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Rendimiento diagnóstico del agar sangre con filtro versus agar karmali para el 
diagnóstico de Campylobacter en coprocultivo
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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el rendimiento diagnóstico del agar sangre con filtro (ASF) en comparación con el agar Karmali (AK) para 
el diagnóstico de Campylobacter spp en coprocultivo. 
Material y métodos: Se realizó una investigación de tipo experimental prospectiva de corte transversal en el Hospital 
Nacional Docente Madre-Niño “San Bartolomé” se evaluaron muestra de heces con examen coprológico funcional reactivo 
para inflamación. Las muestras fueron sembradas en ASF y en AK e incubadas hasta 72 horas en microaerofilia. La 
diferenciación de especies se realizó con la hidrolisis de hipurato. 
Resultados: Se recolectaron un total de 287 muestra positivas. El aislamiento de Campylobacter en ASF y AK fue de 78,3% y 
21,7%, respectivamente. La sensibilidad fue de 90,9% para ASF. El tiempo de crecimiento promedio fue de 32,7 ± 11 horas 
(p<0,59) y la contaminación de medios de cultivo de pacientes positivos fue de 61,7% para AK. Se aislaron un 74,8% de 
especies de Campylobacter no jejuni. 
Conclusiones: el Agar Sangre con filtro presenta un mayor rendimiento diagnóstico que Agar Karmali para el aislamiento de 
Campylobacter, en un tiempo relativamente menor y demostrando ser más costo-efectivo que el medio de asilamiento 
selectivo. Además, se aisló principalmente Campylobacter no jejuni en neonatos e infantes, donde acontecen la mayoría 
de infecciones.
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Diagnosis yield of blood agar with filter against karmali agar for isolation of 
Campylobacter in stool culture

ABSTRACT

Objective: To evaluate the diagnostic yield of blood agar with filter (BAF) compared to Karmali agar (KA) for the isolation of 
Campylobacter spp in stool culture. 
Material and methods: A prospective cross section experimental investigation was performed at "San Bartolome" Mother-
Child Teaching National Hospital. Stool samples were evaluated with a reactive functional stool test for inflammation. 
Samples were inoculated in BAF and KA and incubated for up to 72 hours in microaerophilic conditions. Sample 
differentiation was performed by the Hippurate hydrolysis test. 
Results: A total of 287 positive samples were collected. The isolation of Campylobacter in BAF and KA were of the order of 
78.3% and 21.7%, respectively. The sensitivity was 90.9% for BAF. The average growth time was 32.7 ± 11 hours (p <0.59) and 
the contamination of culture media from positive patients was of the order of 61.7% for KA. 74.8% of the isolated species 
were Campylobacter non- jejuni. 
Conclusions: BAF has a higher diagnostic yield than KA for the isolation of Campylobacter in a relatively shorter time 
providing to be more cost-effective than selective isolation. In addition, Campylobacter non-jejuni was mainly isolated in 
neonates and infants, where most infections occur. 
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INTRODUCCIÓN

La enfermedad diarrea aguda (EDAs o ADD en inglés) 
es una de las cuatro principales causas de mortalidad 
infantil y una de las tres que tienen relación con el 

(1)cambio climático . Durante el 2015 1,2 millones de 
muertes fueron por enfermedades diarreicas o 
trastornos afines aproximadamente, 80% de estas en 

(2)infantes durante los primeros 2 años de vida . 
Representan el 15% de todas las muertes en niños 
menores de 5 años en países con bajo grado de 
desarrollo donde están relacionados hasta en un 88% 
con deficiencias en el abastecimiento de agua, 
saneamiento  inadecuado  y  ma la  h ig iene     

 (3,4)comunitaria .

Esta afección ocasiona alteraciones en el desarrollo 
humano en tres  aspectos fundamentales: 
limitaciones en el crecimiento orgánico, disminución 
del capital intelectual e incremento de los Años Vida 
Saludablemente Perdidos (AVISA o DALY en inglés).

Una de las principales causas de ADD son las 
infecciones por Campylobacter. Esta bacteria 
capnófila es causante del alto porcentaje de 
gastroenteritis en el mundo entero, en todos los 
grupos de edad y con mayor incidencia en niños 
menores de cinco años, coincidiendo en prevalencia 

  (5, 6)con Salmonella y Shigella .

