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RESUMEN

Objetivo: Validar un método alternativo (HSB), basado en la mezcla entre bicarbonato de
sodio y acido acético al 5%, para generar una atmosfera rica en didoxido de carbono (CO2) que
favorezca el crecimiento de Campylobacter en condiciones controladas realizadas en Hospital

Nacional Docente Madre Nifio San Bartolomé.

Metodologia: Se realiz6 este estudio con un enfoque cuantitativo, con disefio no experimental,
transversal y descriptivo. Se trabajo con tres cepas obtenidas a partir de aislamientos clinicos
de Campylobacter jejuni, evaluando el método HSB mediante cinco criterios de validacion:
robustez, precision, especificidad, confiabilidad y limite de deteccion. Se aplicaron diluciones
de 107" a 1078, en incubaciones a 32 °C, 37°C y 42 °C, durante 24, 48 y 72 horas. Cada

combinacion se repitid por tres veces.

Resultados principales: Como resultados se observo que a 42 °C se logrd crecimiento hasta
en las diluciones mas altas (107%). A 37 °C, el crecimiento se observé hasta 107 y en 32 °C
hasta 1072, Se evidencio cierta variabilidad entre cepas, aunque con una tendencia repetible,
apoyando la precision del método. Se evidencio entre 3 y 5 contaminaciones, lo cual fue
evaluado en la dimension de especificidad. El limite de deteccion varid segln las condiciones,

reflejando sensibilidad ante diferentes concentraciones microbianas.

Conclusion: El método HSB se muestra como una alternativa efectiva, economica y practica
para generar atmosferas de didxido de carbono (COz), siendo un método util para el cultivo de

Campylobacter jejuni en entornos donde no se dispone de sobres Gaspak de CO».

Palabras clave: Campylobacter jejuni, método HSB, atmoésfera capnofilica.



ABSTRACT

Objective: To validate an alternative method (HSB), based on the reaction between sodium
bicarbonate and 5% acetic acid, for generating a carbon dioxide (CO2)-rich atmosphere that
supports the growth of Campylobacter under controlled conditions at the National Teaching

Hospital Madre Nifio San Bartolomé.

Methodology: This research followed a quantitative approach with a non-experimental, cross-
sectional, and descriptive design. Three strains of Campylobacter jejuni, obtained from clinical
isolates, were analyzed to assess the HSB method through five validation criteria: robustness,
precision, specificity, reliability, and detection limit. Serial dilutions from 107! to 10°® were
incubated at 32 °C, 37 °C, and 42 °C for 24, 48, and 72 hours, with each condition repeated

three times.

Main results: At 42 °C, growth was observed even at the highest dilutions (10°%). At 37 °C,
growth was sustained up to 1073, and at 32 °C up to 1072, Although some variability between
strains was recorded, a consistent trend supported the precision of the method. Between 3 and
5 contaminations were detected, evaluated under the specificity dimension. The detection limit

varied across temperatures, demonstrating sensitivity to different bacterial concentrations.

Conclusion: The HSB method proved to be an effective, practical, and low-cost alternative for
generating CO:z-enriched atmospheres, offering a useful approach for -cultivating
Campylobacter jejuni in laboratories without access to commercial CO: systems such as

GasPak sachets.

Keywords: Campylobacter jejuni, HSB method, capnophilic atmosphere.



CAPITULO I

El problema

1.1 Planteamiento del problema

El género Campylobacter forma parte de los patdgenos bacterianos mas comunes asociados a
enfermedades gastrointestinales en humanos. Segiin la OMS las enfermedades causadas por
Campylobacter representan una de la principal causa de diarrea en todo el mundo, afectando
especialmente a poblacion infantil por debajo de los cinco afos.(1) Las especies de
Campylobacter en Sudafrica se encuentran entre las principales causas de infecciones
transmitidas por los alimentos y el agua.(2) Las infecciones por Campylobacter presentan una
problematica en América del Sur. Recientemente, la frecuencia de aparicion de este patdgeno
ha mostrado una tendencia en aumento. (3) Las especies de Campylobacter como Coli, Jejuni
y Lara, estdn en los animales de sangre caliente, teniendo como principal reservorio a las aves
destinadas a la industria alimentaria. Algunas producen gastroenteritis en humanos, siendo la
transmision alimentaria la forma mas comun de infeccion. (4,5)

Durante el afio 2019 y parte del 2020, en Peru, el laboratorio de referencia de Enteropatogenos
del Instituto Nacional de Salud analizd6 822 muestras de heces provenientes de diferentes
regiones del Pertli, siendo Lima, Piura y Lambayeque las mas representadas. A través del
sistema molecular FilmArray, se aislo 26 cepas de Campylobacter jejuni en 99 muestras,
mayoritariamente humanas y algunas de origen de aves. (6)

En Peru actualmente se desarrolla un Plan Piloto de Vigilancia Integrada de la Resistencia
Antimicrobiana bajo el enfoque ‘Una Salud’, el cual incluye el andlisis de aislamientos en
quesos, aves y productos marinos, con el objetivo de contrastarlas con las aisladas en humanos
y asi reconocer posibles cadenas de transmision y riesgos asociados al consumo de alimentos

(7) En Lima, las infecciones por Campylobacter, especialmente C. jejuni y C. coli, son


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/campylobacter
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/campylobacter
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/water-borne-disease
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/water-borne-disease
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/campylobacter

frecuentes, un estudio en la zona de Pampas de San Juan encontr6 una alta incidencia en nifios
menores de 5 afios debido a la convivencia cercana con aves de corral y précticas de higiene
limitadas. (8) En las caracteristicas del Campylobacter podemos observar que es un
microorganismo gramnegativo, de tipo espiralado, con movilidad propia y que crece en
condiciones microaerofila Su tamafio varia de 0,2 a 0,8 um en anchura y de 0,5 a 5 um en
longitud, crece en temperatura de 37—42°C. Su crecimiento Optimo ocurre en una ¢;ncentracion
de oxigeno del 5% y de CO: entre el 2% y el 10%. (9,10)

Los métodos comunes para crear este ambiente son cdmaras, jarras y bolsas generadores de
C02, las cuales estan disponibles en el mercado, el mas comun es el sistema integrado de BBL
Gas Pak CO2 que produce un ambiente optimo para soportar el aislamiento primario y el
cultivo de bacterias microaerofilicas y capnofilicas manejando los sobres generadores. (11)
En esta investigacion se realizé un método innovador y econdémico llamado HSB el cual gener6
una atmosfera rica en COz, la cual es ideal para el aislamiento de bacterias capnofilas. Este
método utiliza una reaccion quimica entre vinagre y bicarbonato de sodio dentro de una bolsa
de papel filtro, lo cual permite la liberacién de CO-, al unir estos dos ingredientes genera el
10%CO: necesaria para el aislamiento de microorganismos. Es necesario validar el método
HSB ya que en el mercado existen otros métodos para generar un ambiente capnofilico como
son el método de la vela, el método Klebsiella pero estos presentan deficiencias ya que no
cumple con los requisitos minimos que piden las bacterias capnofilicas. Por otro lado, existen
los sobres generadores de CO; los cuales tienen un valor elevado, es por ello por lo que se
propone el método HSB como un método que cumple con las concentraciones de CO2 Optimas
y economicas, el cual fue corroborado con una formula a nivel estequiométrica. En relacion
con el Plan operativo institucional del afio 2024 del hospital Docente Madre Nifo San
Bartolomé actualizado, se observa que se da preferencia a otros sectores del hospital, de tal

manera se muestra que no se puede adquirir los sobres por un alto costo, en este contexto, la



investigacion adopta la presente problematica, mostrando una nueva alternativa para crear un
ambiente capnofilico. (12)
1.2 Formulacion del problema
1.2.1 Problema general
(Sera valido el método HSB para generar una atmoésfera de CO» en cepas aisladas de
Campylobacter en el Hospital Madre nifio Docente San Bartolomé?

1.2.2 Problemas especificos

(El método HSB muestra robustez para generar una atmdsfera de CO; en cepas aisladas de
Campylobacter en el Hospital Madre nifio Docente San Bartolomé?

(El método HSB muestra especificidad para generar una atmosfera de CO» en cepas aisladas
de Campylobacter en el Hospital Madre nifio Docente San Bartolomé?

(El método HSB muestra precision para generar una atmosfera de CO» en cepas aisladas de
Campylobacter en el Hospital Madre nifio Docente San Bartolomé?

(Cuadl serd el limite de deteccion del método HSB para generar una atmosfera de CO> en cepas

aisladas de Campylobacter i en el Hospital Madre nifio Docente San Bartolomé?


https://docs.google.com/document/d/1Hmz3e8d68mP_SW7bfHCGvSvPPYa-GN2k/edit#heading=h.44sinio
https://docs.google.com/document/d/1Hmz3e8d68mP_SW7bfHCGvSvPPYa-GN2k/edit#heading=h.2jxsxqh
https://docs.google.com/document/d/1Hmz3e8d68mP_SW7bfHCGvSvPPYa-GN2k/edit#heading=h.z337ya

1.3 Objetivos de la investigacion
1.3.1 Objetivo general
Validar el método HSB para generar una atmodsfera de CO> en cepas aisladas de

Campylobacter en el Hospital Madre nifio Docente San Bartolomé

1.3.2 Objetivos especificos

e Demostrar que el método HSB muestra robustez para generar una atmosfera de CO en
cepas aisladas de Campylobacter en el Hospital Madre nifio Docente San Bartolomé

o Evidenciar la especificidad del método HSB para generar una atmodsfera de CO; en
cepas aisladas de Campylobacter en el Hospital Madre nifio Docente San Bartolomé.

e Demostrar la precision del método HSB para generar una atmdésfera de CO2 en cepas
aisladas de Campylobacter en el Hospital Madre nifio Docente San Bartolomé

e Determinar el limite de deteccion del método HSB para generar una atmosfera de CO»

en cepas aisladas de Campylobacter en el Hospital Madre nifilo Docente San Bartolomé.

1.4. Justificacion

1.4.1. Teoérica
El valor académico del trabajo se apoya en una validacion sobre métodos microbioldgicos el
cual es clave para lograr niveles adecuados de precision y certeza de procedimientos analiticos.
La norma ISO 16140-4:2020 establece pautas especificas con el fin de verificar métodos
microbiologicos dentro de un tnico laboratorio, pudiendo evaluar parametros como precision,
especificidad, robustez y limite de deteccion para el método que se desea validar. (13) La
robustez, por ejemplo, permite identificar si variaciones en temperatura como 32°C, 37°C y

42°C afectan el crecimiento de Campylobacter, mientras que la precision asegura que el


https://docs.google.com/document/d/1Hmz3e8d68mP_SW7bfHCGvSvPPYa-GN2k/edit#heading=h.3j2qqm3
https://docs.google.com/document/d/1Hmz3e8d68mP_SW7bfHCGvSvPPYa-GN2k/edit#heading=h.1y810tw
https://docs.google.com/document/d/1Hmz3e8d68mP_SW7bfHCGvSvPPYa-GN2k/edit#heading=h.4i7ojhp

método proporcione resultados similares al repetirse bajo condiciones idénticas. La
especificidad evalua si el método permite el crecimiento de Campylobacter sin interferencias
de otros microorganismos, y el limite de deteccion permite conocer el minimo valor de bacteria
detectable dentro de una muestra por medio de diluciones.

Campylobacter, es una bacteria patogena de importancia global, considerada una de las
principales responsables de infecciones gastrointestinales en personas. Para su cultivo e
identificacion se requieren ambientes con concentraciones reducidas de oxigeno (entre 5% y
10%) y niveles incrementados de dioxido de carbono (CO: entre 3% y 10%), quiere decir, en
condiciones capnofilicas.(14) Por lo general, las atmosferas generadas artificialmente mediante
incubadoras de gas o bolsas generadoras de gas son usadas en algunos laboratorios; sin
embargo, estas pueden representar altos costos, lo cual limita su aplicacion en laboratorios con
recursos econdmicos restringidos o reducidos.

El método HSB est4 basado en la generacion de CO: empleando la combinacion de vinagre
(acido acético) y bicarbonato de sodio, esto representa una opcioén accesible, practica y
econdmica para generar condiciones microaerofilicas las cuales son necesarias para el cultivo
de Campylobacter. No obstante, es esencial llevar a cabo su validacion para confirmar que
cumple con los criterios de confiabilidad y calidad exigidos en los procedimientos de analisis

microbiologico.

1.4.2. Metodologica
Este estudio toma un enfoque de naturaleza cuantitativa, ya que se orienta a la obtencion e
interpretacion de registros numéricos con la finalidad de la validacion de un método
microbiologico, el cual cumple con criterios de precision, especificidad, confiabilidad y limite
de deteccion. En el contexto de la microbiologia clinica, validar un método significa asegurar

que dicho procedimiento es capaz de detectar, aislar e identificar con eficiencia al



microorganismo bajo condiciones definidas. En esta investigacion, se valida el método HSB
basado en la reaccion de acido acetico 5% ( vinagre) y bicarbonato de sodio, como una nueva
alternativa para generar una atmosfera rica en didxido de carbono (CO:), adecuada para el
crecimiento de Campylobacter, ya que esta es una bacteria exigente que requiere condiciones
microaerofilicas para su desarrollo. Esta validacion es necesaria por dos motivos importantes:
innovacion del método y su futura aplicacion en laboratorios de recursos limitados. Al tratarse
de un procedimiento no estandarizado, se hace obligatorio validar experimentalmente que este
método produce condiciones adecuadas de CO: de forma consistente. Validar el método
garantizara que los resultados obtenidos con esta técnica seran comparables con los de métodos
convencionales, como los sobres generadores de gas o camaras anaerobias, utilizados
habitualmente en laboratorios clinicos.

La validacién permite medir el desempefio del método HSB frente a parametros criticos como
la robustez, la precision, la especificidad y el limite de deteccion. Estos parametros estan
alineados con las exigencias de normativas internacionales como la ISO 16140-4:2020, que

regula la validacion de métodos microbioldgicos en laboratorio. (13)

1.4.3. Practica

La validacion del método HSB tiene una gran relevancia préctica, ya que busca responde a una
necesidad en el ambito del diagndstico microbiologico el cual es contar con un sistema
alternativo, econdmico y eficiente para generar atmosferas microaerofilicas necesarias para el
cultivo de bacterias como es el Campylobacter.

