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1 CAPÍTULO I.  INTRODUCCIÓN  
Campylobacter jejuni y Campylobacter coli son microorganismos Gram-negativos, 

termófilos, microaerófilos y capnófilos que colonizan la mucosa intestinal de muchos 

animales homeotermos de sangre caliente, incluyendo los animales de abasto, y el 

hombre. En los países industrializados, la campilobacteriosis constituye una de las 

infecciones alimentarias con mayor incidencia entre la población. En la Unión 

Europea, según datos del Informe sobre tendencias y fuentes de zoonosis y agentes 

zoonóticos en la Unión Europea publicado por la Autoridad Europea de Seguridad 

Alimentaria (EFSA), es el patógeno con mayor incidencia entre las enfermedades 

gastrointestinales transmitidas por alimentos (EFSA, 2009b; EFSA, 2010b). En 2007, 

se registraron más de 200.000 casos de campilobacteriosis humana confirmados 

(200.507) por 24 Estados miembros (EM), con una tasa de notificación de 45,2 casos 

por 100.000 habitantes. En 2008 (EFSA, 2010b) el número en la UE-25 se redujo a un 

total de 190.566 casos, con una tasa de notificación de 40,7 casos por 100.000 

habitantes. La carne de aves de corral se considera la más importante fuente de 

infección, generalmente por contaminación durante su obtención en matadero o por 

contaminación cruzada de alimentos listos para consumir. También la vía directa 

mano-boca durante la preparación de alimentos o el contacto con animales han sido 

señalados como causa de la enfermedad. Las aves son un importante reservorio de 

Campylobacter spp., y la carne procedente de ellas presenta generalmente unos 

niveles de contaminación elevados, de manera habitual superiores al 80% (EFSA, 

2009b; EFSA, 2010a). Los datos epidemiológicos indican que aproximadamente el 80-

90% de las campilobacteriosis están causadas por C. jejuni, seguido de C. coli con un 

5-10%. Otras especies de Campylobacter spp. suponen un 1% de los casos (EFSA 

Panel on Biological Hazards (BIOHAZ), 2010). En muestras clínicas a nivel europeo, las 

especies de Campylobacter más frecuentemente identificadas en 2007 fueron C. 

jejuni (44,3%) seguido de C. coli (2,7%); otras especies de Campylobacter incluidas de 

forma agregada representaron el 6,9%. El resto (46%) no fueron identificadas a nivel 

de especie (EFSA, 2009a). 

La enfermedad se caracteriza por una gastroenteritis aguda con diarrea y vómitos. En 

la mayoría de los casos la enfermedad es autolimitante pero en ocasiones puede 

estar en riesgo la vida de personas cuando éstas presentan defensas limitadas, como 

en ancianos o inmunodeprimidos. También existen evidencias sustanciales de la 

aparición de secuelas en forma de enfermedades autoinmunes, tales como la artritis 

reactiva o el síndrome Guillain-Barré, en individuos que han tenido previamente la 

enfermedad gastrointestinal (Buzby et al., 1997; Molnar et al., 1982; Rees et al., 

1993). Existen muchos aspectos oscuros en la epidemiología de este patógeno 

gastrointestinal en países industrializados. Los retos que plantea esta enfermedad 

hacen necesario un conocimiento más profundo de los factores epidemiológicos, la 
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distribución del patógeno en el medio ambiente y alimentos, la heterogeneidad de la 

población microbiana en diferentes puntos, para con ello ayudar en la evaluación de 

la eficacia de las medidas de reducción del patógeno a lo largo de la cadena 

alimentaria, en cada uno de sus puntos. Las evaluaciones de riesgos deben arrojar luz 

sobre la eficacia de las medidas de control para la reducción de la prevalencia del 

patógeno en granja, durante el procesado y en alimentos, para don ello reducir 

paralelamente la incidencia de la enfermedad. La legislación europea referente a la 

higiene de los alimentos presta especial atención a las estrategias de control de 

riesgos en seguridad alimentaria en las fases primarias de producción de los 

alimentos y requiere de un enfoque conjunto de toda la cadena alimentaria. Para la 

prevención y control de la campilobacteriosis, es imprescindible un conocimiento 

profundo de la epidemiología, y el desarrollo de herramientas de caracterización e 

identificación de los microorganismos patógenos aislados de animales, alimentos o 

muestras ambientales.  

1.1 HISTORIA  
La primera descripción de una bacteria adscrita probablemente al género 

Campylobacter se atribuye a Theodore Escherich quien al final del siglo XIX 

(Escherich, 1886) describió en heces de bebés con diarrea (cholera infantum) un 

microorganismo espiriláceo, no cultivable, al que denominó Vibrio felinus, por su 

parecido morfológico con otros aislamientos de vibrios (Lior, 1994). Es quizás la 

primera referencia de una infección gastroentérica debida a Campylobacter spp. Este 

microorganismo se relaciona posteriormente con abortos e infertilidad infecciosa en 

ganado ovino y bovino (McFadyean and Stockman, 1909; Smith and Taylor, 1919), 

recibiendo la denominación de Vibrio fetus. Una primera evidencia de la conexión de 

la enfermedad con el consumo de alimentos se encuentra en la información sobre un 

brote de gastroenteritis en Illinois (357 afectados) debido al consumo de leche cruda 

en un establecimiento penitenciario (Levy, 1946). En 1947, Vincent y colaboradores 

aislaron Vibrio fetus en el hombre (Vincent et al., 1947) y diez años más tarde, en 

1957, King lo observó en muestras sanguíneas de mujeres embarazadas (King, 1957), 

distinguiendo entonces entre dos grupos en función de sus características 

bioquímicas y serológicas: el grupo de Vibrio fetus y otro al que se denominó grupo 

termófilo o “related Vibrio” (Campylobacter jejuni y Campylobacter coli). Eran 

microorganismos de crecimiento fastidioso, a temperaturas de 37 y 42ºC cuyo 

aislamiento en medio de cultivo a partir de muestras fecales no fue posible hasta el 

desarrollo de medios selectivos. Hacia 1970, el desarrollo y perfeccionamiento de las 

técnicas de aislamiento de Campylobacter spp. permiten un gran avance en el 

estudio epidemiológico de la enfermedad (Butzler et al., 1973; Dekeyser et al., 1972; 

Skirrow, 1977). Es también en estas fechas cuando investigadores franceses 

muestran que estos vibrios microaerófilos constituyen un grupo diferenciado que 

merecen una categoría taxonómica diferenciada (Véron and Chatelain, 1973). Desde 



 

entonces, en los últimos años, las técnicas de caracterización molecular han 

permitido conocer muchos puntos oscuros sobre las relaciones taxonómicas entre los 

integrantes de la familia 

enfermedad ha ido en aumento hasta convertirse en la zoonosis con mayor 

incidencia a nivel europeo y mundial

2010b; Samuel et al., 2004)

1.2 FISIOLOGÍA

Etimológicamente, 
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ISIOLOGÍA Y TAXONOMÍA DEL GÉNERO CAMPYLOBACTER
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ácidos nucleicos, superoxidodismutasa y por su menor integridad celular observada 

al microscopio electrónico (Buck et al., 1983; Moran and Upton, 1986). 

El género Campylobacter (Sebald and Veron, 1963; Véron and Chatelain, 1973) se 

incluyó originariamente en la familia Spirillaceae, para diferenciar C. fetus de otros 

microorganismos taxonómicamente semejantes (Vibrio spp.) en base a diferencias en 

el metabolismo no fermentativo y la composición del DNA. Posteriormente el género 

Helicobacter se escindió de Campylobacter, y juntamente con Wolinella spp. y 

Flexispira spp. constituyeron el grupo Helicobacteraceae. Desde la clasificación de 

Véron y Chatelain (Véron and Chatelain, 1973), el género Campylobacter contenía 

especies heterogéneas con características diversas que condujeron a la 

reestructuración del género. Los análisis de 16S rRNA han permitido una revisión 

completa de la taxonomía (On, 2001; Vandamme et al., 1991; Vandamme and On, 

2001).  

En la actualidad el género Campylobacter está incluido en la clase E –proteobacteria, 

en la familia Campylobacteraceae juntamente con Arcobacter (que comprende las 

especies aerotolerantes A. butzleri, A. cryaerophilus, A. nitrofigilis y A. skirrowii). 

Helicobacter (H. fennelliae y H. cinaedi) ha sido separado y se incluye en la familia 

Helicobacteraceae (Garrity et al., 2005). Se han descrito diecisiete especies y seis 

subespecies de Campylobacter (Tabla 1.1). Se reconocen doce especies de 

Campylobacter spp. como patógenos humanos, entre ellas C. coli, C. fetus, C. 

hyointestinalis, C. jejuni, C. lari, C. sputorum biovar sputorum y el biovar 

paraureolyticus, C. upsaliensis, y recientemente C. curvus (Abbott et al., 2005; On et 

al., 1998b). Otras especies como C. concisus, C. gracilis, C. rectus y C. showae han sido 

detectadas de la cavidad oral en el hombre (Etoh et al., 1993), relacionándose con 

enfermedades periodontales (Siqueira, Jr. and Rocas, 2003). Las especies C. 

helveticus, C. hominis, C. insulaenigrae, C. lanienae, C. mucosalis y C. sputorum biovar 

faecalis no se consideran patógenas para hombre o animales a pesar de haberse 

aislado de ellos (Foster et al., 2004; Inglis et al., 2005; Lawson et al., 1998; Lawson et 

al., 2001; Logan et al., 2000; On, 1994; On et al., 1998a; Sasaki et al., 2003; Stanley et 

al., 1992). Las especies termotolerantes o termófilas asociadas a procesos 

gastroentéricos son C. jejuni, C. coli, C. lari y C. upsaliensis. Esta denominación se 

debe a que a diferencia de C. fetus subsp. fetus, son capaces de crecer a 42°C pero no 

a 25°C. 