El riesgo atribuible de transmisión a humanos es de 
41%, la infección está implicada con el consumo de 
aves de corral, principalmente pollos, en un 80%, 
aunque no exclusivamente. El 20% restante se asocia 
al medio ambiente, inmunidad y factores 

 (7, 8)socioeconómicos . El 2010 la tasa de incidencia 
global fue de 13.6 casos por cada 100,000 habitantes 

(9)en los Estados Unidos de América .

La presentación cínica es variable, desde diarrea 
acuosa hasta disentería. También se han observado, 
con diverso grado de frecuencia, complicaciones 
como bacteriemia, hepatitis, abortos y pancreatitis. 

Entre las principales complicaciones postinfección 
figuran la artritis reactiva y trastornos neurológicos 

  (10,11)como el síndrome de Guillain-Barré .

Los primeros aislamientos de Campylobacter fueron 
de hemocultivos, medio nutricio l ibre de 
competencia bacteriana, lo que hacía viable su 
aislamiento. Completamente distinto a los 
aislamientos en coprocultivo, donde las bacterias que 
compiten en crecimiento con Campylobacter y los 

múltiples requerimientos para su aislamiento son 
problemas usualmente comunes. Con el fin de evitar 
crecimientos de coliformes contaminantes primero 
Dekeyser, luego Skirrow, idearon filtrar las muestras 
de heces diarreicas a través de membranas de filtros 
con porosidad de 0,5 µm, lo cual permitía retener a la 
mayoría de bacterias presente en las muestras 
pasando solo bacterias muy delgadas como 

(12)Campylobacter . Sin embargo, la falta de esterilidad 
al momento de utilizar y remover el filtro de 
membrana ocasionaron contaminación micótica y 
bacteriana. Por el contrario, los medios formulados 
en base a antibióticos, usados inicialmente por 
Bützler mejoraron el aislamiento de Campylobacter 

 (13)al inhibir el crecimiento de otros agentes . El 
desarrollo posterior del Agar Bützler, una 
combinación de agar sangre con base de medio 
Brucella o agar Campylobacter con la adición de cinco 
antibióticos (novobiociona, bacitracina, colistina, 
cefazolina y cicloheximida), aumento el aislamiento 

(14)de Campylobacter . Posteriormente Skirrow ideo 
otra fórmula más simple con solo tres antibióticos 
(vancomicina, polimixina B y trimetropina         
ambos conocidos como suplemento B y S, 

(15)respectivamente) .

Actualmente, estos medios de cultivo han sufrido 
modificaciones en sus presentaciones comerciales, 
generalmente con aumento de antibióticos como 
colistina-sulfato, novobiocina y bacitracina: Skirrow 
(Oxoid, Wade Road, UK), también con adición de 
suplemento selectivo de piruvato sódico y hemina en 

(16)  el agar base Karmali . Aun así, los agentes 
contaminantes continúan dificultando el aislamiento 
de Campylobacter, al parecer no son inhibidos por los 
antibióticos empleados y por consiguiente, obtienen 
más nutrientes que Campylobacter, dificultando su 
aislamiento. 

Además, estas metodologías en coprocultivo entran a 
una disconformidad entre costo-efectividad, siendo 
poco efectivos los medios de aislamiento comerciales 
y, según algunos autores y guías, hay mejor 
aislamiento con el agar sangre o agar Campylobacter 

(17)con filtro de membrana . Por ello es conveniente 
evaluar el rendimiento diagnóstico y tiempo de 
crecimiento en estos medios de cultivo, para poder 
seleccionar el mejor performance que proporcione 
a is lamientos  v iables,  en poco t iempo de 
procesamiento y buen costo de efectividad y eficacia.

El objetivo del presente estudio fue evaluar el 
rendimiento diagnóstico del agar sangre con filtro en 
comparación con el agar Karmali para el diagnóstico 
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de Campylobacter spp en coprocultivo. Asimismo, 
eva luar  la  f recuenc ia  de  as i lamiento  de 
Campylobacter jejuni y de contaminación de los 
agares. 

MATERIAL Y MÉTODOS

Se realizó una investigación de tipo experimental 
prospectiva de corte transversal en el área de 
Microbiología del Servicio de Patología Clínica del 
Hospital Nacional Docente Madre-Niño “San 
Bartolomé” en Lima, Perú. El estudio tuvo la 
aprobación del Comité de Ética e Investigación del 
Departamento de Apoyo a la Investigación del 
Hospital. 