En numerosos laboratorios del sistema de salud publico en el Perti, como en el Hospital
Nacional Docente Madre - Niflo San Bartolomé, existen muchas limitaciones presupuestales
que dificultan la compra de sobres generadores de gas o cdmaras de cultivo de microaerofilia.

Es por lo que, ante esta realidad, el uso de un nuevo método el cual es una reaccion simple



entre aido acetico al 5% y bicarbonato de sodio para producir CO: ofrece una solucion
innovadora, de costo bajo y facil implementacion.

La wvalidacion del método asegura que esta estrategia cumpla con los estandares
microbiologicos necesarios, garantizando la solidez de los resultados durante el aislamiento de
Campylobacter. Es por ello, que su implementacion podria favorecer a otros laboratorios del
pais que carecen de recursos economicos, contribuyendo a un diagnostico mas oportuno y
preciso de infecciones gastrointestinales. En conclusion, validar el método HSB tiene una

accion inmediata sobre la eficiencia de los andlisis microbiologicos y de recursos bajos.

1.5. Limitaciones de la investigacion:

1.5.1. Temporal

El presente estudio se llevo a cabo entre los meses de Julio y agosto del afio 2025.

1.5.2. Espacial:

Este proyecto de investigacion se elabord en el laboratorio de microbiologia del Hospital
Docente Madre Nifio San Bartolomé.

1.5.3. Poblacion o unidad de analisis:

La unidad de analisis seran las cepas obtenidas a partir de aislamientos clinicos de
Campylobacter del area de Microbiologia del Hospital Nacional Docente Madre Nifio San
Bartolomé; las cuales serdn evaluadas bajo criterios de validacion; precision, especificidad,

robustez y limite de deteccion.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Internacionales

Levican et al (15) en el afio 2022 en EEUU; cuyo objetivo fue “aplicar un medio actualizado
con propiedades selectivas y diferenciales para la recuperacion de Campylobacter sin la
necesidad de atmdsfera microaerobica”. Donde se obtuvo como resultados que el Campyair
puede favorecer el crecimiento de Campylobacter en contenedores primarios sin incubacion
micro aerobica debido a la concentracion de CO> liberada por el medio y por el CO; adicional
liberado por Campylobacter que crece en el medio (Hinton, comunicacion personal). El sellado
de la placa evita el intercambio entre la atmosfera dentro de la placa y la atmdsfera aerdbica
fuera de la placa. En conclusion, esto también ayuda a disminuir la concentracion de oxigeno
en el contenedor primario. La resistencia al oxigeno también podria estar relacionada con la

produccion de piruvato en el medio.

Soto, et al (16) en el afio 2022 en Inglaterra, ejecutaron el siguiente estudio, cuyo objetivo es
“proporcionar una evaluacion de los riesgos asociados con las infecciones por Campylobacter
para el desarrollo de estrategias de intervencion eficientes y especificas”. Donde se obtuvo
como resultados que la temperatura, los medios nutritivos, el tiempo de incubacion y las
condiciones de enriquecimiento influyen en la capacidad de recuperar eficazmente los aislados
de Campylobacter. Como resultado, las técnicas tradicionales basadas en cultivos deben
combinarse con métodos de deteccion que permitan la confirmacion de Campylobacter
recuperadas. En conclusion, el desarrollo de métodos rapidos, de bajo costo y faciles de realizar

para el monitoreo preciso y sensible de las bacterias de Campylobacter proporciona



bioseguridad en la cadena alimentaria y ayudaria con el rastreo de la fuente de brotes
transmitidos por alimentos en investigaciones de vigilancia. A medida que aumenta la demanda
de mas productos alimenticios y velocidades de linea mas rapidas en todo el mundo, se
necesitaran métodos automatizados confiables que permitan a los productores tomar decisiones
en tiempo real y en el sitio para la vigilancia del procedimiento la muestra hasta el resultado,
reduciendo el tiempo necesario para identificar y confirmar sistematicamente la remediacion y

resolucion de estos patdgenos.

Arguero (17) en el afio 2024 en Espafia realizaron el siguiente estudio, cuyo objetivo es la
“exponer técnicas clasicas y recientes que varian en su nivel de sensibilidad y rapidez, y que
cuentan con un alto potencial de ser implementadas en laboratorios de microbiologia sanitaria.”
Como resultado obtenemos que la caracterizacion de microorganismos puede realizarse
mediante diversos métodos. En resumen, los laboratorios de microbiologia han experimentado
transformaciones significativas debido a innovacion tecnologica, con progresos como la
automatizacion y la incorporacion de modernas técnicas para el diagnostico. Estos progresos
brindan nuevas posibilidades para la investigacion y facilitan progresos en la vigilancia y

control de enfermedades provocadas por microorganismos.

Martinez (18) en el afo 2020 en Pamplona realizaron el siguiente estudio, cuyo objetivo es
“Comprobar la capacidad de un laboratorio especializado para ejecutar el método VIDAS
CAM para la deteccion de Campylobacter en alimentos seleccionados y muestras de ambientes
de produccion”. Como parte de los resultados, se observo que la deteccion de Campylobacter,
realizada mediante la técnica VIDAS CAM, mostré un resultado positivo en la matriz M2
(carne de pollo de beneficio) a pesar de tratarse de una muestra no inoculada, correspondiente

al control negativo. Es por ello que segun el protocolo de verificacion ISO 16140-3 el cual fue
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indispensable repetir el proceso de verificacion para la M2, teniendo que eliminar los datos
obtenidos. En conclusion, el proceso de verificacion demostré de manera satisfactoria el
rendimiento del método VIDAS CAM en la identificacion de Campylobacter en productos
carnicos crudos, alimentos procesados y en areas de procesamiento como superficies de
esponjado y lavado de canales. Se logro aplicar exitosamente el método para la deteccion del
patogeno, obteniendo resultados adecuados. Esto confirma que la metodologia VIDAS CAM
cumple con las especificaciones establecidas, ya que los datos obtenidos fueron consistentes

con los esperados.

Samayoa et al (19) en el afio 2023 en Guatemala realizaron el siguiente estudio, cuyo objetivo
es “Validar el método oficial AOAC 986.33 para el recuento de E. coli en leche humana, con
las condiciones del Laboratorio del Hospital Regional de Occidente”. Los datos obtenidos
durante la validacion de la técnica analitica AOAC 986.33 —con valores de reproducibilidad
de 0.24603, 0.10650 y 0.07218; repetibilidad de 0.27667, 0.07738 y 0.04425; un porcentaje de
recuperacion del 94.46% y una incertidumbre de +0.13250, evidencian que el procedimiento
es aplicable para el analisis de leche humana, brindando resultados consistentes y fiables. En
conclusion, la evaluacion del método oficial AOAC 986.33 para la deteccion de Escherichia
coli en productos lacteos fue exitosa, comprobando su idoneidad y confiabilidad para el
recuento de este microorganismo en muestras de leche humana dentro de las condiciones
operativas del Laboratorio del Hospital Regional de Occidente. Este antecedente fue elegido

ya que va acorde a nuestra investigacion el cual su proposito fue validar un método.

Eloisa C, Valentina A (20) en el afio 2023 realizaron el siguiente estudio, el cual tuvo como
objetivo “Optimizar y validar la técnica de PCR en tiempo real para la identificacion y

diferenciacion de Campylobacter, como bacteria causante de gastroenteritis”. Los resultados
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dieron que la eficiencia del PCR en tiempo real optimizado fue de 107.1% (R2=0.977), con un
rango dinamico de 101 -105 e.g (equivalente gendomico) y un limite de deteccion 0.0000544
ng/ul (5.44 x 10-5 ng/ul), otros parametros optimizados fueron el volumen de reaccion,
volumen de muestras y temperaturas de hibridacion, obteniéndose que los volimenes 6ptimos
y temperatura de hibridacion fueron volumen de reaccion: 12.5 pl, volumen de la muestra: 1.5
ul y 60°C respectivamente. A continuacion, para determinar la genotipificacion y validacion
del estudio utilizando la PCR, se analizaron 90 muestras en total, de las cuales 20 eran positivas
para Campylobacter y siendo el 95% Campylobacter jejuni/coli'y solo el 5% Campylobacter
no jejuni/coli. . En conclusion, se optimizé y validé un PCR en tiempo real, que puede ser
utilizado para investigaciones futuras y estudios epidemioldgicos.

2.1.2 Nacionales

SENASA (21) en el afio 2021 en Pert, ejecutaron el siguiente estudio, cuyo objetivo fue “a)
Recopilacion de informacion actualizada a partir de publicaciones cientificas sobre
Campylobacter y campilobacteriosis atribuida al consumo de carne de aves de corral. b)
Presentar la realidad de Campylobacter en la produccion y su impacto en la salud publica a
nivel nacional e internacional. c¢) Identificar las lagunas de informacion existentes en el pais
con miras a un futuro andlisis cuantitativo de riesgos. d) Las bacterias del género
Campylobacter necesitan condiciones microaerdfilas para su desarrollo, lo que implica niveles
reducidos de oxigeno y didxido de carbono, situandose estos comiinmente entre un 3%y 15%
para el oxigeno, y entre un 3% y 10% para el CO.. Durante los procedimientos de aislamiento
en laboratorio, suele emplearse un entorno con una concentracion de oxigeno cercana al 5%.”
Donde se obtuvo como resultados que el Campylobacter es vulnerable al calor y puede ser
desactivado por el proceso de pasteurizacion o durante la coccion. En conclusion, la infeccion

por Campylobacter es causada regularmente por alimentos infectados con C. Jejuni y C. Coli.
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Casi siempre la infeccion es autolimitada, pero en nifios y personas inmunocomprometidas
pueden llegar hasta hospitalizacion. A su vez, se ha registrado resistencia a los medicamentos
en contra de Campylobacter; esto pone en evidencia la relevancia de monitorear

cuidadosamente el empleo de antimicrobianos en poblacion humana y animales.

Dionisia (22) en el 2024 en Peru, realizaron el siguiente estudio en Peru, cuyo objetivo fue “la
implementacion del método con Klebsiella para el cultivo del Campylobacter en muestras de
heces de pacientes pediatricos. Se determind que al emplear la técnica de cultivo con filtro
mediante el método propuesto por Klebsiella, 186 muestras resultaron negativas y 63 arrojaron
presencia positiva. Tenemos como conclusion que el uso del procedimiento basado en
Klebsiella para el crecimiento de Campylobacter tuvo un importante aporte al servicio de

pediatria y neonatologia para un resultado 6ptimo y confiable.

Naupa Congachi y Sanchez Pedraza (23) en el afio 2022 realizaron un estudio, el cual tuvo
como objetivo es “disefiar un prototipo eficiente para laboratorios de conservacion de
alimentos, orientado a facilitar la programacion y configuracion de pardmetros fisicos
(Temperatura, Oxigeno y Didxido de Carbono) y control Proporcional Integral Derivativo del
nivel de Nitrégeno para una cdmara de atmosfera controlada de grandes dimensiones mediante
método Root Locus”. Como resultado se obtuvo que durante la regulacion del detector de
oxigeno en distintas condiciones incluyendo aire desinfectado, un ambiente saturado con
diéxido de carbono y un segundo ambiente con alcohol permanente, se identifico correlacion
directa en el grado de oxigeno y la intensidad de flujo registrada. En base a estos hallazgos, se
seleccion6 el sensor ME2-02 para medir la concentracion de CO: en el desarrollo del estudio.
Como conclusion tenemos que se desarrollé un modelo de cdmara con atmdsfera controlada,

orientado al analisis de la conservacion de alimentos, el cual integra sensores para oxigeno,
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diéxido de carbono y temperatura; asi como un sistema de control PID destinado a regular los

niveles de nitrogeno (N2), cumpliendo con los objetivos y especificaciones establecidos.

2.2 Bases tedricas

Para el desarrollo de esta metodologia debemos tener en cuenta algunas definiciones previas.

2.2.1 Campylobacter

Campylobacter pertenece al grupo de bacterias Gram negativas que resulta positiva a las
pruebas de oxidasa y catalasa, con una morfologia espiral que recuerda a la letra "S" o a alas
de gaviota". Casi siempre sus especies proliferan en ambientes microaerofilos, requiriendo
aproximadamente un 5% de oxigeno, un 10% de CO: y un 85% de nitrogeno. El género
Campylobacter estd compuesto por 25 especies y 6 subespecies; entre ellas, las mas
comunmente identificadas en humanos son las termo tolerantes, como C. jejuni y C. coli.
Otras variedades, como C. upsaliensis 'y C. lari, también han sido identificadas en episodios
de diarrea, aunque su frecuencia de reporte es menor. En los seres humanos, la infeccion se
vincula con el uso de alimentos avicolas contaminados, especialmente carne de pollo. Sin
embargo, también puede relacionarse con la exposicion directa a aves de corral y agua no

potable, leche cruda, asi como con animales como gatos y cerdos. (24)

2.2.2 Propiedades fisiologicas del Campylobacter

El desarrollo y la supervivencia de Campylobacter estan determinados por diversos factores,
tanto internos como externos, lo que hace que su aislamiento sea un proceso complejo y, en
muchas ocasiones, poco exitoso. Asimismo, debido a sus elevadas exigencias ambientales, esta

especie tiende a perder viabilidad con gran facilidad. (25)


https://docs.google.com/document/d/1Hmz3e8d68mP_SW7bfHCGvSvPPYa-GN2k/edit#heading=h.3o7alnk
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2.2.3 Temperatura del crecimiento

Las bacterias del género Campylobacter son microorganismos que requieren condiciones
microaerofilos y capnofilos para su crecimiento. La mayor parte de las especies pertenecientes
a este género se multiplican de forma optima a 37 °C, aunque C. jejuni, C. coli y C. lari logran

crecer también a 42 °C. (26)

2.2.4 Campylobacteriosis

La campilobacteriosis es una gastroenteritis causada por especies patogenas de Campylobacter
y un tema importante de salud publica. Las infecciones por Campylobacter no solo ocasionan
cuadros gastrointestinales agudos, sino que en determinados casos pueden generar
complicaciones de mayor gravedad. Entre ellas se incluyen el sindrome de Guillain-Barré y la
artritis reactiva.