1.3 AISLAMIENTO Y DETECCIÓN DE CAMPYLOBACTER SPP .  
El desarrollo de medios de cultivo para detección de Campylobacter en heces 

humanas, alimentos y muestras ambientales ha permitido conocer más 

profundamente su participación en infecciones gastrointestinales vehiculadas por 

alimentos. Hasta la década de los 70 no se crearon medios específicos aptos para 

soportar el crecimiento de Campylobacter (Bolton and Robertson, 1982; Butzler et 
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al., 1973; Skirrow, 1977). Previamente, la detección se llevaba a cabo mediante la 

técnica de filtración por membrana y el uso posterior de medios no selectivos, con 

resultados poco satisfactorios (Dekeyser et al., 1972). Skirrow desarrolla un medio 

que incorpora antibióticos y consigue aislar Campylobacter de heces sin necesidad de 

filtración (Skirrow, 1977). Aunque el medio de cultivo de Skirrow es efectivo en el 

aislamiento de cepas de Campylobacter spp. presentes en heces humanas, es menos 

adecuado para muestras animales y medioambientales debido a la presencia de flora 

contaminante. Esto condujo al desarrollo de los medios de cultivo Preston, más 

selectivos y adecuados para el aislamiento de cepas de Campylobacter spp. de 

alimentos y muestras medioambientales (Peterz, 1991). A pesar de que los medios de 

cultivo tienen limitaciones ya que requieren de un tiempo adicional para la 

incubación y su capacidad de detección es variable, son imprescindibles si se quiere 

aislar el microorganismo para caracterizar y confirmar la identidad de las cepas 

aisladas por métodos fenotípicos o genotípicos. Para el análisis de muestras de 

alimentos o ambientales en las que el número de células de Campylobacter spp. 

suele ser bajo y/o existe flora acompañante, se requieren etapas de enriquecimiento 

previas a la siembra en el medio selectivo.  

1.4 PRUEBAS FENOTÍPICAS Y GENOTÍPICAS EN IDENTIFICACIÓN 

Y TIPIFICACIÓN  

1.4.1 MÉTO DOS  FENOTÍ PI COS  
Campylobacter spp. emplea aminoácidos e intermediarios del ciclo del ácido 

tricarboxílico como fuente de energía en un metabolismo de tipo respiratorio. 

Presentan crecimiento lento y prefieren medios con peptona y extracto de levadura. 

No oxidan ni fermentan hidratos de carbono, por lo que sólo unos pocos tests 

bioquímicos (producción de catalasa, hidrólisis del indoxil acetato, producción de H2S 

e hidrólisis del hipurato) son útiles para la diferenciación específica (Tabla 1.1). La 

identificación a nivel de especie empleando pruebas fenotípicas es problemática por 

la similitud entre las especies Campylobacter jejuni y Campylobacter coli en los 

resultados de pruebas bioquímicas y también la subjetividad inherente en su lectura. 

Muchas de las pruebas citadas dan resultados variables para diferentes cepas de la 

misma especie, originando problemas en su identificación (On and Holmes, 1995). 

Algunas pruebas tradicionalmente usadas en la diferenciación entre C. jejuni y C. coli 

(hidrólisis del hipurato) no resultan siempre fiables ya que se han descrito cepas de C. 

jejuni que no pueden hidrolizar el hipurato (Totten et al., 1987), lo que produce 

errores en la diferenciación con C. coli (Siemer et al., 2005). La Tabla 1.1 presenta las 

pruebas bioquímicas más útiles para realizar la identificación taxonómica de las 

especies del género Campylobacter. 

Existen dos subespecies en C. jejuni, C. jejuni subsp. jejuni y C. jejuni subsp. doylei, 

que pueden ser diferenciadas mediante el test de reducción del nitrato (C. jejuni 
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subsp. doylei es negativa) (Tabla 1.1), pero el papel de C. jejuni subsp. doylei en la 

enfermedad humana no es bien conocido y C. jejuni se emplea siempre para referirse 

a C. jejuni subsp. jejuni. La designación de subespecies de C. fetus se basa en la 

asociación de la subespecie C. fetus subsp. fetus con los abortos en el ganado vacuno 

y ovino, y la subespecie C. fetus subsp. venerealis con la infertilidad de etiología 

infecciosa en el vacuno (Skirrow, 1994). Los tres biovares de C. sputorum (faecalis, 

paraureolyticus y sputorum) se pueden diferenciar basándose en la catalasa (C. 

sputorum subsp. faecalis es positiva) y en la producción de ureasa (C. sputorum 

subsp. paraureolyticus es positiva) (Vandamme and On, 2001). 

Para la tipificación de cepas de C. jejuni y C. coli se ha empleado la serotipificación 

(Fricker and Park, 1989), basándose en la presencia de antígenos termoestables 

(heat-stable, HS) y termolábiles (heat-labile, HL) (Lior et al., 1982; Penner et al., 

1983), detectando más de 60 y 100 serotipos, respectivamente. El serotipado 

requiere de antisueros disponibles únicamente en laboratorios de referencia, siendo 

otras desventajas el alto número de cepas no tipificables, y su carestía. Otros 

métodos fenotípicos son el biotipado (Lior, 1984) y el fagotipado (Khakhria and Lior, 

1992). 
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TABLA 1.1.  CARACTERÍSTICAS FENOTÍPICAS DIFERENCIADORAS ENTRE ESPECIES DEL GÉNERO CAMPYLOBACTER (EUZÉBY, 2006). 

1) catalasa, 2) oxidasa, 3) hidrólisis hipurato, 4) hidrólisis acetato de indoxil, 5) crecimiento a 25°C, 6) crecimiento a 42°C, 7) crecimiento en 1.5% bilis, 8) crecimiento en 2% 
bilis, 9) crecimiento en 1% glicina, 10) crecimiento en 0,1% permanganato potásico, 11) crecimiento en anaerobiosis, 12) ureasa, 13) fosfatasa alcalina, 14) producción de 
H2S en TSI, 15) reducción de nitrato, 16) crecimiento en 2% de NaCl, 17) crecimiento en 0,04% de cloruro de trifeniltetrazolio. 
+ = todas las cepas positivas, +w = débilmente positivas, (+) 70 a 90% positivas, d = 40 a 64% positivas, (-) = 7 a 29% positivas, - = todas las cepas negativas. 

Especie 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 

C. coli + + - + - + + (+) (+) + - - - d + - + 

C. concisus - d - - - (+) (-) (-) (-) (-) + - (+) (-) (-) (-) - 

C. curvus - + (-) d - d - - + (+) + - d (-) + d + 

C. fetus subsp. fetus + + - - + (+) + + + + d - - - + - - 

C. fetus subsp. venerealis (+) + - - (+) - + (+) (-) (-) d - - - (+) - - 

C. gracilis (-) - - (+) - (+) - - + + + - - - (+) (-) - 

C. helveticus - + - + - + + d d - - - - - + (-) - 

C. hominis - - - - - d d + - + - - - d -   

C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis + + - - (-) + + (+) + (+) - - - (+) + - (-) 

C. hyointestinalis subsp. lawsonii + + - - - + - - (-) - + - (-) (+) + - - 

C. insulaenigrae + + - - - - + - - - + -      

C. jejuni subsp. Doylei (+) + + + - - + - (-) (+) - - - - - - d 

C. jejuni subsp. Jejuni + + + + - + + (+) (+) + - - - - + - (+) 

C. lanienae + + - - - + - + w - + - + -    

C. lari + + - (-) - + + + + (-) - d (-) - + (+) (+) 

C. mucosalis - + - - - + (+) (+) d - + - (+) + (-) (+) - 

C. rectus (-) + - + - (-) - - + - + - - - + d - 

C. showae + D - d - d - - d - + - - d + + - 

C. sputorum d + - - - (+) d d + - + - - + + + - 

C. upsaliensis - + - + - (+) + + + D - - - - + - d 



1.4.2 MÉTO DOS  G ENOTÍ PI COS  
Los métodos basados en el análisis de fragmentos del genoma son actualmente los que 

más capacidad de discriminación entre tipos poseen y más información aportan en la 

búsqueda de relaciones entre los taxones y en identificación. El gen 16S rRNA ha sido 

utilizado con este propósito mediante el empleo de técnicas como el RFLP-PCR, que 

permite discriminar entre C. jejuni y C. coli (Linton et al., 1997), y entre C. helveticus y 

C. upsaliensis (Lawson et al., 1997). También se ha ensayado el RFLP-PCR del fragmento 

23S rRNA empleando dos enzimas de restricción (Fermer and Olsson, 1999; Hurtado 

and Owen, 1997). Debido a que el genoma de Campylobacter spp. es dinámico y se ve 

afectado por mecanismos de recombinación homóloga y transferencia lateral (Dingle 

et al., 2001; Miller et al., 2005; Schouls et al., 2003), se ha propuesto la secuenciación 

de un pequeño número de genes codificadores de proteínas altamente conservadas 

para el estudio de la filogenia de especies cercanas. Los genes groEL y rpoB se han 

propuesto para la identificación a nivel de especie de Campylobacter (Hill et al., 2006; 

Korczak et al., 2006). Son fragmentos ubicuos, conservados, pero con suficiente 

variación entre especies como para procurar mejores resultados en la identificación.  

Para la genotipificación de Campylobacter spp. se emplean sobre todo las técnicas 

genotípicas de PFGE (pulsed-field gel electrophoresis), AFLP (amplified fragment length 

polymorphism), ribotipado, tipado basado en el gen fla, y el MLST (multilocus 

sequence typing). El PFGE se basa en el corte del DNA genómico por enzimas de 

restricción de corte restringido, y la separación de los fragmentos mediante una 

electroforesis en campo pulsante (Hanninen et al., 2000; Michaud et al., 2001). EL AFLP 

se basa en la digestión del DNA genómico mediante dos enzimas de restricción con 

lugares de reconocimiento de 4 y 6 pares de bases. El DNA digerido es amplificado 

mediante PCR y posteriormente los perfiles son detectados mediante electroforesis 

(Duim et al., 1999; Kokotovic and On, 1999). El ribotipado se basa en la digestión del 

DNA genómico, su separación mediante electroforesis en gel de agarosa e hibridización 

Southern blot con sondas específicas para genes de rRNA (de Boer et al., 2000; Ge et 

al., 2006; Gibson et al., 1995). Otros métodos de obtención de perfiles genotípicos 

empleados en la tipificación de Campylobacter como el RFLP-PCR están basados en el 

gen de la flagelina (flaA o flaB) (Harrington et al., 2003; Petersen and Newell, 2001). El 

sistema de tipado más novedoso es el MLST, que se basa en la secuenciación de 

aproximadamente 450-500 bp de fragmento de siete genes domésticos (housekeeping 

genes): aspA (aspartase A), glnA (glutamina sintetasa), gltA (citrato sintetasa), glyA 

(serina hidroxymetiltransferasa), pgm (fosfoglucomutasa), tkt (transketolasa) y uncA 

(subunidad alpha ATP sintasa) (Dingle et al., 2001; Dingle et al., 2005). En función de las 

diferencias en pares de bases en los genes se forman los llamados sequence-types (ST) 

y ST-complexes. Aparentemente, el MLST tiene menor poder discriminante que el 

PFGE (O'Reilly et al., 2006; Sails et al., 2003b; Sails et al., 2003c) y similar al AFLP 

(Schouls et al., 2003) y está muy orientado al análisis de la estructura de poblaciones 

(Clark et al., 2005). 
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1.5 RESERVORIOS Y CONTAMINACIÓN MEDIOAMBIENTAL  
El principal reservorio ambiental de las especies patógenas de Campylobacter spp. es el 

tracto digestivo de aves y mamíferos tanto salvajes como domésticos (Hald et al., 

2004; Hook et al., 2005; Nadeau et al., 2002; Petersen et al., 2001; Schouls et al., 2003; 

Thomas et al., 1997). Son muchas las especies de animales en las que se encuentra 

como comensal sin manifestar síntomas en el hospedador, pero siendo excretado de 

manera continua en heces. Es también habitual que se encuentre como comensal en 

animales domésticos como roedores, perros (sobre todo cachorros) y gatos (en 

especial en las crías) (Acke et al., 2006; Acke et al., 2009; Acke et al., 2010; Corry et al., 

1982; Fernandez and Martin, 1991; Koene et al., 2009). Otras especies animales en las 

que se ha aislado son las almejas, ostras y mejillones (Endtz et al., 1997; Van Doorn et 

al., 1998; Wilson and Moore, 1996), así como peces, corzo, jabalí, alce y liebre parda 

(Engvall et al., 2002) y aves como patos, gansos y gaviotas (Abulreesh et al., 2006; 

Hughes et al., 2009; Waldenstrom et al., 2007). Igualmente puede estar presente como 

comensal en el tracto intestinal humano.  