El tamaño muestral fue calculado usando EPIDAT 4.1 
(Xunta de Galicia, España) considerando una 
sensibilidad de 0,95, una heterogeneidad de 50% y 
una precisión de 0,04 obteniéndose un tamaño 
muestral de 201 pacientes (recién nacidos y hasta los 
24 meses de edad). Las muestras fueron derivadas 
desde consultorios externos o del área de 
parasitología con reacción inflamatoria para el 
estudio de coprocultivo. Se excluyeron los pacientes 
mayores de dos años, las muestras de heces colectada 
sin completar los requisitos mínimos de calidad, 
heces sólidas, no conservadas, de más de cuatro o seis 
horas respecto al  muestreo o en evidentemente 
contaminadas. 

Técnica de recolección de datos y procesamiento 
de la muestra

Etapa pre analítica: Las muestras de heces fueron 
colectadas en torundas húmedas en neonatos, en 
frascos de plástico o viales estériles por los tutores o 

(18,19)
enfermeras de los pacientes . Estas, fueron 
remitidas al servicio de microbiología donde se 
codificaron. Las muestras de heces obtenidas fueron 
evaluadas para reacción inflamatoria siendo las 
positivas derivadas para coprocultivo. Las muestra 
fueron conservadas en el sistema de Colección y 

™transporte BBL Culture Swab  Plus (BD, Le Pont de 
Claix, France) o agar Amies (Oxoid, Wade Road, UK), a 
temperatura ambiente hasta su evaluación en forma 

(20)   conjunta . Se excluyeron muestras preservadas 
cuyo indicador estuvo virado indicando falla del 
sistema buffer. 

Se registró el código de recepción al Libro de ingresos 
de casos diarios siguiendo la numeración del servicio 
sobre las placas Petri y sobre la hoja de trabajo 
FlokChek.

Etapa analítica: Las muestras se procesaron 
frescas, dentro de las 2 horas respecto a la 
colección con el fin de evitar sobrecrecimiento de 
la flora normal que puede enmascarar o destruir a 
los  enteropatógenos,  y  correctamente 
ambientadas como lo recomiendan en diferentes 

 (21-24)manuales . Los medios de cultivo se incubaron 
en estufa a 37°C durante 2 horas pre-sembrado 
para el iminar el  exceso de l íquido de 
condensación y las muestra se homogenizaron 
agitándose por inversión y con movimientos 
circulares. El cultivo realizó en paralelo en Agar 
Sangre Ovina al 5% (Merck, Darmstadt, Germany) 

®con filtro (ASF) de membrana grid GN-6 Metricel  
0.45μm, 47mm (PALL, NY, USA); y en Agar Karmali 
(AK) (Merck, Darmstadt, Germany) e incubadas a 
42°C durante 72 horas en microaerofilia (5% O , 2

 (25-27)10% CO  y 85% N ) . Se utilizaron cepas de 2 2

Campylobacter jejuni ATCC 33291, a las mismas 
condiciones, como control de calidad del estudio. 

Lectura de Cultivos: Después de 12, 48 y 72 horas 
se revisaron las placas, examinadas bajo una 
potente fuente de luz que permitió observar con 
claridad las colonias hasta en tres tipo de 
morfología distintas: a) grisáceas, secas o 
húmedas, y planas de forma irregular; b) 
grisáceas, redondeadas, convexas y brillantes con 
bordes definidos; y c) colonias grisáceo-verdoso 

(28)húmedas de bordes irregulares . La presencia o 
ausencia de Campylobacter se determinó por 
medio de una relación entre el aspecto y la 
cantidad de colonias sospechosas con morfología y 
características propias de la colonia, por ello se 
realizó un extendido y coloración de Gram 
interrumpido para verificar la morfología 
bacteriana por microscopia: formas espiraladas 
curvas en forma de “ala de gaviota” Gram 
negativas. Los cultivos con ausencia de 
crecimiento se mantuvieron hasta las 96 horas 
para considerar los  como negativos.  La 
diferenciación de especies se realizó con hidrolisis 
de hipurato y la visualización de púrpura de 

(29)  Ruhemann .El antibiograma se realizó siguiendo 
los procedimientos de la guía CLSI M100–S22 y 

(30,31)M45–A2 por Disco difusión .

Etapa post analítica: Los resultados fueron 
digitados en el libro de reportes del servicio, 
previa validación del personal de laboratorio y 
entregados a los pacientes en los tiempos 
estipulados.
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Técnica de análisis estadístico: El análisis 
estadístico fue mediante IBM SPSS v20.0 (Armonk, 
USA), para Windows. Para la comparación de la 
sensibilidad de ASF y AK se utilizó la prueba de Chi-
cuadrado, considerando como estándar de referencia 
el coprocultivo en AK. Para la comparación de los 
tiempos de crecimiento se utilizó la prueba de t de 
Students para muestras relacionadas. Se consideró un 
valor de p<0,05 como estadísticamente significativo. 