La campylobacteriosis puede presentarse de manera transitoria en algunos pacientes con colitis,
aunque en la mayoria no ocasiona sintomas relevantes. Sin embargo, en individuos con
inmunosupresion como aquellos con VIH/sida, diabetes o cancer la infeccion puede persistir
en el torrente sanguineo, produciendo episodios febriles prolongados o recurrentes y, en
ocasiones, afectando tejidos especificos como meninges (meningitis), huesos (osteomielitis),
articulaciones (artritis infecciosa). (27)

2.2.5 Estrés oxidativo de Campylobacter

El estrés oxidativo en Campylobacter es un tema importante para entender la fisiologia y la
patogénesis de estas bacterias, que son patdgenos comunes en los seres humanos y en animales.

El estrés oxidativo es debido a que el Niquel y el hierro son los encargados de activar la nife
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hidrogenasa que conduce a la tolerancia de oxigeno mediante su conversion al agua. Causando
una inhibicidon completa la cual genera radicales libres toxicos que impiden el crecimiento de
la bacteria o hasta la muerte. (28)

2.2.6 Métodos de deteccion de Campylobacter

Aislamiento por cultivo

Los métodos basados en cultivos para el aislamiento y deteccion de Campylobacter en
alimentos estan establecidos en las directrices de la Organizacion Internacional de
Normalizacion. La norma ISO 10272-1: 2006 define los procedimientos para su deteccion,
mientras que la norma ISO/TS 10272-2:2006 detalla el proceso de enumeracion.

El aislamiento del patogeno se realiza mediante cultivo en medios selectivos, seguido de una
incubacion a 41,5 °C durante 44 horas en un ambiente microaeréfilo. En el caso de muestras
clinicas, estas pueden cultivarse directamente en medios selectivos. Una vez aislado, el
hallazgo de Campylobacter se da segun sus caracteristicas morfologicas, bioquimicas y de
crecimiento. Los métodos mas empleados incluyen la coloracion de Gram y analisis
bioquimicas como catalasa, oxidasa, hidrdlisis de hipurato y reduccion de nitrato/nitrito.
Meétodos de deteccion rapida

Existen varias técnicas inmunoldgicas y moleculares utilizados en el ambito comercial con
fines de reconocimientos e identificacion de Campylobacter. La ventaja de estos métodos es
que pueden detectar células de Campylobacter en el estado VBNC.

Existen disponibles comercialmente diversos sistemas de inmunoensayo basados en
interacciones anticuerpo/antigeno, como el ensayo inmuno absorbente asociados a enzimas
(ELISA) y aglutinacion de latex.

Métodos de PCR

Los métodos que hacen uso de secuencias de ADN, incluyendo la técnica de PCR y la PCR

cuantitativa en tiempo real, estin ampliamente disponibles en forma de kits comerciales.
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Ademas, otras técnicas moleculares, como la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) y
el ADN polimorfico amplificado aleatoriamente (RAPD), también pueden emplearse para la

deteccion e identificacion de este organismo. (29)

2.2.7 Capnofilia

La capnofilia es una caracteristica microbioldgica que describe la afinidad de ciertos
microorganismos por ambientes con concentraciones elevadas de dioxido de carbono, estos
organismos, conocidos como capnoéfilos, requieren niveles de CO: elevados para su
crecimiento Optimo, generalmente entre el 5% y el 10% .Esta preferencia por el CO- se observa
en diversas bacterias de importancia clinica, como Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori

y Neisseria gonorrhoeae, las cuales crecen en condiciones capnofilas. (30,31)

2.2.8 Sobre Generador de CO2

El sistema integrado de BBL Gas Pak CO> de BD produce una atmosfera adecuada para el
aislamiento primario y el cultivo de bacterias anaerobias, microaerofilicas y capnofilicas
utilizando sobres generadores. Método aplicado al aislamiento de bacterias anaerobias, las
cuales no toleran el oxigeno y pueden morir en su presencia. El sistema de jarra Gas Pak
consiste de un recipiente de policarbonato durable disefiado con una tapa especial que se
asegura para producir un intercambio adecuado de gases en el interior del recipiente. El sistema
incluye: Jarra de policarbonato, tapa con O-ring, abrazaderas, catalizador y soporte metalico.
El sistema Gas Pak 150 contiene tres pilas de hasta 12 cajas de Petri de 100 x 15 mm. El sistema
de contenedores Gas Pak EZ favorece la formacion de un entorno enriquecido con didxido de
carbono, con niveles reducidos de oxigeno o totalmente anaerobio sin la adicion de agua o
catalizadores y mantener el ambiente deseado durante toda la incubacion. Disponible en dos

tamanos, construido con material irrompible y resistente a los quimicos. Con capacidad de 18
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0 33 cajas de Petri. El sistema de bolsa Gas Pak EZ ofrece la conveniencia de una bolsa
integrada a un kit completo con todo lo necesario para generar un ambiente anaerobico,
microaerofilico o CO> entorno enriquecido para dos cajas de Petri. (32)

Los sobres Gas Pak EZ producen al abrirse y prepararse un ambiente anaerobico,

microaerofilico o COz en un entorno enriquecido. (11)

2.2.9 Microaerofilia

Se refiere a las condiciones de baja y estricta concentracion de oxigeno (5%) necesarias para
el crecimiento de ciertos organismos. Entre estos, es relevante destacar la importancia de
Campylobacter y Helicobacter. (33) La microaerofilia es la capacidad de algunas bacterias para
crecer en condiciones con niveles reducidos de oxigeno aprox 5% y concentraciones elevadas
de dioxido de carbono entre 5% y 10%. El amoldamiento a estas condiciones se obtiene
mediante mecanismos bioquimicos y genéticos que permiten la proliferacion en ambientes
reducidos de oxigeno y alto contenido de CO-. Estudios han demostrado que la tolerancia al
oxigeno entre cepas de Campylobacter puede ser variable, influenciada por factores como el
medio de cultivo, interacciones polimicrobianas y formacion de biopeliculas. (34)

Otros estudios recientes también indican que algunos aislamientos de Campylobacter jejuni
pueden desarrollar Aero tolerancia, adaptindose a condiciones menos favorables vy

complicando su deteccion si no se llegan a utilizan métodos de cultivo apropiados. (35)

2.2.10 Sistema generador de atmosfera de capnofilia:

Se refiere a equipos, dispositivos y/o accesorios empleados para generar un entorno con una

concentracion de didéxido de carbono (COy) entre el 5 y el 10%. Esto incluye incubadoras
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equipadas con un sistema que monitorea el CO,, extrae el aire de la incubadora hacia una
camara de muestra, mide la concentracion de CO; e inyecta CO; puro hasta alcanzar los niveles
necesarios. También existen jarras herméticamente cerradas con sobres catalizadores que
generan esta atmosfera, o jarras con una vela, cuya llama se apaga al consumirse el oxigeno,
creando un ambiente con bajo contenido de oxigeno y alto en COx». Este ultimo método debe
considerarse como una opcion secundaria, ya que no dispone de mecanismos de control que

verifiquen si se ha alcanzado la concentracién adecuada de CO». (36)

2.211 ISO 16140-4

La norma ISO 16140-4, publicada en 2020, brinda un conjunto de procedimientos destinados
a validar métodos microbioldgicos dentro de un solo laboratorio, enfocados en el andlisis de la
cadena alimentaria. Este protocolo es crucial cuando no es viable realizar validaciones Inter
laboratoriales, ya que permite que un solo laboratorio demuestre la fiabilidad, precision y
aplicabilidad de sus métodos analiticos, ya sean cualitativos o cuantitativos. El protocolo busca
garantizar que los métodos empleados mantengan resultados consistentes y reproducibles,

incluso cuando se trata de adaptaciones de técnicas ya establecidas. (37)

2.2.12 Requerimientos para su cultivo de Campylobacter

El cultivo de Campylobacter. requiere condiciones ambientales determinadas debido a su
naturaleza microaerofilica. Es por ello que estos microorganismos necesitan una concentracion
de oxigeno reducida, usualmente entre el 3 % y 5 %, junto con un nivel elevado de dioxido de
carbono al 10 % para lograr su crecimiento Optimo. Ademas, la temperatura de incubacion
sugerida va entre 37 °C y 42 °C, siendo esta ultima especialmente ideal para especies como

Campylobacter jejuni, que es la mas usual en casos de gastroenteritis. (38)
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La utilizacion de medios especializados con componentes que estimulan el crecimiento de
bacterias especificas es también importante, ya que permiten restringir la multiplicacién
bacteriana contaminantes mientras favorecen la recuperacion de Campylobacter. Dichos
medios contienen agentes como cefoperazona y vancomicina, los cuales no afectan
significativamente la viabilidad del patogeno. Asimismo, la atmoésfera de cultivo debe
mantenerse constante durante la incubacidn para evitar alteraciones que podrian comprometer
la recuperacion de las cepas, considerando que Campylobacter. Es sensible a las
concentraciones elevadas de oxigeno atmosférico. Estas condiciones ambientales controladas

son esenciales para afirmar la fiabilidad de los resultados en el diagnostico clinico. (39)

2.2.13 Método HSB
El método HSB consiste en la combinacion de un 4cido y una base, especificamente vinagre y
bicarbonato de sodio, el cual genera una concentracion de CO> del 10%. El cual se realiz6 con

la siguiente reaccion quimica:
ACCIDO ACETICO 5% + BICARBONATO DE NA—®» ACETATO DE SODIO + 10% CO, + AGUA

CH;COOH + NAHCO3 — CH3;COONA + CO2 +H20
Esta condicion es esencial para el 6ptimo desarrollo de Campylobacter.
Este método se desarrolld como una alternativa ante la escasez de sobres generadores de CO»,
considerados como el "Gold estandar" ya que, en varios laboratorios del Ministerio de Salud
(MINSA) no cuentan con esto ya que cuentan con recursos economicos tal como lo muestra el
Plan operativo institucional del afio 2024 del hospital Docente Madre Nifio San Bartolomé
actualizado, en donde se observa que se da preferencia a otros sectores del hospital, de tal
manera que no se puede adquirir los sobres por un alto costo. En ausencia de estos sobres,
algunos laboratorios recurren al uso de velas para reducir el oxigeno y aumentar el CO»; sin
embargo, este procedimiento no proporciona las condiciones adecuadas para el crecimiento

optimo de Campylobacter.
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2.2.14 Validacion de métodos microbiologicos

La validacion de métodos microbioldgicos en el contexto del laboratorio clinico representa un
componente fundamental con el fin de avalar la confiabilidad y precision de los resultados
obtenidos. Este procedimiento permite verificar que un método analitico es apto para cumplir
con su proposito especifico, mediante la evaluacion de parametros analiticos como la
sensibilidad, especificidad, exactitud y precision. La norma ISO/IEC 17025:2017 indica que la
verificacion de métodos como un requisito indispensable para demostrar la competencia
técnica del laboratorio. Asimismo, la familia de normas ISO 16140 proporciona lineamientos
estructurados para la validacion y verificacion de métodos microbioldgicos, abarcando desde
estudios internos hasta ejercicios colaborativos entre laboratorios. La implementacion rigurosa
de estos estandares contribuye significativamente a la mejora continua de la calidad analitica,
al tiempo que fortalece la confianza de las autoridades regulatorias y de los usuarios en los
servicios ofrecidos por el laboratorio. (40)

Demostracion experimental que un método establecido funciona de acuerdo con las

especificaciones en las manos del usuario. (41)

2.2.15. Robustez

La robustez de un método microbiologico se refiere a su capacidad para mantener resultados
consistentes pese a variaciones en las condiciones experimentales, modificaciones en el nivel
de pH, la temperatura o el periodo de incubacion. Evaluar esto es fundamental para garantizar
que el procedimiento es confiable en escenarios rutinarios donde algunos parametros pueden

cambiar ligeramente. (42) De acuerdo con los estdndares internacionales, la evaluacion de la
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robustez implica modificar intencionalmente ciertos factores dentro de rangos aceptables para
observar si el método sigue generando datos precisos y reproducibles Esta evaluacion es
especialmente importante en entornos clinicos y de investigacion microbiologica, donde

mantener la estabilidad de las condiciones experimentales puede ser una dificultad diaria. (43)

2.2.16. Especificidad

La especificidad en los métodos microbiologicos hace referencia a la habilidad de un método
para identificar unicamente el microorganismo que se desea aislar, sin interferencias de otros
organismos presentes en la muestra. Este pardmetro es importante para asegurar la fiabilidad
de los resultados, sobre todo en muestras complicadas donde hay muchos tipos de microbios
presentes al mismo tiempo. Evaluar la especificidad implica confirmar que el método no
produce reacciones cruzadas con especies que no son las que se aislan, lo cual es importante
para evitar falsos positivos y garantizar la precision. Seglin estudios recientes, la especificidad
debe validarse mediante pruebas que incluyen cepas relacionadas y no relacionadas con el

patogeno de interés, asegurando que el método se diferencie entre ellas adecuadamente. (44)

2.2.17. Confiabilidad:

La confiabilidad, igualmente denominada fiabilidad, se refiere al grado de estabilidad y
uniformidad que presenta un procedimiento de medicion a lo largo del tiempo. Se define como
el nivel en que un instrumento produce resultados sin errores de medicion. (45) Confiabilidad
en los métodos microbioldgicos hace referencia a la habilidad de un procedimiento para brindar
reportes consistentes y precisos, incluso cuando se repite en diferentes condiciones o por
distintos operadores. Esta caracteristica es esencial para asegurar que los diagnosticos y anélisis
sean validos y reproducibles. La implementacién de protocolos de validacion, que incluyan
controles de calidad internos y externos, es importante para mantener altos estandares de

confiabilidad en los laboratorios clinicos y de investigacion. (46)
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2.2.18. Limite de deteccion

El limite de deteccion representa la concentracion minima detectable de un microorganismo
que un método analitico puede identificar de manera segura, sin que exista confusion con
interferencias del sistema. Este pardmetro es fundamental para determinar la sensibilidad de un
procedimiento, especialmente en muestras clinicas o ambientales donde las concentraciones
pueden ser muy bajas. En microbiologia, establecer el limite de deteccion preciso es clave para
asegurar que los métodos empleados puedan detectar la presencia de patdogenos incluso en

etapas tempranas de infeccion o en condiciones de escasa proliferacion bacteriana.(47)

La evaluacion del limite de deteccion implica pruebas sistematicas con diluciones conocidas,
y su interpretacion debe alinearse con estandares como los recomendados por la ISO 16140-4,
que especifica requisitos para la validacion de métodos alternativos de andlisis microbioldgico.

