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jejuni is the enteropathogen most frequently isolated from the 
feces of patients with gastroenteritis. The Etest accuracy to 
categorize Campylobacter spp. susceptibility to erythromycin, 
ciprofloxacin and tetracycline was evaluated.

Methods. Ninety strains were studied. The Etest® was 
performed following the manufacturer’s instructions on com-
mercial plates of Mueller-Hinton blood. The breakpoints were 
those recommended by the Clinical Laboratory Standards  
Institute (CLSI) for broth microdilution. The gold standard was 
the broth microdilution method as recommended by CLSI.

Results. The Etest agreement with the reference method 
was 100%, 97% and 98% for erythromycin, ciprofloxacin and 
tetracycline, respectively. No major or very major errors were 
found.

Conclusions. The Etest results are equivalent to those 
obtained using the gold standard. The Etest is a valid method 
to determine susceptibility to tetracycline. It is also a suita-
ble method to categorize strains classified as non-resistant to 
erythromycin and ciprofloxacin by the diffusion method.

Keywords: Campylobacter, antimicrobial susceptibility, erythromycin, ci-
profloxacin, tetracycline, broth microdilution.

INTRODUCCIÓN

En los países industrializados el enteropatógeno bacteria-
no más frecuentemente aislado de las heces de pacientes con 
gastroenteritis es Campylobacter jejuni1. El tratamiento antimi-
crobiano de la diarrea causada por Campylobacter spp. se con-
sidera indicado si ésta dura más de siete días, si el paciente está 
inmunocomprometido, gravemente deshidratado o con fiebre 
persistente o si emite más de 8 deposiciones al día o heces san-
guinolentas1,2. El agente de primera elección es eritromicina1; las 
fluoroquinolonas son una buena alternativa si la cepa causante 
es sensible a ellas3; por último, las tetraciclinas pueden ser una 
opción si el paciente es mayor de 9 años2. Dado que se han des-
crito resistencias a todos los antimicrobianos citados4, cuando 
sea preciso administrar tratamiento específico es aconsejable 
disponer del estudio de susceptibilidad de la cepa implicada3.

En el año 2006 el Clinical Laboratory Standards Institute 
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(CLSI) estableció que el método de referencia para el estudio 
de la susceptibilidad de C. jejuni y Campylobacter coli es el de 
microdilución en caldo (MDC), y fijó los rangos aceptables para 
la cepa patrón, así como los puntos de corte para eritromicina, 
ciprofloxacino, tetraciclina y doxicilina5. Además, definió los 
criterios de resistencia a eritromicina y ciprofloxacino por di-
fusión con discos, recomendando determinar la concentración 
mínima inhibitoria (CMI) de las cepas no resistentes para cate-
gorizarlas adecuadamente5. Sin embargo, la técnica de micro-
dilución es compleja y no resulta práctica para estudiar cepas 
aisladas. Por otro lado, el Etest (AB Biomerieux, Solna, Suecia) 
es un método comercial que permite determinar las CMIs de 
los aislados clínicos de forma individual pero no hay puntos de 
corte establecidos. 

El propósito del presente estudio fue evaluar la precisión 
del Etest para categorizar la susceptibilidad de las cepas de C. 
jejuni y C. coli frente a eritromicina, ciprofloxacino y tetracicli-
na empleando los puntos de corte recomendados por el CLSI 
para MDC5. El método de referencia fue el de microdilución en 
caldo descrito por el CLSI5.

MÉTODOS

Con objeto de incluir cantidades parecidas de cepas resis-
tentes y no resistentes, se seleccionaron 90 de entre las 450 
aisladas de las heces de otros tantos pacientes desde el 1 de 
mayo de 2008 hasta el 30 de abril de 2011. La selección se 
llevó a cabo atendiendo a los resultados obtenidos del estu-
dio de susceptibilidad realizado mediante difusión con discos 
de eritromicina (15 µg), ciprofloxacino (5 µg) y tetraciclina (30 
µg) siguiendo el método recomendado por el CLSI5; las placas 
fueron incubadas a 42ºC durante 24 horas en atmósfera mi-
croaerófila. Los puntos de corte empleados para clasificar la 
sensibilidad fueron los propuestos por Gaudreau en el caso de 
tetraciclina6 y los establecidos por el CLSI5 en los de eritromi-
cina y ciprofloxacino. De los 90 aislados incluidos 75 fueron 
estudiados frente a eritromicina y ciprofloxacino y 84 frente a 
tetraciclina.

Se estudió la actividad hipuricasa de las 90 cepas seleccio-
nadas, utilizando como controles Campylobacter jejuni ATCC 
33560 y un aislado de C. coli identificado mediante una mo-
dificación de la reacción en cadena de la polimerasa descrita 
por Mateo et al.7. Los aislados que no hidrolizaban el hipurato 
fueron identificados a nivel de especie utilizando la antedicha 
reacción en cadena de la polimerasa. Resultaron ser 74 cepas 
de C. jejuni y 16 cepas de C. coli. 

