa deysapara la preparacion de algunos
medios bacterioldgicos.

En 1984, Bolton et al. sugrieron que la sangre @auplemento de los medios de
cultivo bacteriano, previene la acumulacion dewdglos téxicos del oxigeno (peréxidos
y superdxidos), ya que actua como agente quelandetaxificante y posibilita el

crecimiento de los organismos.

Se ha determinado que los eritrocitos poseen agenaimas como la superéxido
dismutasa y la catalasa (Chauhan et al., 1982)n@égcon mayor actividad enzimatica
gue otros, de modo que este hecho podria inflliresia capacidad detoxificante de la
sangre. Probablemente, los eritrocitos de la sadgreaca pueden tener actividades
enzimaticas mas bajas que los eritrocitos de lgreatle cerdo u oveja, posibilitando
una disminucién en la aerotolerancia de estos oligemismos; por ello, la capacidad
de crecimiento de las cepas@mampylobacter fue menor en presencia de sangre de vaca

gue en la de los otros mamiferos estudiados.

Finalmente, sostenemos que la sangre de cerdoaeslt@nnativa mas adecuada para
reemplazar a la sangre de oveja en los medios #wocypara campylobacters,

especilamente en aquellos lugares donde la sangreviho o equino no son
disponibles.
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Tabla N° 1. Capacidad de crecimiento de cepas de Campylobacter aisladas de mamiferos

domeésticos, segln el tipo de sangre empleada en el medio de cultivo.

Table N2 1. Growth capacity of Campylobacter strains isolated from domestic mammals,

according to blood type used in the culture medium.

UFC/ml
Cepa Origen
Sangre de oveja Sangre de vaca Sangre de cerdo
C. jejuni 1 Vaca 3,0x10° 4,3x10° 2,5x10°
C.jejuni 2 Vaca 6,5x 10° 4,5x10° 4,5x10°
C.jejuni 3 Vaca 4,0x10 4,5x10° 4,0x10
C. jejuni 4 Vaca 4,3 x10° 7,5x10° 3,3x10°
C. jejuni s Cerdo 1,8x10° 8,5x 10° 4,2 x10°
C. jejuni 6 Vaca 3,6 x 10° 4,5x10° 6,6 x 10°
C. jejuni 7 Vaca 4,5x10° 4,5x10° 3,3x10°
C. jejuni 8 Cerdo 3,6 x10° 1,2 x 10° 2,7 x10°
C. jejuni 9 Vaca 8,5x 10° 1,6 x10° 5,9 x 10°
C. jejuni 10 Cerdo 6,7 x 10° 1,2x10° 6,4 x 10°
C. jejuni 11 Cerdo 2,8x10° 4,5x10° 1,6 x 10°
C. jejuni 12 Vaca 4,8 x10° 4,5x10° 3,8x10°
C. jejuni 13 Cerdo 6,7 x 10° 4,5x10° 5,7 x 10°
C. jejuni 14 Cerdo 5,1x10° 1,7x10° 3,6 x 10°
C. jejuni 15 Vaca 4,5x 10° 1,2x10° 4,0x10°
C.jejuni 16 Vaca 4,3x10° 1,5x 10° 4,2 x10°
C. jejuni 17 Vaca 1,2x10° 3,5x10° 2,4x10°
C. jejuni 18 Cerdo 3,6 x 10° 4,5x10° 2,6 x10°
C. jejuni 19 Vaca 4,5x 10° 5,0x 10° 3,3x10°
C. jejuni 20 Cerdo 3,0x10° 1,2 x 10° 2,7 x10°
C. jejuni 21 Cerdo 6,5 x 10° 1,6 x10° 5,7 x 10°
C.colil Cerdo 5,7 x 10° 1,6 x 10° 3,6 x 10°
C.coli2 Vaca 5,6 x 10° 4,5x10° 5,5 x 10°
C.coli 3 Cerdo 5,8x10° 4,5x10° 3,4x10°
C.coli 4 Cerdo 4,2 x10° 4,5x10° 3,6 x 10°
C.coli5 Vaca 1,7 x10° 2,3x10’ 4,2x10°
C.coli 6 Cerdo 7,5 x 10 4,6x10° 4,6x10
C.coli7 Vaca 4,3x10° 4,5x10° 5,7x10°
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C.coli 8 Cerdo 6,7 x 10° 4,5x10° 5,9x10°
C.coli9 Cerdo 5,1x10° 1,7x10° 4,8x10°




Tabla N° 2. Capacidad de crecimiento de cepas de Campylobacter aisladas de mamiferos
domeésticos, segln el tipo de sangre empleadaen el medio de cultivo.

Table N2 2. Growth capacity of Campylobacter strains isolated from domestic birds, according
to blood type used in the culture medium.

N° UFC/ml
Cepa Origen
Sangre de oveja Sangre de vaca Sangre de cerdo
C. jejuni 22 Pollo 3,6 x10° 2,1x10° 2,6 x10°
C. jejuni 23 Pollo 1,4x10° 5,3x10° 4,7 x10®
C.jejuni 24 Pollo 2,0x10’ 5,2x10° 4,6x10’
C. jejuni 25 Pollo 2,3x10° 7,1x10° 3,2x10°8
C. jejuni 26 Pato 3,8x10° 4,5x10° 4,4x10°
C. jejuni 27 Pollo 3,6 x 10 5,1x10° 6,6 x 10’
C. jejuni 28 Pollo 4,2 x10° 5,3x10° 3,8x10%
C. jejuni 29 Pato 3,4x10° 1,1x10° 2,7x108
C. jejuni 30 Pollo 3,5x10° 1,3x10° 4,9x10°
C. jejuni 31 Pollo 2,7x10° 1,2x10° 6,4 x 10°
C. jejuni 32 Pollo 2,8x 10 5,2x10° 2,6 x 10®
C. jejuni 33 Pollo 4,2x10° 5,5x10° 3,8x10°8
C. jejuni 34 Pato 2,3x10° 1,2x10° 4,7 x10®
C. jejuni 35 Pato 3,6 x 10 5,2x10° 6,6 x 10’
C. jejuni 36 Pato 3,4x 10 5,3x10° 3,8x10%
C. jejuni 37 Pato 4,2x10° 5,1x10° 4,7 x10%
C. coli 10 Pollo 3,7x10° 5,2 x10° 5,5x 108
C.coli11 Pollo 3,1x10° 1,7 x10° 4,8x10°
C.coli12 Pato 1,7x10° 5,2x10° 3,6 x10®
C.coli13 Pato 5,9x10° 5,3x10° 5,7x10’
C.coli 14 Pollo 5,8x10° 5,8x10° 3,4x10°
C.coli 15 Pollo 4,2 x10° 6,0 x 10° 3,8x10°
C.coli 16 Pato 1,7x10° 2,3x10’ 3,2x10%
C. coli 17 Pollo 7,8x10 5,6 x10° 4,6x10’
C.coli 18 Pato 3,4x10° 1,3x10° 2,6 x10°
C. coli 19 Pato 3,8x10° 1,3x10° 4,9x10°
C. coli 20 Pato 3,1x10° 6,7 x 10° 4,8x10°
C.coli21 Pato 3,4x 10 1,7x10° 2,6 x 10®
C.coli22 Pato 3,8x10° 1,2 x 10° 3,8x10°
C. coli 23 Pato 3,6 x10° 1,1x10° 3,4x10°
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