(48)

2.2.19. Precision

En la validacion de métodos analiticos hace referencia al grado de concordancia entre
resultados obtenidos en repetidas mediciones de una misma muestra bajo condiciones
especificas. Este concepto integra tanto la repetibilidad como la reproducibilidad. Una elevada
precision asegura que las mediciones sean consistentes y minimiza la variabilidad de errores
sistematicos o aleatorios. En microbiologia, evaluar la precision es indispensable para
garantizar la validez de los resultados, especialmente cuando se detectan bajos niveles de

microorganismos. (49)
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2.3 Formulacion de hipotesis

2.3.1

Hipotesis general

El método HSB es una alternativa valida para generar una atmosfera de CO: que permite el

crecimiento y aislamiento adecuado de cepas de Campylobacter Jejuni.

2.3.2

Hipétesis nula (Ho): El método HSB no cumple con los criterios analiticos de
validacion requeridos para generar una atmosfera de CO- adecuada que favorezca el
aislamiento de Campylobacter.

Hipoétesis alterna (Hi:): El método HSB si cumple con los criterios analiticos de
validacion requeridos para generar una atmosfera de CO: adecuada que favorezca el

aislamiento de Campylobacter.

Hipotesis especificas
El método HSB permitira que Campylobacter crezca de manera estable a diferentes
temperaturas y en distintos tiempos de incubacion.
El método HSB no favorecera el crecimiento de otros microorganismos distintos a
Campylobacter, mostrando poca o ninguna contaminacion.
El método HSB generaré resultados consistentes en las repeticiones bajo las mismas
condiciones de prueba.
El método HSB permitira observar crecimiento de Campylobacter incluso en diluciones

altas, alcanzando un limite de deteccion similar al de técnicas convencionales.


https://docs.google.com/document/d/1Hmz3e8d68mP_SW7bfHCGvSvPPYa-GN2k/edit#heading=h.23ckvvd
https://docs.google.com/document/d/1Hmz3e8d68mP_SW7bfHCGvSvPPYa-GN2k/edit#heading=h.ihv636
https://docs.google.com/document/d/1Hmz3e8d68mP_SW7bfHCGvSvPPYa-GN2k/edit#heading=h.ihv636
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CAPITULO III: METODOLOGIA
3.1 Método de la investigacion

Tal como sefala Sampieri, se entiende como el esquema o enfoque ideado para recopilar la
informacion necesaria. Asimismo, el disefio investigativo implica una planificacion operativa
orientada a recolectar los datos requeridos.
En este proyecto aplicamos el método de investigacion hipotético inductivo, que mediante un
proceso deductivo, busca aproximarse a la realidad verificando o descartando las hipotesis con
base en la evidencia obtenida de la practica. (50)

3.2. Enfoque de la investigacion
Este estudio tiene un enfoque cuantitativo, dado que se basa en la obtencion y procesamiento
de datos numéricos para evaluar pardmetros técnicos del método HSB, como su precision,
confiabilidad, especificidad, robustez y limite de deteccion, aplicados al crecimiento de cepas

de Campylobacter Jejuni bajo condiciones controladas. (50)

3.3. Tipo de investigacion
Consta de un estudio de caracter aplicado, debido que tiene como finalidad abordar una
necesidad o problema, con el objetivo de aplicar conocimientos y proponer estrategias para
ofrecer una solucion eficaz.
3.4. Diseiio de investigacion
La presente investigacion se enmarca dentro de un enfoque cuantitativo, con un disefio no
experimental, de tipo transversal y de naturaleza descriptiva orientada a la validacion analitica.
3.5. Poblacion y muestra
3.5.1. Poblacion:
La poblacion estd conformada por un total de diez cepas obtenidas a partir de aislamientos

clinicos de Campylobacter spp. provenientes del laboratorio del Hospital Nacional Docente


https://docs.google.com/document/d/1Hmz3e8d68mP_SW7bfHCGvSvPPYa-GN2k/edit#heading=h.32hioqz
https://docs.google.com/document/d/1Hmz3e8d68mP_SW7bfHCGvSvPPYa-GN2k/edit#heading=h.1hmsyys
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Madre Nifo San Bartolomé, ubicado en Lima, Peru, durante el periodo fines de Julio y primeras
semanas de agosto del 2025

3.5.2. Muestra:

La muestra estuvo conformada por tres cepas de Campylobacter jejuni obtenidas a partir de
aislamientos clinicos en el Hospital Nacional Docente Madre Nifio San Bartolomé; las cuales
fueron suficientes para poder validar el método HSB, segun la ISO 161404 siempre y cuando
considerando aislamientos viables y puros disponibles en el periodo de estudio. En total se
generaron 216 observaciones experimentales, resultado de multiplicar las condiciones
evaluadas: 3 cepas x 3 temperaturas x 3 tiempos de incubacion X 8 diluciones seriadas, que dio
como resultado 216 registros experimentales.

3.5.2.1. Criterios de inclusion:

e Cepas puras de Campylobacter obtenidas a partir de muestras clinicas procesadas en el
laboratorio del hospital durante el periodo de investigacion.

e Cepas de Campylobacter previamente aisladas y confirmadas mediante métodos
microbioldgicos convencionales.

o Cepas obtenidas en el laboratorio del Hospital Nacional Docente Madre-Nifio San
Bartolomé durante el periodo de estudio 2025.

3.5.2.2. Criterios de exclusion:

e Cepas con presencia de flora acompanante o contaminacion cruzada detectada en
controles de pureza.
3.5.3. Muestreo:
Se trata de un procedimiento de seleccion no probabilistico por conveniencia fundamentado en

la disponibilidad de las muestras (51).
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Variables Definicion conceptual Deﬁmc} on Dimensiones Indicadores Esca.la. (,16 Escala Valorativa
Operacional Medicion
. Crecimiento o Adecuado: Crecimiento
bacteriano Cuantitativa optimo
discreta . .
Inadecuado: Sin crecimiento
Optimo:
Robustez prmo
S . o 24h
La validacion del . Tiempo de Cuantitativa Aceptable:48-
método HSB se Crecimiento (horas) continua 79k ’
. evalué mediante No aceptable: mas de
Validar un método es | los siguientes 72h
un procedimiento en el | pardmetros — —
cual se demuestra establecidos: Especificidad Crecimiento Gnico de Cualitativa SI/ NO
., mediante estudios precision, Campylobacter
Validaciéon . ” s
del método sistematicos y especificidad, Alt ibilidad (detecta < 102
evidencia experimental |robustez, a sensibilidad (detecta
HSB Iy s . . . UFC/mL)
que un procedimiento | confiabilidad y Limite de Concentracién minima C o Moderada (1072 - 1073
es confiable, limite de deteccion detectable uantitativa oderada ( i
reproducible, preciso deteccion, UFC/MI) . .
para su proposito. conforme a guias Baja (>1073)
microbiologicas
internacionales
como la ISO. Alta (CV
e <10%)
Precision iesﬁigzglsdad de Cuantitativa Media (CV entre 10-

20%)
Baja (CV >20%)



https://docs.google.com/document/d/1Hmz3e8d68mP_SW7bfHCGvSvPPYa-GN2k/edit#heading=h.1v1yuxt
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3.7 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.7.1 Técnica

La recopilacion de informacion sobre el método HSB aplicadas en cepas obtenidas a partir de
aislamientos clinicos de Campylobacter en el laboratorio del Hospital Nacional Docente Madre
- Nifio San Bartolomé se llevd a cabo a través de una ficha técnica donde mediremos la

robustez, especificidad, limite de deteccion y precision.

3.7.2 Descripcion de instrumentos

En el presente estudio, se empled un instrumento para recoleccion de informacion basado en
una ficha previamente estructurada a las necesidades del estudio sobre la validacion del método
HSB, que se enfoca en la produccion de una atmosfera con altas concentraciones de CO- para
el cultivo de Campylobacter. Este instrumento consta de varios componentes que corresponden
a los aspectos clave de la investigacion: precision, robustez, especificidad y limite de deteccion.
Estas se fundamentan en las directrices de la norma ISO 16140-4, con el proposito de garantizar
una evaluacion adecuada.

La ficha est4 organizada en un formato tabular para facilitar la anotacion de resultados durante
la experimentacion. Cada pardmetro tiene indicadores medidos a través de una escala ordinal
y una escala valorativa, lo que permite una evaluacion tanto cualitativa como cuantitativa.
Para garantizar la validez del instrumento, se llevd a cabo una evaluacion de 3 expertos en

Microbiologia, quienes analizaran la claridad, relevancia y pertinencia de cada item.


https://docs.google.com/document/d/1Hmz3e8d68mP_SW7bfHCGvSvPPYa-GN2k/edit#heading=h.4f1mdlm
https://docs.google.com/document/d/1Hmz3e8d68mP_SW7bfHCGvSvPPYa-GN2k/edit#heading=h.2u6wntf
https://docs.google.com/document/d/1Hmz3e8d68mP_SW7bfHCGvSvPPYa-GN2k/edit#heading=h.19c6y18
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3.7.3 Validacion

Proceso mediante el cual se proporciona evidencia objetiva que demuestra que los requisitos
establecidos han sido satisfechos para el uso o aplicacion especifica de métodos que no estan
estandarizados (52). Para llevar a cabo un proceso de validacion del método HSB apropiado,
se asigno la tarea a tres jurados expertos: un Tecnologo Médico de laboratorio clinico con titulo
de magister y/o doctorado. Una vez terminado el proceso de validacion, cada evaluador emite

un documento que acredita la validez del instrumento.

3.7.4 Confiabilidad

La confiabilidad se valoro verificando si el método HSB producia resultados consistentes al
repetir las pruebas bajo las mismas condiciones. Para ello, cada combinacidn de temperatura y
dilucion se aplico en tres repeticiones por cepa. El registro se realiz6 de forma cualitativa,
utilizando dos categorias: crecimiento Optimo y sin crecimiento. Un resultado se considero
confiable cuando, al menos dos repeticiones de la categoria observada fue la misma. Este
enfoque permitid identificar posibles variaciones entre repeticiones y garantizar la estabilidad

del método a lo largo de las pruebas.

3.8 Plan de procesamiento y analisis de datos
La obtenciéon de informaciéon de la investigacion se llevd a cabo durante las pruebas
experimentales orientadas a la generacion de dioxido de carbono, utilizando la combinacion de
acido acético (vinagre) y bicarbonato de sodio, asi como el crecimiento de Campylobacter. Los
principales parametros para considerar son:

e Tiempo de crecimiento bacteriano el cual se documentara el tiempo de incubacion

desde la siembra de las cepas hasta la presencia de colonias en las placas Petri.


https://docs.google.com/document/d/1Hmz3e8d68mP_SW7bfHCGvSvPPYa-GN2k/edit#heading=h.3tbugp1
https://docs.google.com/document/d/1Hmz3e8d68mP_SW7bfHCGvSvPPYa-GN2k/edit#heading=h.28h4qwu
https://docs.google.com/document/d/1Hmz3e8d68mP_SW7bfHCGvSvPPYa-GN2k/edit#heading=h.nmf14n
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e Observacion de crecimiento bacteriano en el cual se observara desde el crecimiento de
las cepas de Campylobacter Jejuni en las placas Petri con medio selectivo.

Para el procesamiento de datos se realizara mediante las siguientes dimensiones:

e Robustez
La robustez del método HSB se probo verificando el crecimiento en tres temperaturas de
incubacion diferentes (32°, 37°C y 42°C) y evaluando el tiempo de crecimiento (24h, 48h y
72h) asegurando que la generacion de CO: se mantenga estable y proporcione un ambiente
adecuado para el crecimiento de Campylobacter Jejuni y asi comparar si sigue creciendo
adecuadamente bajo estas condiciones, esto se midié mediante pruebas de Chi? para comparar
crecimiento entre temperaturas para cada dilucion.

e Especificidad
La especificidad se determind evaluando si el método HSB favorece selectivamente el
crecimiento de Campylobacter Jejuni sin promover el crecimiento de bacterias contaminantes.
Para ello, se utilizd muestras puras y dando hasta 72h de incubacion, y si se observo si el
método permite aislar exclusivamente Campylobacter Jejuni . Esto se realizard mediante la
prueba de Chi?

e Limite de deteccion
Con la finalidad de establecer este parametro del método HSB se partid de un cultivo inicial de
Campylobacter Jejuni, en la escala de McFarland con una concentracion de 1.5 * 103 UFC/mL.
Se preparo diluciones decimales sucesivas, comprendidas entre 10"y 107® UFC/mL, las cuales
fueron inoculadas en placas conteniendo agar sangre, empleando un filtro de nitrocelulosa
como soporte incubadas a 32°C, 37°C y 42°C por 24, 48 y 72 horas en jarra de anaerobiosis
utilizando la atmodsfera generada con el método HSB para favorecer las condiciones de

microaerofilia. Esto se medira con el método Kruskal-Wallis.
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e Precision
Para la determinacion de este parametro del método HSB se verifico mediante la evaluacion
de la repetibilidad. Para ello, se realizaron ensayos replicados utilizando una misma cepa de
Campylobacter Jejuni en dias no consecutivos. Cada dia se realizaron al menos tres cultivos
con las mismas condiciones experimentales, se empled el indice de Kappa de Cohen, ya que
este estadistico es adecuado para datos cualitativos dicotdmicos (crecimiento/no crecimiento)

y asi medir el grado de repetibilidad mas alla del azar.

El andlisis estadistico fue realizado para evaluar la eficacia del método HSB, usando graficos
y tablas. Los resultados seran presentados de manera clara y visualmente accesible. Al finalizar
se dio las conclusiones sobre la validez del método HSB en la generacion de atmosferas

capnofilicas y su aplicacion en la rama de microbiologia.