Por supuesto, los animales de abasto como aves, vacuno, porcino y ovino son 

reservorios conocidos de Campylobacter spp. (Acik and Cetinkaya, 2005; Acik and 

Cetinkaya, 2006; Alter et al., 2005; Boes et al., 2005; Cornelius et al., 2005; Keller and 

Perreten, 2006; Munroe et al., 1983; Rotariu et al., 2009; Stanley and Jones, 2003). 

Pero las aves de aptitud cárnica son el reservorio más importante reconocido de este 

patógeno (Atanassova and Ring, 1999; Borck and Pedersen, 2005; Ellis-Iversen et al., 

2009). Se han detectado diferencias en la distribución de C. jejuni y C. coli dependiendo 

del reservorio, asociándose C. jejuni generalmente a aves y C. coli a porcino. C. jejuni ha 

sido identificado en 42,5%, 86,8% y 2,1% de las cepas aisladas de broilers, vacuno y 

cerdos respectivamente, mientras que C. coli lo fue a su vez en el 13,1%, 9,5% y 87,1% 

de las cepas en los mismos reservorios (EFSA, 2009b). En cuanto a otras especies de 

Campylobacter, debe destacarse que no se determinó la especie en un 46,4%, 3,7% y 

10,8% de las cepas aisladas de broilers, vacuno y porcino (“Campylobacter spp. 

unspecified”). Otros animales de abasto en los que se ha encontrado prevalencias 

significativas, aunque reducidas (en torno al 5%), son las aves de caza criadas en 

cautividad (Soncini et al., 2006). 

Debido a la excreción continua en heces, la contaminación ambiental puede ser 

extensa abarcando aguas en arroyos, ríos, y lagos, o productos vegetales en contacto 

con materia fecal (Abulreesh et al., 2006; Brown et al., 2004; Devane et al., 2005; 

Garrett et al., 2007; Hansson et al., 2007b). Se ha aislado Campylobacter spp. de las 

líneas y depósitos de agua de las granjas avícolas (Newell and Fearnley, 2003), y de 

hábitats de agua dulce (lagos, ríos y pozos) (Brennhovd et al., 1992; Hänninen et al., 

2003) consecuencia de la contaminación con aguas residuales, aguas de escorrentías 

de pastos y por contaminación directa por aves. De hecho, la contaminación del agua 
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es generalmente fruto de la previa contaminación de la manada, antes que en sentido 

inverso (Newell and Fearnley, 2003). 

Aunque Campylobacter spp. no es capaz de permanecer largo tiempo como formas 

infectivas fuera de un hospedador animal, su capacidad de supervivencia aumenta en 

zonas húmedas, frías y no expuestas directamente a la luz solar, como el agua de ríos, 

charcas, etc. (Cools et al., 2003; El-Shibiny et al., 2009; Lind et al., 1996). La 

supervivencia mejora a temperaturas de refrigeración, y C. jejuni, C. coli y C. lari son 

viables en agua a 4°C durante 15 días; 10 días a 12°C y 10-15 días en el agua de río a la 

misma temperatura, y disminuye progresivamente al aumentar la temperatura y la 

oxigenación (Buswell et al., 1998). En condiciones ambientales desfavorables, 

Campylobacter spp. adopta un estado viable pero no cultivable que no puede ser 

aislado por métodos de cultivo, aunque sigue siendo infeccioso (Federighi et al., 1998; 

Rollins and Colwell, 1986; Tholozan et al., 1999). Las células viables no cultivables de C. 

jejuni pueden permanecer en este estado durante meses y revertir al estado cultivable 

mediante un pase por un hospedador animal como ratones de laboratorio (Baffone et 

al., 2006; Cappelier et al., 1999). La supervivencia de Campylobacter, como la de otros 

patógenos, se ve favorecida cuando se encuentran inmersos en un biofilm, que les 

protege contra el estrés medioambiental y mejora su capacidad de adhesión (Trachoo 

et al., 2002; Trachoo and Frank, 2002). La viabilidad de C. jejuni en agua bajo 

condiciones de estrés medioambiental (alta concentración de oxígeno, exposición a 

rayos UV, escasez de nutrientes, etc.) contribuye al daño físico de las células y reduce 

su capacidad de recuperación en medios de cultivo selectivos (Atack and Kelly, 2009; 

Jackson et al., 2009; Newell and Fearnley, 2003). 

1.6 ALIMENTOS COMO VEHÍCULO DE CAMPYLOBACTER  SPP .  
De entre los alimentos, la carne de pollo ha sido considerada tradicionalmente el 

vehículo alimentario más importante en la campilobacteriosis, y son muchas las 

evidencias que soportan esta relación. La reducción en el consumo de este tipo de 

carne (por ejemplo, durante la crisis de las dioxinas en Bélgica (1999), o la gripe aviar 

en Holanda (2003)) se han visto acompañadas por un descenso significativo de los 

casos de enfermedad (Vellinga and Van Loock, 2002). Los serotipos presentes en 

broilers y aislados de casos clínicos son muy similares (Altekruse, 1998). Según estudios 

de atribución de fuentes empleando diversos sistemas, la carne de ave es una 

importante fuente de infección humana con porcentajes de atribución entre el 55 y 

71% para la carne de pollo (EFSA Panel on Biological Hazards (BIOHAZ), 2010). Los 

alimentos en los que Campylobacter spp. se aísla más frecuentemente son las carnes, 

como la de aves de corral (en especial pollo y pavo), y en menor proporción la de 

porcino (en este caso Campylobacter coli) y vacuno (Atanassova et al., 2007; Bracewell 

et al., 1985; Kwiatek et al., 1990; Zhao et al., 2001). El grado de contaminación de las 

canales de pollo es muy elevado. En el caso de las canales de pollo de venta al por 

menor, la prevalencia oscila enormemente entre un 0% y un 100%, con porcentajes 
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entre un 60% y un 90% de las canales positivas con niveles de contaminación 

superiores a 103 ufc/g (Allen et al., 2007; Atanassova and Ring, 1999; Chrystal et al., 

2008; De Cesare et al., 2008; Johannessen et al., 2007). Varios factores ayudan a 

explicar estas altas prevalencias, pero sin duda, las razones primordiales residen en la 

alta prevalencia del patógeno en los animales vivos, el particular método de sacrificio 

de las aves, con etapas como el escaldado y el desplumado que contribuyen a la 

diseminación de la contaminación, y las condiciones de almacenamiento junto con la 

naturaleza de la piel de las aves que facilitan la supervivencia de células de 

Campylobacter (El-Shibiny et al., 2009; Kotula and Pandya, 1995; Lee et al., 1998). 

 A pesar de que el reservorio principal son las aves en producción intensiva, su 

aislamiento de huevos es infrecuente, debido aparentemente a su incapacidad para 

penetrar la cáscara y/o sobrevivir en la cáscara, clara o yema (Baker et al., 1987; Doyle, 

1984; Sahin et al., 2003; Zanetti et al., 1996). El microorganismo se ha detectado tanto 

en leche no pasteurizada (de vaca, oveja o búfala) como en el queso elaborado a partir 

de la misma (Adesiyun et al., 1996; Beumer et al., 1988; Doyle and Roman, 1982; 

Humphrey and Beckett, 1987; Lovett et al., 1983). Además estos alimentos están 

estrechamente vinculados a brotes de campilobacteriosis (Birkhead et al., 1988; Fahey 

et al., 1995; Kornblatt et al., 1985; Levy, 1946; McNaughton et al., 1982). No es 

frecuente su aislamiento en leche y productos lácteos pasteurizados, por su escasa 

termorresistencia (D'Aoust et al., 1988; El-Nokrashy et al., 1997). En quesos 

acidificados madurados durante largo tiempo no se detecta normalmente (Baffone et 

al., 1995; Federighi et al., 1999; Whyte et al., 2004). Se ha detectado Campylobacter en 

productos vegetales listos para comer contaminados a partir de heces o agua 

contaminada (Beuchat, 1996; Chai et al., 2007; Evans et al., 2003; Federighi et al., 

1999; Park and Sanders, 1992), pero en pocas ocasiones estos alimentos se han visto 

implicados en brotes de campilobacteriosis (EFSA, 2009a). 

Se sabe que Campylobacter no puede crecer en alimentos a las Tº habituales de 

almacenamiento (Beutling, 1998), y por tanto los alimentos funcionan como meros 

vectores no existiendo multiplicación en ellos (Altekruse et al., 1994). La 

contaminación cruzada es la causa de muchos casos de campilobacteriosis al 

contaminarse alimentos en el momento y lugar apropiados (ya listos para consumir), 

por contacto con superficies como cubiertos, tablas de cortar, etc. siendo buenos 

ejemplos las barbacoas o los bufés fríos (Allerberger et al., 2003; Istre et al., 1984).  

1.7 EPIDEMIOLOGÍA DE LA GASTROENTERITIS POR 

CAMPYLOBACTER  SPP .  

1.7.1 IN CI DEN CIA  
Las especies de Campylobacter asociadas con la enfermedad gastrointestinal incluyen 

C. jejuni, C. coli, C. lari, C. fetus y C. upsaliensis. De entre ellos C. jejuni y C. coli son los 

más frecuentemente aislados de muestras clínicas en hombre. Campylobacter spp. se 



 

32 

 

ha convertido en una de las causas más frecuentes de gastroenteritis bacteriana 

transmitida por alimentos y sobrepasa a Salmonella en muchos países industrializados. 