RESULTADOS

Se incluyeron un total de 287 muestras de heces. La 
mediana de la edad de los pacientes fue de 9,00, con 

un promedio de 8,92 meses de edad, considerando al 
neonato como un mínimo y un máximo de 24 meses. 
219 muestras (76,3%) presentaron reacción 
inflamatoria positiva, principalmente por presencia 

(32)de linfocitos fecales y abundante mucosidad .

Rendimiento diagnóstico: Para ASF 180 (78,3%) 
tuvieron cultivo positivo, resultado que varía 
significativamente de AK (p=0.12) (Tabla 1) La 
sensibilidad encontrada para ASF fue de 90,9% (índice 

(33)J de Youden de 0,2) . Todos los cultivos positivos de 
AK también presentaron crecimiento en ASF, ningún 
cultivo negativo en ASF presentó crecimiento en AK.

ASF
 AK

 

Positivo  Negativo  Contaminado  Total

Positivo  23
 

15
 

142
 

180

Negativo  27  70  9  110

Contaminado  0  0  1  1  

Total  50  85  152  287

Tabla 1. Epitome de Rendimiento diagnóstico (n=287)

Cuando se evaluó la contaminación de cultivos 121 
muestras (53,6%) en AK estuvieron parcial o 
t o t a l m e n t e  c o n t a m i n a d a s ,  v a r i a n d o 
considerablemente con ASF (Tabla 1). Así, el 

a i s l am ien to  de  Campy l oba c te r  j e j un i  y 
Campylobacter no-jejuni fue de 42(18%) y 138 (60%) 
para ASF y 16(7%) y 34(15%) para AK, respectivamente 
(Figura 2). 

Figura 2. Aislamiento de Campylobacter jejuni y Campylobacter no-jejuni en AK y ASF

El  t iempo promedio de crecimiento para 
Campylobacter en AK y ASF fue de 34,56 y 33,13 
(Tabla 3). No se encontró diferencia significativa para 

los tiempos de crecimiento entre ambos medios de 
cultivo (p=0,59).
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Tabla 2. Tiempo de crecimiento: aislamiento primario

Medio de 

cultivo
 Tiempo de   

crecimiento (horas) 

Mínimo 

(horas)

Máximo 

(horas)
IC 95%

ASF 34,56 ± 12,2 10 48 29,54 a 39,58

AK 33,13 ± 11,7 20 50 30,35 a 35,90

Figura 1.  Crecimiento de Campylobacter spp en ASF (derecha) en comparación con AK (izquierda)

DISCUSIÓN 

El método de filtración pasiva sobre el ASF permite el 
aislamiento, en muestras fecales de animales y 
humanos, de las especies tradicionales de 
Campylobacter y de otras especies menos comunes 
como Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni 
subsp. Doylei, Campylobacter upsaliensis y 

 (34-37)  Campylobacter insulaenigrae . De esta forma, 
este método de aislamiento primario por filtración 
pasiva dispone de resultados costo-efectivos, 
selectividad microbiana y eficiencia diagnóstica, 
todo en un  medio no selectivo y sin la necesidad de 

(38,39)pretratamientos .

En el presente estudio se demostró que el uso de ASF 
para el aislamiento de Campylobacter es tan o más 
eficaz como el uso del medios selectivos AK, resultado 

(28,40)  que coincide con estudios anteriores .Igualmente, 
se han descrito mejores tasas de aislamiento cuando 
se utiliza la técnica de filtrado con cualquier medio 
de asilamiento para bacterias espiraladas incluyendo 

(41,42)agar sangre ovina .

En cuanto al rendimiento diagnóstico hubo 
diferencias estadísticamente significativas. Cabe 
resaltar que entre los pacientes positivos para 
Campylobacteriosis el 61,7% (142 muestras) y 6,5% 
(15 muestras) presentaron cultivo contaminado y 
falso negativo para AK, respectivamente (Tabla 1), 

este problema dificulta el aislamiento de 
Campylobater y disminuye la eficacia y rendimiento 
del medio AK al no ser selectivo para enterobacterias 
en coprocultivos; a diferencia del método ASF donde 
la contaminación ocurre durante la extracción del 
filtro de membrana de sobre el agar no selectivo, 
aunque la tasa es minúscula (Figura 1). Este usual 
inconveniente podría deberse a la resistencia innata 
de las bacterias saprofitas, residente o transitoria, de 
los individuos, sin embargo, esta afirmación pierde 
validez al tratarse de pacientes pediátricos menores 
de 2 años de edad (promedio 8,92 meses) sin 

(43,44)antibioticoterapia . Consider utilis determinar la 
frecuencia de aislamientos contaminantes (bacterias 
patógenas en coinfecciones, bacterias saprofitas y/o 
contaminantes no entéricos) y evaluar su resistencia 
antimicrobiana en base a la hipótesis del     

(45,46)reservorio .