3.9 Aspectos éticos

La presente tesis se desarrollé conforme a lo dispuesto en el Reglamento del Codigo de Etica
para la Investigacion (PNN-EES-REG-001) de la Universidad Norbert Wiener. Se garantiz6 el
cumplimiento riguroso de las normativas de bioseguridad vigentes para el manejo de cepas
obtenidas a partir de aislamientos clinicos de Campylobacter spp. y para la produccion de
diéxido de carbono en condiciones controladas de laboratorio. Asimismo, el protocolo del
estudio fue evaluado y conto con la aprobacion de la jefa del servicio de Patologia Clinica del

Hospital Nacional Docente Madre Nifio San Bartolomé.


https://docs.google.com/document/d/1Hmz3e8d68mP_SW7bfHCGvSvPPYa-GN2k/edit#heading=h.37m2jsg
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CAPITULO 1V: PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
4.1 Resultados:

4.1.1 Analisis descriptivo de resultados:

Este estudio se evaluo el desempefio del método HSB para la generacion de una atmosfera rica
en didxido de carbono (CO:2) empleando un total de 216 ensayos. Estas pruebas resultaron del
uso de tres cepas de Campylobacter jejuni con distintas condiciones experimentales, variando
la temperatura de incubacién y el grado de dilucidn. La organizacion de este disefio permitio
obtener informacion detallada sobre como cada parametro influye en el comportamiento de la
bacteria y en la eficacia del método propuesto. Los resultados se presentan organizados por
dimension de validacion, robustez, precision, especificidad y limite de deteccion con el fin de

facilitar su anélisis y comparacion.

e Robustez

La evaluacion de la robustez se realiz6 analizando la capacidad del método HSB para sostener
el crecimiento de Campylobacter jejuni bajo diferentes condiciones de incubacion,
especificamente a 32 °C, 37 °C y 42 °C, aplicando diluciones seriadas de la bacteria desde
107" hasta 10°8. Los hallazgos demostraron que el método HSB mantiene un alto rendimiento
a 42 °C, donde se detecto crecimiento incluso en las diluciones mas extremas, alcanzando 1078
cuando se consider6 al menos una réplica positiva y hasta 107 bajo el criterio de dos de tres
repeticiones positivas. En contraste, a 37 °C la viabilidad del microorganismo se mantuvo hasta
la dilucion 1073, mientras que a 32 °C el crecimiento solo fue observable hasta las diluciones

107!y 1072, lo que confirma un rendimiento menor en condiciones suboptimas.



Tabla 1. Porcentaje de crecimiento por temperatura y dilucion

Dilucién 32°C 37°C 42°C
le-1 100 100 100
le-2 33 100 100
le-3 0 0 100
le-4 0 0 78
le-5 0 0 67
le-6 0 0 67
le-7 0 0 56
le-8 0 0 33
Grafico 1. Porcentaje de crecimiento por temperatura y dilucion
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Para evaluar la robustez del método HSB se comparé la proporcion de crecimiento dptimo
entre las tres temperaturas (32 °C, 37 °C y 42 °C) a lo largo de ocho diluciones seriadas (10
a 107®). Se aplic6 la prueba Chi-cuadrado de independencia sobre la tabla de frecuencias
obtenida. El anélisis mostr6 un estadistico un valor de p < 0.05, se rechaza la hipotesis nula,
concluyéndose que la proporcion de crecimiento optimo difiere significativamente entre las
temperaturas evaluadas para las distintas diluciones, evidenciando que la temperatura influye
de manera significativa en la capacidad del método para mantener crecimiento a lo largo de las

diluciones.

e Especificidad

La especificidad se analizd a partir de la deteccion de contaminacion en las placas de cultivo.
Comentar que la contaminacion registrada en este estudio no se relaciona con el nlimero de
aislamientos utilizados, sino con factores propios del trabajo microbioldgico. Entre las posibles
causas se incluyen manipulaciéon de las placas, exposicion momentanea al ambiente y
condiciones de incubacion, especialmente a 37 °C. En total, se registrdé un 4,6% de
contaminacion, distribuido en 1,4% para 32 °C, 6,9% para 37 °C y 5,6% para 42 °C. Estos

valores fueron reducidos y no afectaron de manera significativa la valoracion del método HSB.

Tabla 2. Deteccion de contaminacion por Temperatura

Temperatura Contaminaciones  Total Especificidad (%)
32°C 1 72 98.6
37°C 5 72 93.1
42°C 4 72 94.4

Global 10 216 95.4
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Grafico 2. Deteccion de contaminacion por Temperatura
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Para evaluar si la proporcion de contaminacién difiere entre las tres cepas analizadas, se aplicd
la prueba de Chi-cuadrado de homogeneidad sobre una tabla de contingencia 3x2. La hipotesis
nula (Ho) establecié que la proporcion de contaminacion es igual en las tres cepas, mientras
que la hipotesis alternativa (Hi) planted que al menos una cepa presenta una proporcion
diferente. Se utilizd un nivel de significancia a = 0,05 y prueba bilateral. El resultado del
analisis fue un valor p = 0,9005. Dado que p > 0,05, no se rechaz6 la hipotesis nula, dando
como conclusion que no existen diferencias estadisticamente significativas en la proporcion de

contaminacion entre las cepas evaluadas.

e Limite de deteccion

El limite de deteccion se definié como la dilucion mas alta en la que aun se observo
crecimiento. Para ello, se aplicaron dos criterios: el primero, denominado LOD _any, cuando al
menos una réplica fue positiva; y el segundo, LOD 50, cuando dos de tres repeticiones
mostraron crecimiento. A 42 °C el método permitio deteccion hasta 10°® en LOD any y 107
en LOD _50. En 37 °C el limite alcanzado fue 1073 para ambos casos, mientras que en 32 °C se

registro hasta 102 en LOD anyy 107! en LOD _50.
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Tabla 3. Limite de deteccion de acuerdo a la temperatura

Temperatura LOD_ any LOD 50
32°C le-2 le-1
37°C le-3 le-3
42°C le-8 le-7

Grafico 3. Limite de deteccion de acuerdo a la temperatura
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Se busco determinar si el limite de deteccion del método HSB cambiaba segun la temperatura
de incubacion (32 °C, 37 °C y 42 °C). Para ello, se aplicé la prueba estadistica de Kruskal—
Wallis utilizando dos criterios: LOD_any (cuando al menos una réplica resultd positiva) y
LOD_50 (cuando dos de tres réplicas fueron positivas).En ambos casos, el andlisis arrojo un

valor de p = 0.1256. Dado que en ambos criterios el valor p fue mayor que el nivel de
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significancia a. = 0.05, no se rechaza la hipotesis nula, concluyéndose que no existen diferencias

estadisticamente significativas en el limite de deteccion del método entre las temperaturas

evaluadas.
e Precisién

La precision del método HSB se analizdo mediante el coeficiente Kappa de Fleiss,
tomando en cuenta cada combinacion de cepa, temperatura y dilucion, con tres repeticiones
por condicién. El resultado obtenido fue k = 1.00 con un valor de p < 0.001, lo que refleja un
nivel de concordancia total entre las réplicas. Con un nivel de significancia de a = 0.05, se
descarto la hipdtesis nula (Ho: ¥ = 0, acuerdo debido al azar), dando como conclusion que el

método mostrd una repetibilidad completa en todos los escenarios evaluados.

Tabla 4. Resumen de repetibilidad intra-condicién

Condicion (Cepa, Temp, Dilucion) N° réplicas Concordancia Kappa de Fleiss

72 combinaciones distintas 3 100 % 1.00

Grafico 4. Resumen de repetibilidad intra-condicion
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4.1.2 PRUEBA DE HIPOTESIS

El propdsito de este estudio fue comprobar la eficacia del método HSB como opcién para
producir una atmdsfera rica en CO: que permita el adecuado aislamiento de Campylobacter, se
estableci6 un sistema de hipdtesis basado en el cumplimiento de criterios analiticos de

validacion: robustez, precision, especificidad y limite de deteccion.

Hipotesis

o Hipdtesis nula (Ho): El método HSB no cumple con los criterios analiticos de
validacion requeridos para generar una atmosfera de CO: adecuada que favorezca el
aislamiento de Campylobacter.

o Hipdtesis alterna (Hi): El método HSB si cumple con los criterios analiticos de
validacion requeridos para generar una atmosfera de CO: adecuada que favorezca el

aislamiento de Campylobacter .

Pruebas estadisticas

La validacién del método HSB se realizo mediante el andlisis de los siguientes criterios,

utilizando pruebas estadisticas apropiadas:

e Robustez: evaluada mediante una prueba de independencia Chi cuadrado para
determinar la asociacion entre la temperatura y la dilucion sobre la proporcion de
crecimiento Optimo. Se obtuvo un valor de y*> = 49.28, con gl = 14 y p = 8.05%107¢, lo
cual permitid rechazar la hipotesis nula y evidenciar que la temperatura influye

significativamente en el mantenimiento del crecimiento a lo largo de las diluciones.
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e Precision (repetibilidad): determinada mediante el coeficiente Kappa de Fleiss sobre
triplicados por condicion (cepa—temperatura—dilucion). El andlisis arrojo un valor k =
1.00 con p <0.001, lo que demuestra un acuerdo perfecto entre réplicas.

o Especificidad: analizada mediante Chi cuadrado para contrastar las proporciones de
contaminacion entre temperaturas. No se hallaron diferencias estadisticamente
significativas (y* = 4.44; gl = 2; p = 0.108), lo que indica que el método es consistente
entre condiciones evaluadas.

e Limite de deteccion (LOD): comparado entre temperaturas mediante la prueba de
Kruskal-Wallis. No se observaron diferencias globales estadisticamente significativas
(LOD_any: H=4.15; gl =2; p=0.1256; LOD 50: H =4.15; gl = 2; p = 0.1256). No
obstante, en términos operativos, el método mostro los valores de deteccion mas bajos
a42°C (LOD any =10®%y LOD 50 = 107), frente a valores considerablemente mas

altos a37°Cy 32 °C.

Conclusion de la prueba de hipotesis

Los hallazgos alcanzados llevaron a descartar la hipdtesis nula y a respaldar la hipotesis
alternativa, lo que demuestra que el método HSB satisface los pardmetros exigidos en una
validacion analitica. Asimismo, se confirma que este procedimiento representa una opcion
factible para generar un ambiente enriquecido con CO: que facilita el desarrollo y aislamiento

de Campylobacter Jejuni bajo las condiciones analizadas.
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4.1.3 DISCUSION DE RESULTADOS

El presente estudio tuvo como proposito validar el método HSB como una nueva alternativa
para generar una atmosfera rica en CO: y favorecer el crecimiento de Campylobacter en
condiciones controladas. Los resultados obtenidos permiten confirmar que este método
cumple con los criterios de validacion descritos en la ISO 16140-4, que establece parametros
como robustez, precision, especificidad y limite de deteccion para la verificacion de métodos

microbiologicos en un solo laboratorio. (13,52)

En relacion con la robustez, se observo que el crecimiento fue mayor a 42 °C, incluso en las
diluciones mas altas (10°®), mientras que a 37 °C el limite se redujo a la dilucién 1073 y a 32
°C solo hasta la dilucion 1072, Este resultado es coherente con lo descrito por Igwaran y
Okoh, quienes sefialan que C. jejuni es un microorganismo termotolerante, quien da un
mejor desempefio a temperaturas elevadas, en concordancia con el ambiente intestinal de las
aves, su principal reservorio. (2)

Del mismo modo, Bayona y Quintero reportan que C. jejuni presenta un rango de crecimiento
optimo entre 37 °C y 42 °C, con una clara preferencia por la temperatura mas alta. (3)
Estos hallazgos demuestran que la temperatura es un factor determinante para mantener la
viabilidad de la bacteria, como también lo reconoce la OMS. (1)

En cuanto a la precision, se obtuvo un valor de Kappa = 1.00, lo que indica un acuerdo
perfecto entre réplicas. Este resultado supera lo reportado en otras validaciones
microbiologicas, donde los niveles de concordancia suelen ser mas variables. (18)

Una posible explicacion es que, al trabajar con cepas clinicas bajo condiciones
estandarizadas y con tres repeticiones por combinacion experimental, se redujo la posibilidad

de discrepancias. Esto confirma que el método HSB tiene un alto nivel de reproducibilidad,
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un requisito esencial para su implementacion rutinaria en laboratorios clinicos de bajos
recursos. (46)

La especificidad mostré un nivel bajo de contaminacion dando un total de 10 casos, con
mayor frecuencia a 37 °C. Este hallazgo coincide con lo descrito por Ticona et al., quienes
observaron que la flora acompanante puede interferir en el aislamiento de Campylobacter
spp. cuando se trabaja con matrices como carne de pollo. (5)

Sin embargo, la baja proporcion de contaminaciones en este estudio respalda que el método
HSB no favorece el crecimiento de bacterias competidoras en condiciones controladas, lo

que constituye una ventaja frente a métodos.

Respecto al limite de deteccion (LOD), se evidencid una mayor sensibilidad a 42 °C,
alcanzando un crecimiento incluso en diluciones extremas. Este comportamiento es
consistente con lo sefialado en la norma ISO 16140-4, el cual establece que el LOD debe
determinarse en condiciones que maximicen el crecimiento de la bacteria objetivo. (13,52)
Asimismo, otros autores destacan que este parametro es clave para evaluar la capacidad de
un método de detectar cargas bacterianas bajas, lo cual es relevante para garantizar la
deteccion en infecciones con baja concentracion inicial. (49,51)

Un aspecto a resaltar es la viabilidad economica del método HSB. Mientras que los sobres
GasPak de CO» y las cdmaras microaerofilas son efectivos, su costo y disponibilidad pueden

ser limitantes en laboratorios de bajos recursos. (11,36)

En contraste, el método HSB se basa en bicarbonato de sodio y acido acético al 5% (vinagre),
los cuales son insumos accesibles y de bajo costo, por lo que lo convierte en una alternativa

realista para contextos con recursos restringidos. Soto et al. enfatizan que la implementacion
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de métodos simples y reproducibles es esencial para mejorar la capacidad diagnostica en
microbiologia. (16)

Finalmente, es necesario reconocer algunas limitaciones.

El estudio se realizo con tres cepas de C. jejuni provenientes de aislamientos clinicos, lo cual
cumple con el minimo recomendado por la ISO 16140-4 para validaciones en un solo
laboratorio (13), pero restringe la extrapolacion a otras especies del género Campylobacter.
Ademés, el uso de cepas de referencia (ATCC) habria permitido comparaciones mas
estandarizadas.