El Etest® se llevó a cabo siguiendo las instrucciones del fa-
bricante8 empleando placas de agar Mueller Hinton con sangre 
(Oxoid, Basingstoke, Inglaterra). La técnica de MDC se realizó 
según el procedimiento recomendado por el CLSI5 en paneles 
con caldo Mueller Hinton suplementado con cationes (Becton-
Dickinson, Sparks, USA) y sangre lisada de caballo al 5% prepa-
rados en nuestro laboratorio. Los intervalos de CMIs estudiados 
fueron: eritromicina de 0,5 a 128 mg/l, ciprofloxacino de 0,25 
a 64 mg/l y tetraciclina de 0,5 a 32 mg/l. En todas las series de 

Etest y microdilución se incluyó como control la cepa patrón 
Campylobacter jejuni ATCC 33560. La incubación se llevó a ca-
bo a 37ºC durante 48 horas en atmósfera microaerófila. Para 
poder comparar ambos métodos, las CMIs obtenidas mediante 
Etest que se encontraban entre dos diluciones de MDC se re-
dondearon a la inmediatamente superior. 

La significación estadística de la concordancia de catego-
ría se valoró mediante el índice kappa (κ); los intervalos fueron 
calculados para un nivel de confianza del 95%.

RESULTADOS

Según los resultados del método de referencia 10 cepas 
fueron resistentes y 65 sensibles a eritromicina; frente a cipro-
floxacino, 38 fueron resistentes, 35 sensibles y dos interme-
dias; en cuanto a tetraciclina, 45 cepas fueron resistentes, 38 
sensibles y una intermedia.

La concordancia entre la categoría obtenida mediante 
Etest y la establecida según el método de referencia fue 100% 
para eritromicina, 97% (κ=0,94, IC: 0,88-1) para ciprofloxacino 
y 98% (κ= 0,95, IC: 0,89-1) para tetraciclina. En la tabla 1 se 
exponen los cuatro errores de categorización del método en 
estudio; ninguno de ellos fue grave o muy grave. 

En la tabla 2, donde se comparan las CMIs obtenidas por 
ambos métodos, se observa que Etest tiende a producir CMIs 
más altas que MDC frente a los tres antimicrobianos. 
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MDC Etest n

Ciprofloxacino
Intermedio Sensible 1

Intermedio Resistente 1

Tetraciclina
Sensible Intermedio 1

Intermedio Resistente 1

Tabla 1  Errores de categorización de Etest. En 
la columna de la izquierda se exponen 
los resultados del método de referencia 
(MDC), en la central los de Etest (Etest) 
y en la de la derecha el número de 
cepas en las que se produjeron los 
errores (n).

DISCUSIÓN

El nivel de concordancia de categoría y la ausencia de 
errores graves y muy graves encontrados en nuestro traba-
jo indican que el método Etest es válido para categorizar las 
cepas clasificadas como no resistentes a eritromicina y cipro-
floxacino mediante el método de difusión. También parece ser 
adecuado para determinar la susceptibilidad frente a tetracicli-
na, antimicrobiano para el que el CLSI no ha establecido pun-
tos de corte de difusión con discos5.
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Si bien la correlación entre Etest y métodos de dilución ha 
sido evaluada con anterioridad9-13, sólo hemos encontrado un 
estudio que comparase con el método  aprobado por el CLSI14. 
En el mencionado trabajo se valoraba la concordancia de los 
resultados de susceptibilidad de 36 cepas de C. jejuni y 12 de 
C. coli frente a eritromicina, con resultados superponibles a los 
nuestros. Sin embargo, en lo que respecta a ciprofloxacino y 
tetraciclina no hemos encontrado estudios que utilicen como 
referencia la metodología y los puntos de corte definidos por el 
CLSI para Campylobacter spp. 

En conclusión, el método Etest puede constituir una al-
ternativa sencilla y práctica para aquellos laboratorios de 
Microbiología que, siguiendo las recomendaciones del CLSI, 
consideren oportuno confirmar la susceptibilidad de las cepas 
no resistentes a eritromicina y ciprofloxacino determinando 
su CMI. Por lo que respecta a tetraciclina,  aunque su papel 
en la terapéutica específica de las diarreas por Campylobacter 
spp. se ve muy restringido por la escasez de cepas resistentes 
a eritromicina, en casos concretos puede representar la única 
alternativa de administración oral. Por lo tanto, el estudio de 
la susceptibilidad de los aislados de Campylobacter spp. a este 
antimicrobiano también puede ser de interés clínico. 
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Tabla 2  Comparación de las CMIs obtenidas mediante Etest con las 
obtenidas mediante el método de referencia (MDC).

Antimicrobiano
Nº de CMIs de Etest que diferían de las del método de referencia en las diluciones indicadas

-2 -1 Concordante +1 +2 +3 +4 +5

Eritromicina 0 3 24 (31%) 36 11 1 0 0

Ciprofloxacino 1 3 39 (51%) 9 11 8 3 1

Tetraciclina 0 1 67(80%) 8 4 2 2 0