Según datos publicados en el Informe sobre tendencias y fuentes de zoonosis y agentes 

zoonóticos en la Unión Europea (EFSA, 2009b; EFSA, 2010b), en 2007 se registraron 

más de 200.000 casos confirmados de campilobacteriosis humana (200.507) en 24 

Estados miembros. La tasa de notificación global fue de 45,2 casos por 100.000 

habitantes. En 2008 la incidencia disminuyó a 40,7 casos por 100.000 habitantes con 

196.566 casos registrados (5% de descenso). Las tasas de notificación de 2008 para los 

diferentes Estados miembros se presentan en la Tabla 1.2 y en la Figura 1.2. La 

variación en las tasas de notificación entre los Estados miembros es muy grande (de 

<0,1 a 193,3) y esto puede ser debido, además de a la disparidad en la prevalencia, a la 

distinta sensibilidad de los sistemas de vigilancia y monitorización y a los métodos 

microbiológicos utilizados por los Estados miembros. 

TABLA 1.2.  TASAS DE NOTIFICACIÓN Y Nº DE CASOS EN LOS PAÍSES MIEMBROS DE LA UE  EN 2008  (EFSA,  

2010B). 

Estado miembro Nº de casos Incidencia* 

Austria 4.280 51,4 

Bélgica 5.111 47,9 

Bulgaria 19 0,2 

Chipre 23 2,9 

Rep. Checa 20.067 193,3 

Dinamarca 3.470 63,4 

Estonia 154 11,5 

Finlandia 4.453 84 

Francia 3.424 5,4 

Alemania 64.731 78,7 

Grecia SD  

Hungría 5.516 54,9 

Irlanda 1.752 39,8 

Italia 265 0,4 

Letonia 0 0,0 

Lituania 762 22,6 

Luxemburgo 439 90,7 

Malta 77 18,8 

Países Bajos 3.341 39,2 

Polonia 257 0,7 

Portugal SD  

Rumanía 2 <0,1 

Eslovaquia 3.064 56,7 

Eslovenia 898 44,3 

España 5.160 11,4 

Suecia 7.692 83,8 

Reino Unido 55.609 90,9 

Total 190.566 40,7 

*Incidencia: expresada en número de casos por 100.000 habitantes. SD = Sin datos.  
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FIGURA 1.2.  TASAS DE NOTIFICACIÓN DE CASOS DE CAMPILOBACTERIOSIS HUMANA POR CADA 100.000  

HABITANTES EN LA UE  EN 2008  (TOMADO DE EFSA,  2010). 

 

La mayoría de los países europeos, con la excepción de Suecia, Finlandia, Países Bajos, 

y Francia, informaron de una ligera disminución en el número de casos confirmados en 

2008, en comparación con 2007 (datos no mostrados). España continúa 

aparentemente una tendencia a la baja iniciada en 2004 pasando de 5.958 casos en 

2004 a 5.160 en 2008, y opuesta a las cifras de la Unión Europea (Figura 1.3). Como ya 

se ha mencionado, al comparar los datos a nivel de la UE debe tenerse en cuenta que 

las cifras deben ser interpretadas con cautela debido, por ejemplo, a la modificación de 

los sistemas de vigilancia y presentación de informes o de los métodos de diagnóstico 

utilizados en uno o más países específicos, y no necesariamente reflejan un cambio en 

la tendencia en toda la UE. También existen países que no han emitido informe algunos 

años (por ejemplo, Portugal, Grecia y Eslovenia) o países con cifras tan reducidas que 

claramente muestran una diferencia en los criterios de recogida de información (por 

ejemplo, Italia).  
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FIGURA 1.3.  NÚMERO DE CASOS EN ESPAÑA Y EN LA UNIÓN EUROPEA EN LOS AÑOS 2004-2008  (EFSA, 2010) 

La Figura 1.4 muestra que la mayoría de las cifras de notificación de casos de 

campilobacteriosis se produjeron durante los meses de verano y principios de otoño 

(junio-septiembre). Es llamativo que el pico de incidencia se expande también a meses 

de temperaturas moderadas como junio y septiembre. Según el CSR (EFSA, 2009b), no 

se observan diferencias significativas en la distribución estacional entre el norte y el sur 

de Europa. 

 
FIGURA 1.4.  DISTRIBUCIÓN POR MES DEL AÑO DE CASOS CONFIRMADOS Y NOTIFICADOS DE CAMPILOBACTERIOSIS 

HUMANA POR 100,000  HABITANTES EN EUROPA (EFSA 2010). 
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La enfermedad no se manifiesta generalmente en forma de brotes epidémicos, sino 

como casos esporádicos. A nivel hospitalario la incidencia registrada es elevada, a 

pesar de ser en la mayoría de los casos un proceso autolimitante. La infección es 

sintomática en países desarrollados y presenta un carácter hiperendémico en países en 

vías de desarrollo, con una tasa de infecciones asintomáticas muy elevada. 
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La enfermedad no se manifiesta generalmente en forma de brotes epidémicos, sino 

como casos esporádicos. A nivel hospitalario la incidencia registrada es elevada, a 

pesar de ser en la mayoría de los casos un proceso autolimitante. La infección es 

sintomática en países desarrollados y presenta un carácter hiperendémico en países en 

vías de desarrollo, con una tasa de infecciones asintomáticas muy elevada. 

países en vías de desarrollo como desarrollados la enfermedad afecta principalment

Europa la incidencia es mayor, además de en los menores de 5 años, en 

individuos de entre 15 y 24 años (Figura 1.5). De un total de 1.000 análisis realizados en 

de pacientes diarreicos, resultaron positivas un 7,8% de muestras,

de niños de edades comprendidas entre 6 y 10 años, frente a un 13,5% en 

adolescentes y jóvenes adultos (Böhm and Heeschen, 1995). Los datos epidemiológicos 

l número total de casos de campilobacteriosis y es presumible una mayor 

encia de infecciones por C. jejuni que la observada en las estadísticas oficiales

puesto que la mayoría de los casos no son registrados por su sintomatología leve o 

llos en el sistema de recogida de información.  

ISTRIBUCIÓN ETARIA DE CASOS CONFIRMADOS Y NOTIFICADOS DE CAMPILOBACTERIOSIS

HABITANTES (EFSA  2010) 

La campilobacteriosis es mayoritariamente una enfermedad transmitida por alimentos 

aunque existen otras vías de transmisión, como el manejo de alimentos o el 

(Anonymus, 1994; EFSA Panel on Biological Hazards (BIOHAZ), 2010; 

Molbak and Havelaar, 2008). A pesar de que no se conoce con exactitud la 

infectiva mínima (DIM) necesaria para provocar la enfermedad, se estima 

de células ingeridas, el resultado de la exposición depende de la virulencia 

del patógeno, las características del hospedador y el vehículo (tipo de alimento)
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La enfermedad no se manifiesta generalmente en forma de brotes epidémicos, sino 

como casos esporádicos. A nivel hospitalario la incidencia registrada es elevada, a 

pesar de ser en la mayoría de los casos un proceso autolimitante. La infección es 
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(Buchanan et al., 2009; Chen et al., 2006; Medema et al., 1996). La dosis necesaria para 

desencadenar la enfermedad se ha estimado en 2-3 células por gramo o mililitro de un 

alimento en una ingestión de comida normal, mientras que un estudio señala que en 

leche bastarían 500-800 células para ocasionar la enfermedad (Black et al., 1988; 

ICMSF (International Commission on Microbiological Specifications for Foods)., 1998; 

Robinson, 1981; Teunis et al., 2005). La información disponible procede de un único 

estudio y no parece ser suficiente para establecer relaciones dosis-respuesta fiables 

(Robinson, 1981; Teunis et al., 2005). Los modelos de relaciones dosis/respuesta 

establecidos son en su mayor parte no lineales, y en ellos la dosis infectiva necesaria 

para provocar enfermedad depende de varios factores, como la virulencia de la cepa, 

el vehículo (alimento, agua) y la susceptibilidad del hospedador (Buchanan et al., 

2009). 

1.7.2 BROT ES  
Incluso aunque la mayor parte de las campilobacteriosis se presentan como casos 

aislados, se registra un número apreciable de brotes en la Unión Europea. La mayor 

parte de los brotes causados por especies de Campylobacter se asocian al consumo de 

leche no pasteurizada o agua de bebida no tratada (Alary and Nadeau, 1990; 

Brieseman, 1987; Clark et al., 2003; EFSA, 2009a; EFSA Panel on Biological Hazards 

(BIOHAZ), 2010; Hanninen et al., 2003; Martin et al., 2006; Mentzing, 1981; Palmer et 

al., 1983; Robinson et al., 1979; Robinson and Jones, 1981; Vogt et al., 1982). Los 

brotes pueden afectar a gran número de personas (Jakopanec et al., 2008; Martin et 

al., 2006). Como en otros brotes de pequeño tamaño las sospechas recaen en 

contaminación fecal de fuentes desconocidas, en ocasiones de animales silvestres y en 

otras por contaminación cruzada con carne de aves (Allerberger et al., 2003; Frost et 

al., 2002; Jimenez et al., 2005; Mazick et al., 2006). Aparentemente existen diferencias 

entre regiones europeas en lo que respecta a los alimentos implicados en los brotes, 

siendo más frecuente la participación del agua no tratada en los países nórdicos (EFSA 

Panel on Biological Hazards (BIOHAZ), 2008a). Estas diferencias pueden ser debidas a 

distintas prevalencias o de hábitos de consumo, o a diferencias en el estudio y registro 

de los brotes por no estar armonizados los procedimientos entre países europeos. El 

estudio epidemiológico de brotes y casos aislados difiere pero en ambos es difícil 

determinar el origen de la contaminación por ser un patógeno ampliamente distribuido 

en el medio ambiente y por las limitaciones técnicas de los sistemas de atribución de 

orígenes, que precisa de sistemas de tipificación satisfactorios. 

1.8 CAMPILOBACTERIOSIS Y SÍNDROMES ASOCIADOS  
La campilobacteriosis cursa con gastroenteritis, o diarrea inflamatoria con daños en las 

superficies mucosas de yeyuno, íleon y colon. Otros síntomas colaterales son malestar, 

fiebre y dolor abdominal, así como la presencia de náuseas pero no de vómito. El 

período de incubación es de 1 a 7 días con comienzo agudo acompañado de calambres 
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abdominales y diarrea. Aproximadamente un tercio de los pacientes con 

gastroenteritis sufren fiebre prodomal, cefalea, vértigo, mialgia y otras molestias 

inespecíficas, similares al síndrome gripal, entre 12 y 24 horas antes de la aparición de 

síntomas intestinales. Los síntomas pueden abarcar desde unas pocas deposiciones 

sueltas hasta una diarrea acuosa profusa postrante con diez o más movimientos 

intestinales al día. Las deposiciones pueden contener mucus y/o sangre (Blaser et al., 

1979). Generalmente es un proceso autolimitante, cuyos síntomas pueden durar una 

semana o incluso más, que necesita de terapia de reposición de líquidos y electrolitos, 

y para una minoría de pacientes, debilitados o inmunocomprometidos, tratamiento 

antibiótico. Por esta razón, el aumento de las resistencias antibióticas en 

Campylobacter es motivo de alarma ya que este fenómeno ha aparecido de manera 

conjunta al empleo de antibióticos en producción animal. 