Aun asi, los hallazgos obtenidos confirman que el método HSB es robusto, preciso y

aplicable, constituyendo una herramienta valiosa para entornos que carecen de sobres

Gaspak COo.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

El método HSB fue validado satisfactoriamente como una alternativa técnica viable para
la generacion de una atmosfera de CO: destinada al aislamiento de Campylobacter spp. en
el Hospital Madre Nifio Docente San Bartolomé, demostrando desempefio adecuado segin
los criterios analiticos establecidos.

Se demostro la robustez del método HSB, evidenciando que la temperatura tiene un efecto
significativo sobre la proporcion de crecimiento Optimo de Campylobacter Jejuni
.manteniéndose estable su desempefio experimental incluso ante variaciones controladas
de dilucion y temperatura. La temperatura 6ptima identificada fue 42 °C.

El método presentd alta precision, con un acuerdo perfecto entre réplicas (k = 1.00),
confirmando su reproducibilidad en condiciones operativas controladas, permitiendo su
estandarizacion en rutinas de laboratorio microbiologico.

La especificidad, del método HSB no favorecio el crecimiento de microorganismos
contaminantes ni mostro interferencias entre condiciones de incubacion, lo cual valida su
utilidad en el aislamiento selectivo de Campylobacter spp.

Se determin6 que el limite de deteccion fue mas sensible a 42 °C, siendo superior a los
obtenidos a temperaturas inferiores, lo que reafirma la capacidad del método para detectar
bajos niveles de carga bacteriana bajo condiciones Optimas.

Estos hallazgos respaldan que el método HSB cumple con los requisitos técnicos y
operativos para ser implementado como una solucion accesible, reproducible y eficaz en
entornos con recursos limitados, contribuyendo al fortalecimiento de las capacidades

diagnosticas y de vigilancia de Campylobacter spp.
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5.2 RECOMENDACIONES

Se sugiere implementar el método HSB en los laboratorios microbiolégicos del Hospital
Nacional Docente Madre-Nifio San Bartolomé como una alternativa accesible y confiable
para el cultivo de Campylobacter spp., especialmente en areas donde no se dispone de
equipos especializados para el control atmosférico.

Considerando que el rendimiento 6ptimo se obtuvo a 42 °C, se recomienda estandarizar esta
temperatura como condicion de incubacion preferente, a fin de garantizar una mayor
sensibilidad en la deteccion de Campylobacter jejuni.

Dado que el método mostrd una precision perfecta en las repeticiones, se aconseja su uso en
protocolos rutinarios de diagnostico, con el fin de asegurar resultados consistentes y
comparables entre diferentes ensayos.

Se recomienda continuar evaluando la especificidad del método HSB frente a otros
microorganismos potencialmente presentes en muestras clinicas o alimentarias, para
confirmar su aplicabilidad en contextos méas amplios.

Con el fin de fortalecer la vigilancia epidemioldgica, se aconseja incorporar este método en
estudios de control y seguimiento de Campylobacter spp. en poblaciones de riesgo y en
matrices alimentarias, optimizando asi la capacidad diagndstica en laboratorios con recursos
limitados.

Seria pertinente realizar investigaciones complementarias que comparen el método HSB
con sistemas comerciales como los sobres GasPak, a fin de demostrar su competitividad y

ampliar la evidencia cientifica que respalde su uso.



44

REFERENCIAS

1. World Health Organization (WHO). Campylobacter [Internet]. Geneva: WHO; 2020

[citado 23 dic 2024]. Disponible en: https://www.who.int/es/news-room/fact-

sheets/detail/Campylobacter

2. Igwaran A, Okoh Al. Human Campylobacteriosis: a public health concern of global
importance. Heliyon [Internet]. 2019 nov;S. Disponible en:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6861584

3. BayonaA, Quintero B. Campylobacter jejuni, una problematica actual en salud publica.
Bogota: Universidad de Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A.; 2023.

4. Universidad Nacional de Cordoba. Busqueda de Campylobacter spp. termotolerantes
en pollos parrilleros en la ciudad de Coérdoba [Internet]. Cérdoba: UNC; 2020.
Disponible en:

https://repositoriosdigitales.mincyt.gob.ar/vufind/Record/ RDUUNC _360e8{f3952b04

7¢092fc3e8695¢c2456¢c4

5. Ticona MC, Silva AME, Donado Godoy MP. Presencia de Campylobacter spp. en carne
cruda de pollo segun su procedencia y expendio en mercados de la ciudad de La Paz,
Bolivia. J Selva Andina Anim Sci [Internet]. 2024 [citado 23 dic 2024];11(2):65-74.
Disponible en: http://www.scielo.org.bo/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2311-
25812024000200035

6. Quino Sifuentes W. Impacto en la salud publica de Campylobacter jejuni aisladas de
pacientes con Sindrome de Guillain-Barré. Pera; 2022.

7. Ministerio de Salud. La bacteria Campylobacter es actualmente la principal causa de
las enfermedades transmitidas por alimentos en el mundo [Internet]. Lima: MINSA;

2024 [citado 23 dic 2024]. Disponible en:


https://docs.google.com/document/d/1Hmz3e8d68mP_SW7bfHCGvSvPPYa-GN2k/edit#heading=h.111kx3o
https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/Campylobacter
https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/Campylobacter
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6861584
https://repositoriosdigitales.mincyt.gob.ar/vufind/Record/RDUUNC_360e8ff3952b047c092fc3e8695c2456c4
https://repositoriosdigitales.mincyt.gob.ar/vufind/Record/RDUUNC_360e8ff3952b047c092fc3e8695c2456c4

10.

11.

12.

13

45

https://www.gob.pe/institucion/minsa/noticias/658830-la-bacteria-capmylobacter-es-
actualmente-la-principal-causa-de-las-enfermedades-transmitidas-por-alimentos-en-
el-mundo

Ochoa TJ, Ruiz J, Molina M, et al. Campylobacter transmission in a Peruvian
shantytown: a longitudinal study using strain typing of Campylobacter isolates from
chickens and humans in household clusters. J Infect Dis [Internet]. 2003;187(2):260—
269. Disponible en: https://academic.oup.com/jid/article-abstract/187/2/260/846176
Meégraud F, Thijsen SFT. Helicobacter pylori y Campylobacter. En: Cohen J, Powderly
WG, Opal SM, editores. Enfermedades infecciosas. 3ra ed. Barcelona: Elsevier; 2010.
Agencia Chilena para la Inocuidad y Calidad Alimentaria (ACHIPIA). Campylobacter
spp. Ficha de peligros ACHIPIA N°01/2017. Santiago: ACHIPIA; 2017.

Virexa. Generador GasPak CO: GPK [Internet]. 2025 [citado 11 ene 2025]. Disponible
en: https://viresa.com.mx/sobre-generador-gaspak-co2-gpk--260679

Hospital Nacional Docente Madre Nifio San Bartolomé. Planeamiento estratégico 2024
[Internet]. Lima: HONADOMANI-SB; 2024. Disponible en:

https://sieval.sanbartolome.gob.pe/transparencia/PLANEAMIENTO ESTRATEGIC

O/RD%20N%C2%B0276-2024-

DGHONADOMANI%20SBPlan%200perativo%?20Institucional%20Anual%202025

%20HONADOMANI%20SB.pdf

. International Organization for Standardization. ISO 16140-4:2020. Microbiology of the

food chain — Method validation — Part 4: Protocol for method validation in a single

laboratory. Geneva: 1SO; 2020.

14. Universidad de Chile. Deteccion y caracterizacion de Campylobacter spp. desde heces

de bovinos de lecheria de predios de la Regiéon Metropolitana [tesis de licenciatura en


https://sieval.sanbartolome.gob.pe/transparencia/PLANEAMIENTO_ESTRATEGICO/RD%20N%C2%B0276-2024-DGHONADOMANI%20SBPlan%20Operativo
https://sieval.sanbartolome.gob.pe/transparencia/PLANEAMIENTO_ESTRATEGICO/RD%20N%C2%B0276-2024-DGHONADOMANI%20SBPlan%20Operativo
https://sieval.sanbartolome.gob.pe/transparencia/PLANEAMIENTO_ESTRATEGICO/RD%20N%C2%B0276-2024-DGHONADOMANI%20SBPlan%20Operativo

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

46

Internet]. Santiago: Universidad de Chile; 2018 [citado 25 abr 2025]. Disponible en:
https://repositorio.uchile.cl/handle/2250/182075

Levican A, Hinton A. Campyair: un nuevo medio selectivo y diferencial para el
aislamiento de Campylobacter spp. sin necesidad de atmosfera microaerdbica. EE. UU.;
2022.

Soto S, Allain T, Cahill L, O'Connor PM. Overview of methodologies for the culturing,
recovery and detection of Campylobacter spp. J Microbiol Methods. 2022;194:106407.
Universidad de Oviedo. Microbiologia sanitaria: Estudio de caracterizacion
microbiologica y molecular de microorganismos de interés para la salud publica.
Oviedo: Universidad de Oviedo; 2024.

Martinez J. Verificacion del método de VIDAS CAM para la deteccion de
Campylobacter spp. en alimentos seleccionados y muestras de ambientes de produccion
[tesis]. Pamplona: Universidad de Pamplona; 2020 [citado 19 feb 2025]. Disponible en:

http://repositoriodspace.unipamplona.edu.co/jspui/bitstream/20.500.12744/3335/1/Ma

1t%C3%ADnez_2020_TG.pdf

Samayoa Ordoniez J, Herndndez de Ledn E. Titulo del documento [Internet].
Guatemala: Universidad Galileo; 2023 [citado 3 abr 2025]. Disponible en:

https://biblioteca.galileo.edu/xmlui/...

Eloisa C, Valentina A. Optimizacién y validacion de un PCR en tiempo real para la
deteccion y genotipificacion de Campylobacter spp como bacteria causante de
gastroenteritis [tesis en Internet]. Ledn: UNAN-Leo6n; 2023 [citado 7 abr 2025].
Disponible en:

http://riul.unanleon.edu.ni:8080/jspui/bitstream/123456789/9779/1/253444 pdf

Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA). Campylobacter spp. en carne de aves

de corral. Lima: SENASA; 2021.


http://repositoriodspace.unipamplona.edu.co/jspui/bitstream/20.500.12744/3335/1/Mart%C3%ADnez_2020_TG.pdf
http://repositoriodspace.unipamplona.edu.co/jspui/bitstream/20.500.12744/3335/1/Mart%C3%ADnez_2020_TG.pdf
https://biblioteca.galileo.edu/xmlui/
http://riul.unanleon.edu.ni:8080/jspui/bitstream/123456789/9779/1/253444.pdf

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

47

Dionisia H. Prevalencia de resistencia antimicrobiana a ciprofloxacino y eritromicina
en cepas de Campylobacter spp aisladas de nifios menores de 2 afios en el Hospital
Edgardo Rebagliati Martins [tesis]. Lima: Peru: [Universidad Peruana Cayetano
Heredia] ; 2020.

Naupa Congachi D, Sanchez Pedraza EJ. Disefio de un prototipo de una camara de
atmosfera controlada para ensayos de laboratorio de conservacion de alimentos. [tesis
de licenciatura en Internet]. Lima: Universidad de San Martin de Porres; 2022 [citado
20 abr 2025]. Disponible en

https://repositorio.usmp.edu.pe/handle/20.500.12727/11598

De la Torre Astete JC. Implementacion del método de Klebsiella para el cultivo de
Campylobacter sp. en muestras de heces de pacientes pediatricos de enero a julio de
2023 [tesis]. Lima (Peru): [Universidad Nacional Federico Villareal]; 2024.

Liu X, et al. Epidemiologia mundial de la campilobacteriosis y el impacto de la
COVID-19. EE. UU.; 2022.

Hofreuter D. Defining the metabolic requirements for the growth and colonization
capacity of Campylobacter jejuni [Internet]. Hannover: Hannover Medical School;
2014.

Merck Sharp & Dohme. Infecciones por Campylobacter. En: Manual MSD, version

para publico general [Internet]. Colombia: MSD; modificado en jun 2024 [citado 2025

abr 7]. Disponible en: https://www.msdmanuals.com/es/hogar/infecciones/infecciones-

bacterianas-bacterias-gramnegativas/infecciones-por-campylobacter

Samanthi D. Diferencia entre microaerdfilo y capnofilo [Internet]. EE. UU.:
Diftbetween,; 2020 [citado 5 sep 2025]. Disponible en:

https://www.differencebetween.com/difference-between-microaerophile-and-

capnophile/


https://repositorio.usmp.edu.pe/handle/20.500.12727/11598
https://www.msdmanuals.com/es/hogar/infecciones/infecciones-bacterianas-bacterias-gramnegativas/infecciones-por-campylobacter?utm_source=chatgpt.com
https://www.msdmanuals.com/es/hogar/infecciones/infecciones-bacterianas-bacterias-gramnegativas/infecciones-por-campylobacter?utm_source=chatgpt.com
https://www.differencebetween.com/difference-between-microaerophile-and-capnophile/
https://www.differencebetween.com/difference-between-microaerophile-and-capnophile/

29.

30.

31.

32.

33

34.

35.

36.

48

Rapid Microbiology. M¢étodos de deteccion e identificacion de Campylobacter
[Internet]. EE. UU.: Rapid Microbiology; 2025 [citado 5 sep 2025]. Disponible en:

https://www.rapidmicrobiology.com/

J Sci Med Central. Medical Microbiology [Internet]. 2021 [citado 12 feb 2025].
Disponible en:

https://www.jscimedcentral.com/public/assets/articles/medicalmicrobiology-3-

1017.pdf

d’Ippolito G, Landi S, Esercizio N, Lanzilli M, Vastano M, Dipasquale L, et al. CO:-
induced transcriptional reorganization: molecular basis of capnophilic lactic
fermentation in Thermotoga neapolitana. Front Microbiol. 2020;11:171.
doi:10.3389/fmicb.2020.00171

Viresa. Sobre generador Gas Pak CO: [Internet]. Lima: Viresa; 2025 [citado 5 sep

2025]. Disponible en: https://viresa.com.mx/

. Centro Nacional de Diagnostico y Referencia en Salud. Manual de Procedimientos para

Bacteriologia. Version 1. CCSS. San José: Caja Costarricense de Seguro Social; 2023

[citado 7 abr 2025]. Disponible en: https://www.cendeisss.sa.ct/...