El número de colonias fue visiblemente mayor en ASF 
lo cual facilitó la lectura y permitió un adecuado 
trasplante de agar a agar y/o pruebas diagnósticas 
adicionales (Figura 1). 

El tiempo de crecimiento durante el aislamiento 
primario no tuvo diferencia significativa (p=0,59). El 
cumplimiento estricto de las magnitudes físicas 
(tiempo y temperatura) favorecieron el crecimiento, 
así la tasa de crecimiento de Campylobacter se 
acrecienta en cualquier medio de aislamiento, si el 
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tiempo de incubación se prolonga entre 48 y 72 horas 
(33,41)a 42°C . Además, el crecimiento a 42°C indica la 

presencia de un Campylobacter  termófilo 
( p r i n c i p a l m e n t e  j e j u n i ,  a u n q u e  n o 

(33)exclusivamente) .

La discriminación de especies juega un papel 
importante en el diagnóstico de infecciones por 
Campylobacter, Campylobacterya que  coli y jejuni 
son clínicamente indistinguibles, y son las especies 
más comunes asociados a ADD, aunque durante la 
última década se han observado emergencias 

(47).significativas  La tasa estimada de asilamientos de 
Campylobacter jejuni fue de 1:3 respecto a 
Campylobacter no jejuni (Figura 2). 

Estudios anteriores señalan que la prevalencia de 
Campylobacter no jejuni como agentes emergentes 

(48,49)causante de ADD en niños y neonatos .

Otro aspecto resaltante es el costo por prueba 
diagnóstica para Campylobacter. El precio de los 
medios de cultivo selectivos oscilan entre 216 y 320 
USD, hasta dos veces más que ASF (agar y filtro). Al 
parecer, el costo-efectividad diagnóstico con el uso 
de Agares selectivos es bajo, ocasionando gran 
impacto  económico  hac ia  la  ins t i tuc ión. 
Concordamos con lo señalado por Steele y 
McDermontt: el ASF evita la necesidad de medios 
selectivos caros siendo accesible a laboratorios con 
escasos recursos y/o en atención primaria de la   

(40)salud .  

Dos consideraciones finales son la probable 
transmisibilidad de la infección y el nivel de 
saneamiento básico. Sobre esto último, sustancial 
significado poseen las medidas generales sanitario-
profilácticas (la urbanización de localidades, 
organización del régimen sanitario, asistencia 
médica pediátrica, etc.) la mejora de estas 
condiciones reduciría de entre 12 y 45% la 
transmisibilidad de infecciones diarreicas, sobretodo 
en poblaciones de localidades desfavorables desde el 

(50,51)  punto de vista epidemiológico .Con respecto a la 
probable transmisibilidad durante el cuidado 
postnatal la lactancia materna puede ser un 
potencial vehículo de transmisión de diarrea en 
madres con poca higiene doméstica, ineficaz lavado 
de manos, manipulación de alimentos contaminados 

(52)y/o deficiencias en educación sanitaria . Es 
desestimada la asociación de estos factores para ADD 
por Campylobacter, estimación que resultaría 
crucial, especialmente durante el período post natal 
y lactancia, donde las intervenciones oportunas 

pueden mejorar la salud y supervivencia de los 
(53,54)infantes .

En conclusión, el Agar Sangre con filtro presenta un 
mayor rendimiento diagnóstico que Agar Karmali para 
el aislamiento de Campylobacter, en un tiempo 
relativamente menor y demostrando ser más costo-
efectivo que el medio de asilamiento selectivo. 
Además, se aisló principalmente Campylobacter no 
jejuni en neonatos e infantes, donde acontecen la 
mayoría de infecciones. En eso contexto la evaluación 
de métodos es clave, para un diagnóstico oportuno, 
asequible y eficaz, dentro de un programa de garantía 
de la calidad que mejore la confiabilidad de los 
resultados emitidos por el laboratorio clínico.
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