Entre las complicaciones importantes de comienzo tardío, cabe destacar el síndrome 

de Guillain-Barré, el síndrome de Reiter, la artritis reactiva, y las infecciones crónicas en 

pacientes inmunodeficientes, neuropatías, apendicitis aguda, mielitis, síndrome de 

intestino irritable (SII) y enfermedad inflamatoria intestinal (Baar et al., 2007; Berden 

et al., 1979; Campbell et al., 2006; Havelaar et al., 2000; Koblar et al., 1991; Mangen et 

al., 2005; Smith and Bayles, 2007). También se ha documentado un incremento en la 

mortalidad después de una gastroenteritis aguda por Campylobacter (Helms et al., 

2003). El síndrome de Guillain-Barré es una enfermedad infrecuente, cuya incidencia 

oscila entre los 1-1,5 casos/100.000 habitantes y año. No existe predisposición especial 

en función de la edad, sexo, raza o localización geográfica, y destaca el hecho de que 

algo más de la mitad de los pacientes refieren una infección gastrointestinal 

inespecífica, de uno a dos meses antes. Es una enfermedad autoinmune y reactiva, de 

la que Campylobacter jejuni es el antecedente patógeno más frecuente (Allos, 1997; 

Allos and Blaser, 1994). La infección por Campylobacter induce a una respuesta inmune 

celular y humoral y se estima que esto sucede en el 0,1% de los casos clínicos de 

campilobacteriosis.  

 El impacto combinado de las diferentes complicaciones y secuelas puede ser 

cuantificado mediante indicadores de salud integrados, tales como los años de vida 

ajustados por discapacidad (DALY, Disability Adjusted Life Years). En los Países Bajos, 

Campylobacter provoca la mayor carga de los patógenos comunes transmitidos por 

alimentos, seguida por Salmonella y Toxoplasma (Mangen et al., 2005). Para 

Campylobacter, la mayor contribución a la carga es por complicaciones, en particular, 

por el síndrome de Guillain-Barré. La mortalidad también provoca una carga 

relativamente elevada, mientras que la contribución de la gastroenteritis aguda es 

relativamente baja (Molbak and Havelaar, 2008). Un trabajo reciente (Haagsma et al., 

en prensa) sugiere que aproximadamente el 9% de los casos de gastroenteritis pueden 

llegar a desarrollar el síndrome de intestino irritable. Esto supondría aproximadamente 

110.000 casos nuevos por año, explicando el 10% del total de la prevalencia de los 
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diagnósticos de SII. Aunque hay pocos datos sobre la gravedad y la duración del SII, se 

estima que el SII duplica la carga total de Campylobacter asociada a enfermedades en 

los Países Bajos, aproximadamente desde 1.600 hasta 3.000 DALYs por año (EFSA, 

2009a; EFSA Panel on Biological Hazards (BIOHAZ), 2010). 

1.9 PRODUCCIÓN DE CARNE DE AVE EN ESPAÑA 
En el año 2009, según datos del Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino 

(MARM), se sacrificaron en España 675 millones de aves (incluyendo el pollo -Gallus 

gallus, avestruces -Struthio camelus-, además de otras especies) con un peso en canal 

de 1.234.000 t. La Figura 1.6 muestra la evolución en toneladas del peso canal total de 

aves sacrificadas en España durante los años 2000-2008. De ellos el 84,9% eran 

broilers, un 5,3% gallinas y el resto carne de otras producciones incluyendo avestruz. La 

avicultura alternativa en su conjunto representa aproximadamente un 7% (86.000 t) 

del total de carne de ave producida en España. Las formas “extensivas” de pollo 

representan el 80% del total de este tipo de carne, seguido de codorniz (11%) y pato 

(9%). En cuanto a la producción de carne de avestruz (comunicación interna del 

MARM), y según estimaciones del sector productor, la producción estaría en torno a 

175 t anuales, correspondientes al sacrificio de 7.500 aves en los 14 mataderos 

autorizados para el sacrificio de estos animales. La producción se mantiene estable tras 

el espectacular incremento vivido en los años 1999-2002.  

 
FIGURA 1.6.  EVOLUCIÓN DEL PESO CANAL TOTAL DE AVES SACRIFICADAS (TONELADAS) EN ESPAÑA (2000-

2008). 

Por su parte, la orientación zootécnica y los sistemas de cría animal tienen una 

influencia directa en la epidemiología de las enfermedades zoonósicas, y por tanto 

también en el caso de las infecciones por Campylobacter spp. La avicultura industrial se 

caracteriza por una mayor densidad poblacional de los animales, lo que facilitaría el 

contagio y la diseminación una vez introducido el agente en la manada. No obstante, 

las prácticas sanitarias y productivas aconsejadas (vaciado sanitario, aplicación de 

medidas de bioseguridad, aislamiento frente a vectores como aves silvestres, control 

higiénico-sanitario de la alimentación y de la sanidad de la cabaña, etc.) dificultan con 

mayor eficacia la exposición inicial de la población. Por el contrario, la avicultura 
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alternativa y de carácter extensivo, como los sistemas de producción ecológica de 

pollo, facilitan el contagio inicial de dichas poblaciones. La cría en campo abierto y con 

libertad de movimientos facilita el contacto con poblaciones aviares silvestres y 

supone, en general, la aplicación de unas medidas de bioseguridad menos drásticas. 

Sin embargo, la menor densidad poblacional de dichos sistemas de cría disminuye, si 

bien no impide, la capacidad de contagio por vía orofecal de cepas de Campylobacter 

spp. entre la población. 

1.10 JUSTIFICACIÓN DEL TRABAJO  
La campilobacteriosis es actualmente la enfermedad gastrointestinal transmitida por 

alimentos que presenta mayor incidencia a nivel europeo, y también en España (EFSA, 

2009b). A pesar de ello, no se le ha prestado suficiente atención ni se ha valorado en su 

justa medida el coste que supone en términos económicos, existiendo una insuficiente 

concienciación de la dimensión del problema a nivel sanitario (Canals i Rosell, 2001). 

Además de una evaluación general de la prevalencia de Campylobacter spp. a lo largo 

de la cadena alimentaria y en diversos productos, es necesario conocer las fuentes de 

contaminación y las vías de transmisión para poner en práctica procedimientos de 

control destinados a reducir la incidencia de la enfermedad. Para una eficaz evaluación 

y gestión de los riesgos asociados a la campilobacteriosis, es necesario reconocer la 

contribución relativa de distintos alimentos y otros factores de riesgo.  

La emergencia de resistencias antibióticas es uno de los retos más acuciantes que se 

plantean en Salud Pública. Ante la emergencia de cepas resistentes a las quinolonas en 

países con avicultura intensiva, es preciso contar con datos de monitorización y 

vigilancia que permitan conocer tendencias a corto y medio plazo. Un aspecto 

importante que permite arrojar luz sobre estas cuestiones reside en el estudio de 

características fenotípicas y genotípicas de las cepas que permiten conocer la 

variabilidad y distribución clonal de las cepas en el medio ambiente, las especies 

animales y los productos derivados. Existen técnicas fenotípicas como la 

espectroscopía de infrarrojos con transformada de Fourier (FT-IR) que, mediante la 

obtención de espectros infrarrojos (IR), permite la comparación y diferenciación de 

cepas en base a su espectro IR, e indirectamente, a su composición química. Para el 

manejo de datos numéricos complejos se emplean técnicas matemáticas 

multivariantes como las Redes Neuronales Artificiales (RNAs), el Análisis Discriminante 

(SDA) o el Índice de Discriminación (D), pero es preciso determinar su adecuación a la 

caracterización e identificación de Campylobacter spp. empleando datos de espectros 

IR, mediante el estudio de su eficiencia, ventajas e inconvenientes en relación con los 

procesos de asignación de cepas y la detección de falsos positivos y falsos negativos. 
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En concreto, los objetivos de este trabajo han sido los siguientes: 

• Conocer la prevalencia de Campylobacter spp. y su distribución 

ambiental, estacional y en determinados productos de origen animal a 

lo largo de la cadena alimentaria.  

• Determinar el perfil de antibiorresistencias de los microorganismos 

aislados.  

• Poner a punto la técnica de espectroscopía FT-IR y realizar una 

caracterización quimiotaxonómica (obteniendo e interpretando su 

espectro IR) y fenotípica de los microorganismos aislados. 

• Desarrollar distintas Redes Neuronales Artificiales y comparar su 

adecuación a procesos de identificación empleando espectros IR. 

• Emplear técnicas de análisis multivariante para la identificación de 

Campylobacter mediante el empleo de espectros IR. 
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2 CAPÍTULO II.  AISLAMIENTO DE CAMPYLOBACTER SPP . ,  
IDENTIFICACIÓN FENOTÍPICA Y GENOTÍPICA ,  Y 

DISTRIBUCIÓN DE LAS CEPAS AISLADAS  

2.1  INTRODUCCIÓN  
La transmisión de Campylobacter desde los reservorios al hombre puede producirse 

por diferentes vías. Existe una vía directa (por ejemplo con las manos contaminadas 

tras estar en contacto con alimentos, heces o mucosas de mascotas). Debido a la 

eliminación vía fecal de células y la contaminación del medio ambiente, la infección se 

puede producir tras ingestión de agua no tratada, o vegetales crudos contaminados 

(Beuchat, 1996). Se han sugerido otras vías de contaminación como las moscas, que 

pueden transportar la bacteria al alimento (Hald et al., 2004; Nichols, 2005; Shane et 

al., 1985) o servir de reservorio en granjas, de la misma manera que otros insectos 

(Bates et al., 2004; Szalanski et al., 2004). El manejo y consumo de carne tiene una 

importancia mayor como vía directa e indirecta (Doyle, 1992; Friedman et al., 2004). La 

contaminación de canales en el matadero por contenido intestinal es más probable en 

el caso de las aves como pavos o pollos, por su sistema de sacrificio y carnización. Las 

propiedades de la piel de las canales de aves y las condiciones de almacenamiento y 

procesado hasta la venta favorecen la supervivencia de Campylobacter en comparación 

con las carnes rojas (Davis and Conner, 2007; Yang et al., 2001). La infección 

gastrointestinal puede producirse directamente por ingestión de carnes crudas o 

insuficientemente cocinadas o indirectamente por contaminación cruzada con 

alimentos preparados listos para consumir a través de las superficies y el material de la 

cocina como cubiertos, platos, etc. (Altekruse, 1998; Chai et al., 2008; Humphrey, 

2001). Existen aún lagunas en algunos aspectos de la epidemiología de Campylobacter 

spp. por lo que son necesarios nuevos estudios sobre su distribución y extensión a nivel 

de granja, los reservorios, las vías de contaminación y los alimentos implicados. 