Shagieva E, Demnerova K, Michova H. Aislamientos de Campylobacter jejuni
transmitidos por agua... Front Microbiol. 2021;12:730858.
doi:10.3389/fmicb.2021.730858

Oh E, McMullen L, Jeon B. Aerotolerancy of Campylobacter spp.: a comprehensive
review. Front Microbiol. 2023;14:39452714. doi:10.3389/fmicb.2023.394527
Sistemas Avanzados de Analisis S.L. Sistemas generadores de atmosferas [Internet].
[s.f.] [citado 19 abr 2025]. Disponible en:

https://www.analisisavanzados.com/index.php/sistemas-generadores-de-atmosferas



https://www.rapidmicrobiology.com/
https://www.jscimedcentral.com/public/assets/articles/medicalmicrobiology-3-1017.pdf
https://www.jscimedcentral.com/public/assets/articles/medicalmicrobiology-3-1017.pdf
https://viresa.com.mx/
https://www.cendeisss.sa.cr/
https://www.analisisavanzados.com/index.php/sistemas-generadores-de-atmosferas

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

49

International Organization for Standardization. ISO 16140-4:2020. Microbiology of the

food chain — Method validation — Part 4. Geneva: ISO; 2020 [citado 19 abr 2025].

Disponible en: https://www.iso.org/standard/66325.html

Bolinger H, Kathariou S. The current state of Campylobacter in the United States.
Foodborne Pathog Dis. 2022;19(8):464—471.

Kaakoush NO, Castano-Rodriguez N, Mitchell HM, Man SM. Global epidemiology of
Campylobacter infection. Clin Microbiol Rev. 2021;34(1):e00021-19.

Lépez Acevedo OA. Verificacion de métodos microbioldgicos en el laboratorio clinico:
aplicacion de la norma ISO/IEC 17025:2017 [Internet]. Medellin: Universidad de
Antioquia; 2023 [citado 19 abr 2025]. Disponible en:

https://bibliotecadigital.udea.edu.co/...

Muioz Cajiao A. Validacion de métodos microbiologicos. Bogota: INVIMA; 2016.
Pérez-Lazo A, Castillo-Rivera M, Soto-Gomez A. Evaluacion de la robustez en
métodos analiticos microbioldgicos: una revision. Rev Peru Biomas. 2022;32(2):145—
150.

Ramirez-Mendoza JL, Ortega-Sanchez M, Lujan-Vallejo M. Control de calidad en
microbiologia: enfoque en la robustez de métodos. Salud Publica Méx. 2023;65(1):33—
40.

World Organisation for Animal Health (OIE). Review of critical factors affecting
analytical characteristics of serological and molecular assays. Rev Sci Tech.
2021;40(1):1-14.

Delgado O. Cémo evaluar el limite de deteccion y el limite de cuantificacion en el
laboratorio [Internet]. SGC-Lab; 2023 [citado 19 abr 2025]. Disponible en: https://sgc-

lab.com/limite-deteccion-y-cuantificacion/



https://www.iso.org/standard/66325.html
https://bibliotecadigital.udea.edu.co/
https://sgc-lab.com/limite-deteccion-y-cuantificacion/
https://sgc-lab.com/limite-deteccion-y-cuantificacion/

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

50

How to verify and validate a clinical microbiology test before it can be used in routine
diagnostics: a practical guide. Clin Microbiol Rev [Internet]. 2024 [citado 19 abr 2025].

Disponible en: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38977077/

Soomro RN, Ahmed S, Khaskheli SG, Kalhoro FA, Khaskheli MA. Limit of detection
and limit of quantification in pharmaceutical testing: a review. Int J Curr Pharm Res.
2022;14(2):1-6.

International Organization for Standardization. ISO 16140-4:2020. Microbiology of the
food chain — Method validation — Part 4: Protocol for single-laboratory method
validation. Geneva: ISO; 2020.

Viazquez-Lopez R, Solis-Macias M, Laso-Morales MJ, Calvo J, Chamorro S. Methods
for detection and characterization of foodborne pathogens: relevance of precision in
microbiological testing. Int J Food Microbiol. 2022;372:109684.

Hernandez S. Metodologia de la investigacion [Internet]. México: McGraw-Hill
Interamericana; 2018 [citado 4 mar 2025]. Disponible en:

http://www.biblioteca.cij.gob.mx/...

Ortega C. ;Qué es el muestreo por conveniencia? [Internet]. QuestionPro; 2024 [citado

30 ago 2024]. Disponible en: https://www.questionpro.com/blog/es/muestreo-por-

conveniencia/
Centro Nacional de Referencia de Plaguicidas y Contaminantes. Guia de validacion de
métodos microbiologicos [Internet]. México: SENASICA; 2022 [citado 19 abr 2025].

Disponible en: https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/731570/...



https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/38977077/?utm_source=chatgpt.com
http://www.biblioteca.cij.gob.mx/
https://www.questionpro.com/blog/es/muestreo-por-conveniencia/
https://www.questionpro.com/blog/es/muestreo-por-conveniencia/
https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/731570/

ANEXOS
Anexo 1: Matriz de consistencia
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Validacion de un método HSB para generar una atmosfera de dioxido de carbono (CQOz2) en cepas aisladas de Campylobacter en el
Hospital Nacional Docente Madre - Nifio San Bartolomé”

Formulacion del problema Objetivos Hipotesis Variables Diseiio metodolégico
Es una investigacion de tipo
Validar el método HSB para generar una aplicada, ya que busca abordar una
:Sera valido el método HSB para generar una atmosfera de CO; en cepas aisladas de necesidad o problema, con el
atmésfera de CO, en cepas aisladas de C Campylobacter en el Hospital Madre nifio objetivo de aplicar conocimientos y
Campylobacter en el Hospital Madre nifio Docente San Bartolomé proponer estrategias para ofrecer una
Docente San Bartolomé? solucién eficaz.
(El método HSB muestra robustez para generar | Demostrar que el método HSB muestra Es un estudio de tipo cuantitativo,
una atmosfera de CO» en cepas aisladas de robustez para generar una atmosfera de CO; en con diseflo no experimental,
Campylobacter en el Hospital Madre nifio cepas aisladas de Campylobacter en el Hospital transversal y descriptivo de
Docente San Bartolomé? Madre nifilo Docente San Bartolomé validacion analitica.
El método HSB es una
alternativa valida para Poblacion muestra: conformada por
Evidenciar la especificidad del método HSB crear una atmosfera Validacion del un t(?tal d.e 7 cepas qbtenldas a partir
\ optima de CO; que . de aislamientos clinicos de
para generar una atmosfera de CO; en cepas método HSB

(El método HSB muestra especificidad para
generar una atmosfera de CO» en cepas aisladas
de Campylobacter en el Hospital Madre nifio
Docente San Bartolomé?

aisladas de Campylobacter en el Hospital
Madre nifio Docente San Bartolomé.

(El método HSB muestra precision para generar
una atmosfera de CO» en cepas aisladas de
Campylobacter en el Hospital Madre nifio
Docente San Bartolomé?

Demostrar la precision del método HSB para
generar una atmosfera de CO» en cepas aisladas
de Campylobacter en el Hospital Madre nifio
Docente San Bartolomé

(Cudl sera el limite de deteccion del método
HSB para generar una atmdsfera de CO; en
cepas aisladas de Campylobacter en el Hospital
Madre nifio Docente San Bartolomé?

Determinar el limite de deteccion del método
HSB para generar una atmosfera de CO; en
cepas aisladas de Campylobacter en el Hospital
Madre nifio Docente San Bartolomé.

favorezca el aislamiento
adecuado de
Campylobacter

Campylobacter spp. provenientes del
laboratorio de Microbiologia del
Hospital Madre Nifio Docente San
Bartolomé




Anexo 2: Instrumento

N° Cepa Temperatura (°C) | Dilucién Repeticion Tiempo de incubacion (h) Contaminacion (Si/No) | Resultado crecimiento Observaciones
24h 48h 72h

1 Cepa 1 32 107" 1 X NO OPTIMO

2 Cepa 1 32 107" 2 X NO OPTIMO

3 Cepa 1 32 107" 3 X NO OPTIMO

4 Cepal 32 1072 1 SIN CRECIMIENTO
5 Cepal 32 1072 2 SIN CRECIMIENTO
6 Cepal 32 1072 3 SIN CRECIMIENTO
7 Cepal 32 1073 1 - - - SIN CRECIMIENTO
8 Cepa l 32 1073 2 - - - SIN CRECIMIENTO
9 Cepa l 32 1073 3 - - - SIN CRECIMIENTO
10 Cepa 1 32 10 1 - - - SIN CRECIMIENTO
11 Cepa 1 32 10 2 - - - SIN CRECIMIENTO
12 Cepa 1 32 10 3 - - - SIN CRECIMIENTO
13 Cepa 1 32 10~° 1 - - - SIN CRECIMIENTO
14 Cepa 1 32 10-° 2 - - - SIN CRECIMIENTO
15 Cepa 1 32 10-° 3 - - - SIN CRECIMIENTO
16 Cepal 32 107® 1 - - B SIN CRECIMIENTO
17 Cepal 32 10¢ 2 - - B SIN CRECIMIENTO
18 Cepal 32 107 3 - - B SIN CRECIMIENTO
19 Cepal 32 107 1 - - B SIN CRECIMIENTO
20 Cepa 1 32 1077 2 - - - SIN CRECIMIENTO
21 Cepa 1 32 1077 3 - - - SIN CRECIMIENTO
22 Cepal 32 1078 1 - - - SIN CRECIMIENTO
23 Cepal 32 1078 2 - - - SIN CRECIMIENTO
24 Cepal 32 1078 3 - - - SIN CRECIMIENTO
25 Cepa 1l 37 10" 1 X NO OPTIMO
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26 Cepal 37 107" 2 X NO OPTIMO
27 Cepal 37 107" X NO OPTIMO
28 Cepal 37 1072 1 X NO OPTIMO
29 Cepal 37 1072 2 X NO OPTIMO
30 Cepa 1 37 1072 3 X NO OPTIMO
31 Cepa 1 37 1073 1 N OPTIMO
32 Cepal 37 1073 2 N OPTIMO
33 Cepal 37 1073 3 NO OPTIMO
34 Cepal 37 10 1 - - SIN CRECIMIENTO
35 Cepal 37 10 2 - - SIN CRECIMIENTO
36 Cepal 37 10 3 - - SIN CRECIMIENTO
37 Cepal 37 10~° 1 - - SIN CRECIMIENTO
38 Cepal 37 10 2 - - SIN CRECIMIENTO
39 Cepal 37 10 3 - - SIN CRECIMIENTO
40 Cepal 37 10°° 1 - - SIN CRECIMIENTO
41 Cepal 37 10°° 2 - - SIN CRECIMIENTO
42 Cepal 37 107 3 - - SIN CRECIMIENTO
43 Cepa 1l 37 107 1 - - SIN CRECIMIENTO
44 Cepal 37 1077 2 - - SIN CRECIMIENTO
45 Cepal 37 1077 3 - - SIN CRECIMIENTO
46 Cepal 37 1078 1 - - SIN CRECIMIENTO
47 Cepal 37 1078 2 - - SIN CRECIMIENTO
48 Cepal 37 1078 3 - - SIN CRECIMIENTO
49 Cepal 42 107" 1 X NI OPTIMO
50 Cepa l 42 107" 2 X NO OPTIMO
51 Cepal 42 107" 3 X NO OPTIMO
52 Cepal 42 1072 1 X NO OPTIMO
53 Cepal 42 1072 2 X NO OPTIMO
54 Cepal 42 1072 3 X NO OPTIMO
55 Cepal 42 1073 1 X NO OPTIMO
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56 Cepal 42 1073 2 X NO OPTIMO
57 Cepal 42 1073 X NO OPTIMO
58 Cepal 42 10 1 X NO OPTIMO
59 Cepal 42 10 2 X NO OPTIMO
60 Cepa 1 42 10 3 X NO OPTIMO
61 Cepa 1 42 10°° 1 X NO OPTIMO
62 Cepal 42 107° 2 X NO OPTIMO
63 Cepal 42 10~° 3 X NO OPTIMO
64 Cepal 42 10°° 1 X NO OPTIMO
65 Cepal 42 10°° 2 X NO OPTIMO
66 Cepal 42 10°° 3 X NO OPTIMO
67 Cepal 42 1077 1 X NO OPTIMO
68 Cepal 42 107 2 X NO OPTIMO
69 Cepal 42 1077 3 X NO OPTIMO
70 Cepal 42 1078 1 SIN CRECIMIENTO
71 Cepal 42 1078 2 SIN CRECIMIENTO
72 Cepal 42 1078 3 SIN CRECIMIENTO
73 Cepa 2 32 10”7 1 X NO OPTIMO
74 Cepa 2 32 107" 2 X NO OPTIMO
75 Cepa 2 32 107" 3 X NO OPTIMO
76 Cepa 2 32 1072 1 X NO OPTIMO
77 Cepa 2 32 1072 2 X N OPTIMO
78 Cepa 2 32 1072 3 X NO OPTIMO
79 Cepa 2 32 1072 1 - - SIN CRECIMIENTO
80 Cepa 2 32 1073 2 - - SIN CRECIMIENTO
81 Cepa 2 32 1073 3 - - SIN CRECIMIENTO
82 Cepa 2 32 10 1 - - SIN CRECIMIENTO
83 Cepa 2 32 10 2 - - SIN CRECIMIENTO
84 Cepa 2 32 10 3 - - SIN CRECIMIENTO
85 Cepa 2 32 10°° 1 - - SIN CRECIMIENTO
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86 Cepa 2 32 10 2 - SIN CRECIMIENTO
87 Cepa 2 32 10 - SIN CRECIMIENTO
88 Cepa 2 32 10°° 1 - SIN CRECIMIENTO
89 Cepa 2 32 10°° 2 - SIN CRECIMIENTO
90 Cepa 2 32 10°° 3 - SIN CRECIMIENTO
91 Cepa 2 32 1077 1 - SIN CRECIMIENTO
92 Cepa 2 32 1077 2 - SIN CRECIMIENTO
93 Cepa 2 32 1077 3 - SIN CRECIMIENTO
94 Cepa 2 32 1078 1 - SIN CRECIMIENTO
95 Cepa 2 32 1078 2 - SIN CRECIMIENTO
96 Cepa 2 32 1078 3 - SIN CRECIMIENTO
97 Cepa 2 37 107" 1 NO OPTIMO