2.1.1 MÉTO DOS  D E AI S LA MI ENTO D E CAMP Y LO B ACT E R  T ER MO FI LI CO S  
Campylobacter jejuni y Campylobacter coli son bacterias termófilas que necesitan 

condiciones microaerófilas a 37-42°C para su crecimiento óptimo. Se emplean medios 

de cultivo selectivos con antibióticos para aislar los microorganismos de muestras 

fecales y de muestras de alimentos, por la existencia de flora competidora (Chan and 

Mackenzie, 1984; Corry et al., 1995; Hutchinson and Bolton, 1983; Kim et al., 2009). La 

presencia de microorganismos dañados por estrés ambiental, como cambios térmicos, 

deshidratación, oxígeno atmosférico, limitación de nutrientes o shock osmótico, hacen 

necesarias generalmente técnicas de enriquecimiento para recuperar las células 

dañadas y cuando se encuentran en números bajos o en competición con otra 

microflora  acompañante (Fricker and Girdwood, 1984; Ribeiro et al., 1984). 
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No existe un método estándar aceptado universalmente para el aislamiento de 

Campylobacter spp. y se considera que los medios de cultivo disponibles en la 

actualidad no son óptimos para la recuperación de Campylobacter de muestras de 

diverso tipo (Kim et al., 2009). Existen numerosos métodos de aislamiento de 

Campylobacter spp. pero la methodología no está suficientemente normalizada 

(National Advisory Committee on Microbiological Criteria for Foods (NACMCF), 2007). 

Existen múltiples técnicas disponibles que van desde la filtración, el empleo de medios 

no selectivos o la utilización de medios de recuperación, el empleo de enriquecimiento 

selectivo en caldo, y detección directa o indirecta en medio sólido selectivo (Albert et 

al., 1992; Aspinall et al., 1996). Las técnicas varían en su capacidad de recuperación 

dependiendo del número de células existentes en la muestra, el grado de daño subletal 

presente en dichas células (Corry et al., 1995) y el número y actividad de la flora 

acompañante (muestras clínicas, alimentos, muestras ambientales). 

Una alternativa en la detección al empleo de los medios de cultivo la constituyen las 

pruebas genéticas e inmunológicas, como las que usan la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) o anticuerpos monoclonales. Se han desarrollado tests de 

aglutinación en látex y ELISA, con un alto grado de sensibilidad y especificidad (Tolcin 

et al., 2000). Por otra parte las técnicas de PCR, descritas por primera vez para 

Campylobacter en 1992, buscan amplificar el gen de la flagelina A en C. jejuni y C. coli 

(Oyofo et al., 1992). La técnica permite detectar un bajo número de células en 

muestras clínicas y es suficientemente específica para las dos especies mencionadas (Al 

et al., 2007; Alexandrino et al., 2004; Bang et al., 2003; Cardarelli-Leite et al., 1996; 

Debretsion et al., 2007; Hernandez et al., 1995; Hong et al., 2007). La técnica de PCR se 

ha combinado con sistemas de hibridación en microplaca (PCR-ELISA) lo que ha 

permitido aumentar la especificidad y la sensibilidad del proceso de detección con 

respecto a los medios tradicionales de cultivo (Grennan et al., 2001; Sails et al., 2001). 

La técnica de Real-Time PCR (LaGier et al., 2004; Sails et al., 2003a; Yang et al., 2004) 

permite la detección y diferenciación de las dos especies (C. jejuni, C. coli) de una 

manera eficaz y con elevada especificidad y sensibilidad. Aunque el empleo de 

métodos moleculares de detección tiene innumerables ventajas con respecto a los 

tradicionales de siembra en placa, estos últimos son necesarios si se desea una 

enumeración o una caracterización añadida de las cepas presentes en una muestra 

concreta. 

2.1.2 PR EVA LEN CI A  D E CAMP YL O BAC T ER SP P .  
Son innumerables los trabajos publicados en los que se estudia la prevalencia de 

Campylobacter en broilers (Aho and Hirn, 1988; Arsenault et al., 2007; Atanassova and 

Ring, 1999; Byrd et al., 1998; Callicott et al., 2008; Chen et al., 2010; Domínguez et al., 

2002; Hood et al., 1988; Humphrey et al., 1993; Jeffrey et al., 2001; Kapperud et al., 

1993a; van de Giessen et al., 2006; Wedderkopp et al., 2000; Wittwer et al., 2005; 

Zweifel et al., 2008). Sin embargo, son muy escasos aquellos que buscan este patógeno 
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en otras especies de aves como el avestruz (Cuomo et al., 2007; Ley et al., 2001; 

Siemer et al., 2005), a pesar de que Campylobacter ha sido citado ocasionalmente 

como patógeno en avestruces jóvenes (Stephens et al., 1998; Verwoerd, 2000). Hay 

trabajos que investigan la prevalencia de Campylobacter en lo que es conocido como 

pollo “orgánico” o “free-range”. En algunos trabajos se encontró una prevalencia 

similar en animales criados en ambos sistemas (Cui et al., 2005; Sato et al., 2004) 

(aprox. 75% y 29% respectivamente). Otros artículos indican que el riesgo de infección 

por Campylobacter en aves criadas de manera “orgánica” o “ecológica” es mayor, por 

el contacto que mantienen con vectores externos (Engvall, 2001; Sulonen et al., 2007). 

Campylobacter spp. se aisló del 100% de las manadas de broiler orgánico, del 36,7% 

del broiler conventional  y del 49,2% de las manadas de broiler criadas en extensivo 

pero en ciclo cerrado (Heuer et al., 2001). 

Un ambicioso estudio de prevalencia de Campylobacter en broilers en matadero se ha 

llevado a cabo en 2008 en la Unión Europea, con el objetivo de obtener datos 

comparables entre países miembros mediante el empleo de esquemas y planes de 

muestreo armonizados (EFSA, 2010a). En él se tomaron diez muestras de 10.132 lotes 

(manadas) seleccionados aleatoriamente en 26 estados miembros más Noruega y 

Suiza, y tras el sacrificio en matadero se tomaron muestras de contenido intestinal (10 

muestras conjuntas por lote) y canales para determinación analítica de Campylobacter. 

De los mismos lotes se muestreó una canal tras la refrigeración, tomando muestras de 

cuello y pechuga, con examen de presencia/ausencia así como recuentos cuantitativos 

de Campylobacter (EFSA, 2010a). Los resultados mostraron una elevada prevalencia, 

con valores medios en manadas (broilers) del 71,2% y del 75,8% en las canales, 

variando entre Estados miembro entre el 2,0% y el 100% para el contenido intestinal, y 

entre el 4,9% y el 100%, para las canales. Los resultados de los recuentos en las canales 

también variaron entre países, pero en general los altos recuentos se correlacionaron 

con altas prevalencias. Un 66% de los aislamientos fueron identificados como 

Campylobacter jejuni, y aproximadamente el resto como C. coli. Muy pocas cepas 

fueron asignadas a otras especies. La prevalencia observada en España fue del 88% de 

389 lotes analizados (manadas) y del 92,6% en las canales, siendo una de las más 

elevadas entre los países europeos con producción avícola significativa. 

2.1.3 OB J ETIVO S  D EL T RA B AJ O  
Para conocer la prevalencia y las características fenotípicas y genotípicas de las cepas 

de Campylobacter spp. presentes en medio ambiente y determinados productos de 

origen animal a lo largo de la cadena alimentaria, se diseñó un plan de toma de 

muestras en diversos puntos de la misma, a nivel de granja, matadero y producto 

preparado en establecimiento de venta. Se analizaron muestras recogidas en granja, 

tanto de aves industriales como de pollo criado según estándares de avicultura 
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ecológica1,2, y de una producción animal minoritaria (avestruces), como posible fuente 

de Campylobacter spp. Asimismo se recogieron y analizaron muestras procedentes de 

mataderos (tanto de pollo industrial como de avestruz) y de establecimientos de venta 

al público de este tipo de productos. Con ello se pretendía obtener una imagen del 

grado de contaminación, la existencia de contaminación ambiental y de la 

incorporación de microorganismos a la cadena alimentaria, observando asimismo la 

variación estacional. 

En granja se analizaron muestras fecales al ser la vía oro-fecal una sistema de 

transmisión de Campylobacter spp.; también se analizaron muestras de piensos y agua 

de bebederos, por constituir un indicador de calidad del nivel higiénico de las 

explotaciones. Se investigó la presencia de Campylobacter spp. en matadero por 

constituir éste un punto crucial en la determinación del nivel de higiene alcanzado a lo 

largo de la cadena alimentaria y su protección evitando contaminaciones cruzadas 

(Slader et al., 2002) y evitando mediante medidas de higiene la presencia del 

microorganismo en la cadena alimentaria. En matadero se analizaron muestras 

hepáticas al ser el hígado el órgano interno en el que se ha observado una mayor 

incidencia de Campylobacter spp. (Moore, 2001). Se analizó también el agua de 

escaldado por constituir un posible foco de contaminación. Otros puntos de 

investigación fueron las jaulas de descarga exteriores, las jaulas de descarga interiores 

y zonas de clasificación por peso, para estudiar la higiene del proceso de sacrificio y 

faenado. Por último se analizaron también muestras de producto terminado para 

conocer la prevalencia en los productos comercializados. 

2.2 MATERIAL Y MÉTODOS  

2.2.1 T IPO  Y  N Ú MERO  D E MU ES TR A S  
La Tabla 2.1 presenta la distribución estacional, por lugar de muestreo y por animal de 

la toma de muestras realizada. 

 

                                                           

1
La producción ecológica se encuentra regulada por el Reglamento (CE) 834/2007 del Consejo sobre 

producción y etiquetado de los productos ecológicos y por los Reglamentos (CE) 889/2008 de la 
Comisión y (CE) 1235/2008 de la Comisión, que establecen disposiciones adicionales de aplicación del 
Reglamento (CE) 834/2007 e incorporan aspectos sobre  importaciones de productos ecológicos 
procedentes de terceros países. En España, el Real Decreto 1852/1993, de 22 de octubre, sobre 
producción agrícola ecológica y su indicación en los productos agrarios y alimenticios (modificado por 
el RD 506/2001 y el RD 1614/2005). 
2 

La redacción “criado según estándares de avicultura ecológica”, “pollo ecológico” o “pollo orgánico”, 
presente a lo largo del texto obedece a una cuestión terminológica. De acuerdo con la legislación 
vigente, la granja en la que se aplicaba un sistema de cría distinto de la del pollo broiler no puede ser 
considerada como de cría ecológica, si bien se aproxima a los condicionantes definitorios de la misma. 
Es por ello que se ha respetado en el texto la denominación que, erróneamente, recibía dicha 
producción por parte de los mataderos y explotaciones con los que se ha colaborado en la elaboración 
de esta Tesis. 
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TABLA 2.1.  MUESTRAS RECOGIDAS DISTRIBUIDAS SEGÚN ESTACIÓN DEL AÑO,  LUGAR DE MUESTREO Y ANIMAL  

 
 

Broiler Ecológico Avestruz Total 
general 

Comercio 18 24 12 54 

Primavera 6 12 3 21 

Verano 4 4 3 11 

Otoño 4 4 3 11 

Invierno 4 4 3 11 

Granja 30 30 36 96 

Primavera 8 8 9 25 

Verano 7 7 9 23 

Otoño 8 8 9 25 

Invierno 7 7 9 23 

Matadero 48 8 38 94 

Primavera 18 2 8 28 

Verano 11 2 9 22 

Otoño 10 2 12 24 

Invierno 9 2 9 20 

Total general 96 62 86 244 

 

 
FIGURA 2.1.  MUESTRAS RECOGIDAS DISTRIBUIDAS SEGÚN LUGAR DE MUESTREO Y ESTACIÓN DEL AÑO 

 

Las muestras se tomaron en los puntos y lugares señalados en la Tabla 2.2. 
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TABLA 2.2.  PUNTOS ESPECÍFICOS DE MUESTREO 

Granja Avestruz Polvo y camas 
  Agua de bebedero 
  Pienso 
  Botas de personal 
  Heces 
 Broiler Polvo y camas 
  Pienso 
  Agua de bebedero 
  Botas de personal 
  Heces 
 Pollo ecológico Polvo y camas 
  Pienso 
  Agua de bebedero 
  Botas de personal 
  Heces 

Matadero Avestruz Muestras ambientales 

  
Muestra de hígado 
Muestras del agua de lavado  

 Broiler Hígado 
  Agua de escaldado 
  Producto terminado 
  Jaula de descarga exterior 
  Jaula de descarga interior 
  Zona de clasificación por peso 
 Pollo ecológico Hígado 
  Producto terminado 

Comercio 
minorista 

Avestruz Filetes de avestruz en presentación 
comercial, envasados al vacío, 
temperatura de refrigeración 

 
Broiler Muslos de pollo en presentación 

comercial, mantenidos a temperatura 
de refrigeración 

 
Pollo ecológico Muslos de pollo en presentación 

comercial, mantenidos a temperatura 
de refrigeración 

 

Las muestras de avestruz fueron recogidas de una granja de cría en ciclo completo, que 

contaba con unos 400 tríos de animales. El matadero anejo homologado contaba con 

sala de despiece y envasado, y túnel de congelación, y disponía también de punto de 

venta de productos elaborados y restauración. Se sacrificaban en su momento una 

media de 50 avestruces por semana. Las muestras de granja para pollos broiler se 

obtuvieron de granjas de tamaño medio situadas en la provincia de León (12.000 

aves/nave, densidad 15-17 aves/m2, producción total estimada de 396.000 

animales/año). Las muestras de granja de pollo denominado ecológico se tomaron de 

granjas con producciones de dos lotes etarios distintos de 5.000 y de 3.000 aves 

(densidad aproximada de 8-9 animales/m2, producción estimada de 48.000 aves/año). 

Las muestras de matadero (broilers y ecológico) se obtuvieron en un establecimiento 
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homologado con capacidad de sacrificio para 6.000 aves al día. Para las muestras 

recogidas en establecimientos minoristas (supermercado), tanto para avestruz como 

broilers y ecológico, se seleccionaron filetes y muslos de pollo de avestruz en bandejas 

de presentación comercial, envasados al vacío, y a temperatura de refrigeración. 

2.2.2 PROTO CO LO  D E AIS LA MIENTO  D E CAMP Y LO B AC TER  SPP .  
El protocolo de aislamiento seguido fue básicamente el mismo para todas las muestras, 

excepto aquellas procedentes del comercio minorista, las de hígado tomadas en 

matadero y las de pienso tomadas en granja, las cuales se homogeneizaron en PEB 

mediante un homogeneizador de paletas (Stomacher Colworth 400).  

Las superficies se muestrearon utilizando hisopos y material estériles. En las muestras 

tomadas mediante hisopo (superficies en matadero: jaula de descarga interior, jaula de 

descarga exterior y zona de clasificación por peso) se emplearon dos hisopos estériles 

por muestra: uno de ellos seco y el otro en solución estéril de peptona al 1%. Se 

muestreó siempre una superficie de 10 cm2. Las muestras se tomaron empleando 

material, hisopos y bolsas estériles. Se tomaron muestras de agua de bebedero en 

granja y de escaldado en matadero mediante el empleo de frascos estériles. Las 

muestras procedentes del mercado minorista se obtuvieron envasadas, estando las de 

avestruz envasadas al vacío y las de pollo industrial y ecológico en atmósfera aerobia 

(sobre bandejas de poliuretano). Tanto las muestras de hígado como las de mercado 

minorista se procesaron con instrumental (pinzas, tijeras y cuchillos) esterilizados.  

TR A SLA D O A L LA B OR A T OR IO D E LA S MU E S TR A S  

Las muestras se trasladaron al laboratorio manteniéndose refrigeradas (Tª<8°C) en 

maleta de transporte hasta su procesado, en tiempo normalmente inferior a 1 hora.  

ENR IQU EC IM I EN TO Y  S I E MBR A  

Las muestras fueron sometidas a un primer paso de enriquecimiento mediante cultivo 

en Preston Campylobacter Selective Enrichment Broth (PEB, Oxoid. Ver Anexo 8.3). Los 

erlenmeyers se introdujeron en jarras de anaerobiosis (Oxoid). Se incubaron a 37°C 

durante 24 horas y en atmósfera microaerofílica y capnófila (5% O2, 10% CO2, y 85% 

N2). Las jarras se insuflaron con atmósfera modificada de composición especificada 

(Carburos Metálicos S.A.), o bien con sobres de BBLTM CampyPak PlusTM (Becton 

Dickinson) con catalizador de paladio, en jarras de anaerobiosis. Tras el 

enriquecimiento, a partir de PEB se hizo una siembra en placas de Petri con Preston 

Campylobacter Selective Agar (PA, Oxoid. Ver Anexo 8.3). Las placas se incubaron 

durante 48 horas en idénticas condiciones. 

A I SLA MI EN TO Y  P U R IF IC A CI ÓN  

De las colonias sembradas en PA y que mostraron crecimiento, se recogió una colonia 

por placa empleando un asa de platino estéril en placas con crecimiento abundante en 
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las siembras por agotamiento, seleccionándose aquellas colonias con la apariencia 

típica de Campylobacter spp. (colonias planas, brillantes, con borde redondo o irregular 

y colorido gris o ligeramente pardo). Las colonias recogidas se resembraron por 

agotamiento en placas de Petri con PA utilizando un asa de platino estéril. Las placas se 

incubaron durante 48 horas en idénticas condiciones. 

Posteriormente se tomaron asépticamente colonias introduciendo una vez un asa de 

platino estéril en caldo Brain Heart Infusion (BHI, Oxoid), y se sembraron por 

agotamiento en placas de Petri de Campylobacter Blood Free (CCDA, Oxoid. Ver Anexo 

8.3), cultivándose en las condiciones mencionadas durante 48 horas. Las presuntas 

colonias de Campylobacter spp. aisladas a partir de CCDA fueron cultivadas de idéntica 

manera durante 48 horas en tubos de ensayo estériles con 10 ml de BHI y 

seguidamente almacenadas en tubos eppendorf estériles con glicerol. 

2.2.3 PRU EB AS  D E CON FI R MA CIÓN  
Para obtener información sobre la capacidad selectiva del procedimiento de 

aislamiento empleado, las cepas aisladas se procesaron realizándose pruebas 

bioquímicas de identificación. Las cepas de referencia (Campylobacter jejuni subsp. 

jejuni DSMZ 4688; Campylobacter coli DSMZ 4689) se emplearon como controles en las 

reacciones bioquímicas y para la PCR, revitalizándose de acuerdo a las instrucciones del 

suministrador. 

T INC IÓ N D E GR A M  

Se realizó según técnicas descritas (Barrow and Feltham, 2004). La observación 

mediante microscopía óptica se realizó a distintos aumentos: 10 X, 40 X y 100 X, este 

último con aceite de inmersión. 

CA TA LA SA  

La prueba de la catalasa se llevó a cabo depositando una gota de peróxido de 

hidrógeno al 30% sobre una colonia aislada, observando la formación de burbujas 

inmediatamente (Harrigan and McCance, 1976). 

OXID A SA  

Para la oxidasa se siguió la técnica habitual consistente en preparar dos soluciones al 

1% de α-naftol en etanol y de N,N-dimetil-1,4-fenilendiamina diclorohidratada en agua 

destilada. Ambas soluciones debidamente protegidas de la luz se mezclaron entre sí 

depositando una gota sobre las colonias a estudio. Se observó si estas cambiaban de 

color, adoptando una coloración azulada en menos de 10 segundos, en cuyo caso se 

consideraban como positivas (Harrigan and McCance, 1976). 
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CR ECI M IEN T O EN CCDA 

Las cepas se sembraron por estría en el medio selectivo Modified Campylobacter Blood 

Free Selective Agar (CCDA, Merck). Las condiciones de incubación fueron las reseñadas 

anteriormente, durante 48 h. 

REA C C IÓN EN CA D ENA  D E LA  P O LI MER A SA  

Las cepas aisladas con tinción de Gram positiva, catalasa y oxidasa positivas, que 

mostraron crecimiento en CCDA, se confirmaron mediante detección de genes 

específicos de C. jejuni y C. coli usando la reacción en cadena de la polimerasa. Una vez 

revitalizada la cepa, se sembraron 100 µl en tubos de 10 ml de BHI y de estos se tomó 

1 ml para sembrarlo en 10 ml BHI. En idénticas condiciones se sembraron en estría 50 

µl en placas de BHI. Las muestras se cultivaron en las condiciones habituales durante 

48 horas. De las cepas cultivadas en BHI, se extrajo 1 ml y se dispensó en tubos 

eppendorf estériles. Seguidamente se centrifugaron (12.500 rpm, 5 min) y se extrajo el 

sobrenadante. El pellet celular fue resuspendido con 200 µl de agua MilliQ estéril 

mediante agitación, para proceder a la ruptura celular y liberación del ADN por calor 

seco (100°C, 5 min) en baño de calor seco (Selecta). Por último se centrifugó de nuevo 

a 12.500 rpm durante 5 min. 