98 Cepa 2 37 107" 2 NO OPTIMO

99 Cepa 2 37 10 3 NO OPTIMO

100 | Cepa2 37 1072 1 X NO OPTIMO

101 | Cepa 2 37 1072 2 X NO OPTIMO

102 | Cepa 2 37 1072 3 X NO OPTIMO

103 | Cepa 2 37 1073 1 X NO OPTIMO

104 | Cepa2 37 1072 2 X N OPTIMO

105 |Cepa2 37 1072 3 X N OPTIMO

106 | Cepa2 37 10 1 SIN CRECIMIENTO
107 |Cepa2 37 10 2 SIN CRECIMIENTO
108 | Cepa2 37 10 3 SIN CRECIMIENTO
109 | Cepa2 37 10-° 1 SIN CRECIMIENTO
110 | Cepa2 37 10°° 2 SIN CRECIMIENTO
111 | Cepa2 37 10°° 3 SIN CRECIMIENTO
112 | Cepa 2 37 10°° 1 SIN CRECIMIENTO
113 | Cepa2 37 10°° 2 SIN CRECIMIENTO
114 | Cepa2 37 10°° 3 SIN CRECIMIENTO
115 |Cepa2 37 1077 1 SIN CRECIMIENTO
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116 | Cepa2 37 107 2 SIN CRECIMIENTO
117 | Cepa2 37 107 SIN CRECIMIENTO
118 | Cepa2 37 1078 1 SIN CRECIMIENTO
119 |Cepa2 37 1078 2 SIN CRECIMIENTO
120 | Cepa2 37 1078 3 SIN CRECIMIENTO
121 | Cepa2 42 107" 1 X NO OPTIMO
122 | Cepa2 42 107" 2 X NO OPTIMO
123 | Cepa2 42 107" 3 X NO OPTIMO
124 | Cepa2 42 1072 1 X NO OPTIMO
125 |Cepa2 42 1072 2 X NO OPTIMO
126 | Cepa2 42 1072 3 X NO OPTIMO
127 | Cepa2 42 1073 1 X NO OPTIMO
128 | Cepa 2 42 1073 2 X Sl OPTIMO
129 | Cepa 2 42 1073 3 X OPTIMO
130 | Cepa 2 42 107 1 X OPTIMO
131 | Cepa 2 42 107 2 X OPTIMO
132 | Cepa 2 42 107 3 X OPTIMO
133 | Cepa 2 42 10°° 1 X OPTIMO
134 | Cepa2 42 10~° 2 X OPTIMO
135 |Cepa2 42 10~° 3 X OPTIMO
136 | Cepa2 42 10°° 1 X OPTIMO
137 |Cepa2 42 10°° 2 X OPTIMO
138 | Cepa2 42 10°¢ 3 X OPTIMO
139 | Cepa2 42 1077 1 X OPTIMO
140 | Cepa2 42 1077 2 X OPTIMO
141 | Cepa2 42 1077 3 X OPTIMO
142 | Cepa 2 42 1078 1 X OPTIMO
143 | Cepa2 42 1078 2 X OPTIMO
144 | Cepa2 42 1078 3 X OPTIMO
145 |Cepa3 32 107" 1 X NO OPTIMO
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146 | Cepa3 32 107" 2 NO OPTIMO

147 | Cepa3 32 107" NO OPTIMO

148 | Cepa3 32 1072 1 - NO SIN CRECIMIENTO
149 |Cepa3 32 1072 2 - NO SIN CRECIMIENTO
150 | Cepa3 32 1072 3 - NO SIN CRECIMIENTO
151 | Cepa3 32 1073 1 - NO SIN CRECIMIENTO
152 | Cepa3 32 1073 2 - NO SIN CRECIMIENTO
153 |Cepa3 32 1073 3 - NO SIN CRECIMIENTO
154 | Cepa3 32 10 1 - NO SIN CRECIMIENTO
155 |Cepa3 32 10 2 - NO SIN CRECIMIENTO
156 | Cepa3 32 10 3 - NO SIN CRECIMIENTO
157 | Cepa3 32 10~° 1 - NO SIN CRECIMIENTO
158 | Cepa3 32 10 2 - NO SIN CRECIMIENTO
159 | Cepa3 32 10°° 3 - NO SIN CRECIMIENTO
160 | Cepa3 32 10°° 1 - NO SIN CRECIMIENTO
161 | Cepa3 32 10°° 2 - NO SIN CRECIMIENTO
162 | Cepa3 32 107 3 - NO SIN CRECIMIENTO
163 | Cepa3 32 107 1 - NO SIN CRECIMIENTO
164 |Cepa3 32 1077 2 - NO SIN CRECIMIENTO
165 |Cepa3 32 1077 3 - NO SIN CRECIMIENTO
166 | Cepa3 32 1078 1 - NO SIN CRECIMIENTO
167 |Cepa3 32 1078 2 - NO SIN CRECIMIENTO
168 | Cepa3 32 1078 3 - NO SIN CRECIMIENTO
169 | Cepa3 37 107" 1 X NI OPTIMO

170 | Cepa3 37 107" 2 X NO OPTIMO

171 | Cepa3 37 107" 3 X NO OPTIMO

172 | Cepa 3 37 1072 1 X NO OPTIMO

173 | Cepa3 37 1072 2 X NO OPTIMO

174 | Cepa3 37 1072 3 X NO OPTIMO

175 |Cepa3 37 1073 1 X NO OPTIMO
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1073 2 NO

1072 3 NO

10 1 SIN CRECIMIENTO
10 2 SIN CRECIMIENTO
107 3 SIN CRECIMIENTO
10°° 1 SIN CRECIMIENTO
10~° 2 SIN CRECIMIENTO
10~° 3 SIN CRECIMIENTO
10°¢ 1 SIN CRECIMIENTO
10°¢ 2 SIN CRECIMIENTO
10°¢ 3 SIN CRECIMIENTO
1077 1 SIN CRECIMIENTO
1077 2 SIN CRECIMIENTO
1077 3 SIN CRECIMIENTO
1078 1 SIN CRECIMIENTO
1078 2 SIN CRECIMIENTO
1078 3 SIN CRECIMIENTO
10 1 X NO

107" 2 X NO

107" 3 X NO

1072 1 X NO

1072 2 X NO

1072 3 X NO

1073 1 X NO

1072 2 X NI

1072 3 X NI

10 1 X NO

10 2 X NO

10 3 X NO

10~® 1 NO
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206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216

10°° 2 NO
10°° 3 NO
10°° 1 X NO
10°° 2 X NO
10°® 3 X NO
1077 1 X NO
1077 2 X NO
1077 3 X NO
1078 1

1078 2

1078 3
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Anexo 3: Validez del instrumento

EFICIENCIA DEL METODO HSB PARA GENERAR UNA ATMOSFERA DE CO; EN CEPAS AISLADAS DE Campylobacter EN EL HOSPITAL
NACIONAL DOCENTE MADRE NINO SAN BARTOLOME, ANO 2025

N° Dimensiones Pertenencia | Relevancia | Claridad Sugerencias \
VARIABLE: VALIDACION |
DIMENSION 1: Robustez v’ v v

1|Crecimiento a 32°C, 37°Cy 42°C
DIMENSION 2: Especificidad L v v
2 | Solo crece Campylobacter en el medio

DIMENSION 3: Limite de deteccién v v’

w

Detecta diluciones bajas

NN

DIMENSION 4: Precision v v

o

Los resultados se mantienen con repeticiones

Pertinencia: El item corresponde al concepto tedrico formulado.
Relevancia: El item es apropiado para representar al componente o dimension especifica del constructo.
Claridad: Se entiende sin dificultad alguna el enunciado del item, es conciso y exacto.

Opinion de aplicabilidad:

EFICIENCIA DEL METODO HSB PARA GENERAR UNA ATMOSFERA DE COz EN CEPAS AISLADAS DE Campylobacter EN EL HOSPITAL

NS Dimensiones Pertenencia | Relevancia | Claridad Sugerencias
VARIABLE: VALIDACION
DIMENSION 1: ROBUSTEZ X X X
1| Crecimiento a 32°C, 37°Cy 42°C
DIMEMNSION 2: Especificidad X X X
2 | Solo crece Compylobacter en el medio
DIMENSION 3: Limite de deteccién ¥ ¥ ¥

3 | Detecta diluciones bajas

DIMENSION 3: Precision b X X

4| Los resultados se mantienen con repeticiones

NACIONAL DOCENTE MADRE NINO SAN BARTOLOME, ARO 2025
Pertinencia: El item corresponde al concepto tedrico formulado.
Relevancia: El item es apropiado para representar al componente o dimensién especifica del constructo.
Claridad: Se entiende sin dificultad alguna el enunciado del item, es conciso y exacto.

Opinion de aplicabilidad:

Aplicable (%) /
Aplicable después de corregir | ) ~) N

- ; i
No aplicable | . i
Apellidos y nombres del juez validador: Dr. Gustavo Adolfo Borja Velezmaoro Dr. Gustavo Adolfo Borja Vielezmoro
DNI: 25703843 CTMP 5253

Firma del experto informante

Especialidad del validador: Tecnélogo Médico con experiencia en Microbiologia 07 de mayo de 2025



EFICIENCIA DEL METODO HSB PARA GENERAR UNA ATMOSFERA DE COz EN CEPAS AISLADAS DE Campylobacter EN EL HOSPITAL
NACIONAL DOCENTE MADRE NINO SAN BARTOLOME, ANO 2025

N Dimensiones Pertenencia | Relevancia| Claridad | Sugerencias 4‘
VARIABLE: VALIDACION ]
DIMENSION 1; ROBUSTEZ \/
1| Crecimiento a 32°C, 37°Cy 42°C /
" | DIMENSION 2: Especificidad ' . ]
2 | solo crece Campylobacter en el medio 1/

DIMENSION 3: Limite de deteccion

Detecta diluciones hajas - /

DIMENSION 3: Precision

e

I=

Los resultados se mantienen con repeticiones ]/

Pertinencia: El item corresponde al concepto tedrico formulado.
Relevancia: £l item es apropiado para representar al componente 0 dimensidn especifica del constructo.
Claridad: Se entiende sin dificultad alguna el enunciado del item, es conciso y exacto.
Opinién de aplicabilidad:

Aplicable (X}

Aplicable después de corregir - ()

No aplicable ()

Apellidos y nombres del juez validador: Mz. M ano ic £ Leopn \JQ, aS qugz
oni: 6005260

Especialidad del validador: Especialista en Microhiologia 10 de mayo de 2025
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Anexo 4: Aprobacién del Comité de Etica

"" COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA E INTEGRIDAD
2o CIENTIFICA
Norbert Wiener

CONSTANCIA DE APROBACION
Lima,30 de junio de 2025

Investigador(a)
Ana Karina Alessandra Quispe Ramirez

Exp. N°:1017-2025

De mi consideracion:

Es grato expresarle mi cordial saludo y a la vez informarle que el Comité Institucional de
Ftica e Integridad Cientifica de la Universidad Privada Norbert Wiener (CIEIC-UPNW)
evalué y APROBO los siguientes documentos:

e Protocolo titulado: “VALIDACION DE UN METODO HSB PARA GENERAR UNA
ATMOSFERA DE DIOXIDO DE CARBONO (CO2) EN CEPAS AISLADAS DE
CAMPYLOBACTER EN EL HOSPITAL NACIONAL DOCENTE MADRE NINO
SAN BARTOLOME" con fecha 16/05/2025.

El cual tiene como investigador principal al Sr(a) Ana Karina Alessandra Quispe Ramirez

La APROBACION comprende el cumplimiento de las buenas practicas éticas, el balance
riesgo’beneficio, la calificacion del equipo de investigacion y la confidencialidad de los
datos, entre otros.

El investigador debera considerar los siguientes puntos detallados a continuacion:

1. La vigencia de la aprobacion es de dos anos (24 meses) a partir de la emisién
de este documento.

2. Toda enmienda o adenda se debera presentar al CIEIC-UPNW y no podra
implementarse sin la debida aprobacion.

3. Si aplica, la Renovacién de aprobacion del proyecto de investigacion debera
iniciarse treinta (30) dias antes de la fecha de vencimiento, con su respectivo
informe de avance.

4. La constancia de aprobacion por el CIEIC no garantiza la aceptacion por parte
de las instituciones donde pretende ejecutar el trabajo de investigacion.

Es cuanto informo a usted para su conocimiento y fines pertinentes.

Atentamente,

Mg. Angelica Karina Minaya Galarreta
Presidenta
Comité Institucional de Etica ¢ Integridad Cientifica
Universidad Privada Norbert Wiener

Av. Arequipa 440 - Santa Beatrz

Universidod Privada Norbert Wiener

Teléfonec 706-5555 anexo 3290 Cel. 981-000-698
Correo: gomite ctcaliuwicncredy pe



Anexo 5: Carta de aprobacion de la institucion para la recoleccion de los datos

A

N

° w, alf Nt "] Mospital Nacional Departamentode Servicio de Pa!olég‘cam
E\iﬁ lrxf“r?\‘v”‘ ‘@'ﬁﬂ‘ﬁm ‘1 Docente Madre Nifio | Ayuda al 2 Clinica
S yL RIS 1[ 7\'.1“51“\"&1 San Bartolome Diagnostico =
“Decenio de la Idad de Oportunidades para mujeres y hombres”
“Aiio de la Recuperacion y ¢ lidacién de la ec fa peruana”
NOTA INFORMATIVA N°0621 -2025 - SPC -HONADOMANI SB
A - Sra. ANA KARINA QUISPE RAMIREZ
Alumna de pregrado Universidad Norbert Wiener
Asunto © Autorizacion de ejecucion de proyecto de investigacion
Fecha : Lima, 24 de julio del 2025

Tengo a bien dirigirme a Usted para saludarlo cordialmente y a la vez para
INFORNIARLE que, esta jefatura no tiene inconveniente en autorizarle la ejecucion del
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Anexo 7: Fotografias

a. Preparacion del método HSB
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c. Diluciones para LOD
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