Se seleccionaron tres fragmentos para la identificación de las especies Campylobacter 

jejuni, Campylobacter coli y Campylobacter spp. (Denis et al., 1999): los genes mapA 

(Stucki et al., 1995), ceuE (Gonzalez et al., 1997) y 16S rRNA (Linton et al., 1997). La 

secuencia y el origen de los cuatro fragmentos de los cebadores empleados se recogen 

en la Tabla 2.3. Las reacciones de amplificación se realizaron en un volumen final de 

30µl conteniendo 0,6 U de polimerasa de Thermus thermophilus (Biotools), 100 µM de 

cada uno de los dNTP (Biotools), 0,42 µM de los cebadores MdmapA1, MdmapA2, 

COL3 y MDCOL2 (Roche Molecular Biochemicals) en Boehringer buffer. Las reacciones 

de amplificación se llevaron a cabo en un termociclador Eppendorf Mastercycler 

Personal y Mastercycler Gradient con el siguiente programa: un primer ciclo de 95°C / 

10 min, seguido de 35 ciclos (95°C/30s; 59°C/1 min 30s; 72°C/1 min), y por último 

72°C/10 min. Las amplificaciones generaron fragmentos de 589 pares de bases (pb), de 

462 pb y de 857 pb para Campylobacter jejuni, Campylobacter coli y Campylobacter 

spp. respectivamente. Para visualizar los amplicones, se sometieron alícuotas de 11µl 

junto con 3µl de patrón de carga, a electroforesis a 100V durante 1 hora en gel de 

agarosa al 1,5% (Biotools). La observación del gel se realizó tras su tinción con bromuro 

de etidio durante 15-20 minutos bajo luz ultravioleta, contrastándose con un marcador 

de 100 bp (Biotools). 
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TABLA 2.3.  SECUENCIA DE LOS CEBADORES EMPLEADOS EN LA AMPLIFICACIÓN DE LOS GENES Y LONGITUD DE LOS 

FRAGMENTOS DE ADN AMPLIFICADOS 

Gen Iniciador Secuencia de cebador (5-3) Tamaño de 
fragmento 

Especie Referencia 

16S 
rRNA 

MD16S1 ATCTAATGGCTTAACCATTAAAC 857 bp Campylobacter 

spp. 
 

 MD16S2 GGACGGTAACTAGTTTAGTATT    

mapA MDmapA1 CTATTTTATTTTTGAGTGCTTGTG 589 bp Campylobacter 

jejuni 
(Stucki et 
al., 1995) 

 MDmapA2 GCTTTATTTGCCATTTGTTTTATT    

ceuE COL3 AATTGAAAATTGCTCCAACTATG 462 bp Campylobacter 

coli 
 

 MDCOL2 TGATTTTATTATTTGTAGCAGCG    

16S rRNA: MD16S1 CCCJ609F de Linton et al. (1997) modificada en este trabajo. 
16S rRNA: MD16S2 CCJ1442R de Linton et al. (1997) modificada en este trabajo. 
mapA: Cebadores seleccionados de la secuencia genética del gen mapA (Stucki et al., 1995) 
ceuE: COL3 cebador superior: Oligonucleótido empleado por (Gonzalez et al., 1997) 
ceuE: MDCOL2 cebador inferior: (González et al., 1997, Denis at al., 1999). 
 

La Tabla 2.13 recoge las cepas identificadas y confirmadas como Campylobacter 

termofílicos juntamente con el lugar de toma de muestra, la producción y la estación 

del año en que se recogieron. En total, 111 cepas fueron aisladas y confirmadas como 

Campylobacter termofílicos, almacenándose para las pruebas realizadas en otros 

capítulos. 

2.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
En esta sección se muestran los resultados agrupados, primeramente incluyendo los 

resultados globales (número de cepas y porcentaje de positividad) de las cepas 

presuntivamente identificadas como Campylobacter en base a su crecimiento en PA y 

apariencia morfológica (Sección 2.3.1), y en segundo lugar los resultados globales de 

las cepas ya confirmadas (número de cepas y porcentaje de positividad) por pruebas 

fenotípicas y confirmación genotípica (Sección 2.3.2). A continuación se desglosan 

dichos resultados en función del animal de procedencia, lugar de la cadena y estación 

del año (Sección 2.3.3 y 2.3.4). 

2.3.1 RES ULTA DO S G LO BA LES D E LA S MU ES TR A S CON  CR ECI MI ENTO  EN  

PR ESTO N AGA R  
Se consideraron presuntamente positivas aquellas muestras en las que se produjo un 

crecimiento en Preston Agar (PA) tras incubación en atmósfera microaerofílica durante 

48 horas a 37°C. De ellas se aislaron colonias crecidas de la superficie del medio sólido. 

Las colonias seleccionadas de la superficie del medio de cultivo eran todas ellas de 

color gris-parduzco, redondeadas o de borde irregular, de diámetro menor de 1 mm y 

de aspecto brillante. La Tabla 2.4 presenta el número de muestras tomadas, el número 

de muestras presuntamente positivas por su crecimiento en PA y el porcentaje de 
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positividad desglosado por animal y lugar de muestreo. Del total de muestras 

analizadas (244), en 67 muestras no se detectó crecimiento o las colonias observadas 

no poseían las características enunciadas previamente. Así pues, en un número de 177 

muestras (72,5%) se observó el crecimiento de colonias en placa que podían 

considerarse presuntamente como Campylobacter spp.  

TABLA 2.4.  RESULTADOS DE AISLAMIENTOS POSITIVOS EN PA CLASIFICADOS POR ANIMAL Y A SU VEZ POR LUGAR 

DE MUESTREO 

 
Muestras 
tomadas 

Aislamiento 
positivo 

Porcentaje de 
positividad 

Broiler 90 76 84,4% 

Granja 30 21 70,0% 

Matadero 42 39 92,9% 

Comercio 18 16 88,9% 

Ecológico 62 52 83,9% 

Granja 30 21 70,0% 

Matadero 8 8 100,0% 

Comercio 24 23 95,8% 

Avestruz 92 49 53,3% 

Granja 36 26 72,2% 

Matadero 44 15 34,1% 

Comercio 12 8 66,7% 

Total general 244 177 72,5% 

 

La prevalencia de presuntos Campylobacter spp. fue superior en los meses de 

primavera y verano (Figura 2.2). Además, la Figura 2.2 refleja una disminución en la 

prevalencia en los meses de otoño e invierno de los presuntos Campylobacter y como 

se observa más adelante es similar a lo que ocurre con las especies confirmadas. 
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FIGURA 2.2.  RESULTADOS GLOBALES DE AISLAMIENTOS (MUESTRAS CON CRECIMIENTO EN PA) SEGÚN ESTACIÓN 

DEL AÑO 

 

2.3.2 RES ULTA DO S  G LO B ALES  D E LA S  MUEST RA S  CO N CEP AS  CON FI R MA D AS  

POR  PR U EBA S  FENOTÍPI CAS  Y  G ENOTÍ PICA S  
Las cepas aisladas de medio Preston Agar (PA) se sometieron posteriormente a 

pruebas bioquímicas para su confirmación como especies pertenecientes al género 

Campylobacter. Las pruebas utilizadas para confirmación fueron la tinción de Gram, 

catalasa, oxidasa y crecimiento en CCDA. Además se empleó la amplificación de genes 

exclusivos de C. coli y C. jejuni por PCR como prueba adicional para la adscripción a 

especie de las cepas a estudio (Figura 2.3). Las cepas aisladas, así como las de 

referencia (Campylobacter jejuni subsp. jejuni DSMZ 4688; Campylobacter coli DSMZ 

4689) presentaron el aspecto macroscópico típico, es decir, colonias no hemolíticas, de 

aspecto plano y brillante, con borde irregular y colorido gris o ligeramente pardo. Eran 

Gram-positivas, catalasa y oxidasa positivas y presentaban crecimiento en CCDA. Del 

global de las 244 muestras tomadas, en 177 se aislaron presuntos Campylobacter spp. 

(72,5%) y en 67 muestras no se obtuvo crecimiento o bien las cepas aisladas no eran 

Campylobacter (27,5%). De las 177 cepas que presentaron crecimiento en PA, 111 

fueron Campylobacter confirmados genotípicamente y 66 no fueron confirmados (bien 

no crecieron en CCDA, bien las pruebas bioquímicas no permitieron la identificación o 

la PCR no confirmó los resultados anteriores). Por lo tanto solamente un 62,7% (111 de 

172) de las cepas aisladas (con crecimiento en PA y morfología típica) resultaron ser 

Campylobacter spp., lo que denota un bajo nivel de selectividad del procedimiento de 

Primavera Verano Otoño Invierno

Granja 76,0% 78,3% 60,0% 65,2%

Matadero 78,6% 72,7% 54,2% 55,0%

Comercio 100,0% 81,8% 81,8% 81,8%

Total general 83,8% 76,8% 61,7% 64,8%
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aislamiento. El porcentaje global de

tanto de 45,5%. 

SELE C TI V ID A D  D E L OS M ED IO S D E CU L

La literatura científica que compara medios para el aislamiento de 

se refiere principalmente al aislamiento cualitativo de muestras

1992; Corry et al., 1995; Federighi et al., 1999; Josefsen et al., 2003; Manzano et al., 

1995; Scotter et al., 1993; Stern et al., 1992; Uyttendaele and Debevere, 1996)

protocolo de aislamiento de Preston tiene una mejor ca

Park-Sanders al muestrear carne de pollo 

serie de ventajas tales como ser menos laborioso, necesitar tan sólo una temperatura 

de incubación, su disponibilidad comercial

largo del protocolo dadas 

encaminada a verificar la identidad de las cepas aisladas, fue comprobar su crecimiento 

en CCDA que es un medio selectivo superior en requerimientos y selectividad 

comparado con el Preston Agar (PA), puesto que el CCDA consigue inhibir 

eficazmente el crecimiento de flora competitiva 

El porcentaje medio de aislamientos de 

cifra en un 45,49% (111/244)

en las muestras ambie

FIGURA 2.3.  RESULTADOS DE LA 

TRAS LA AMPLIFICACIÓN DE 

BASES (CAMPYLOBACTER

8) 

 

El porcentaje global de muestras positivas en las muestras tomadas 

D E L OS M ED IO S D E CU L T IV O  

La literatura científica que compara medios para el aislamiento de 

se refiere principalmente al aislamiento cualitativo de muestras fecales 

1992; Corry et al., 1995; Federighi et al., 1999; Josefsen et al., 2003; Manzano et al., 

1995; Scotter et al., 1993; Stern et al., 1992; Uyttendaele and Debevere, 1996)

protocolo de aislamiento de Preston tiene una mejor capacidad de recuperación que el 

Sanders al muestrear carne de pollo (Josefsen et al., 2003). A esto añadimos otra 

serie de ventajas tales como ser menos laborioso, necesitar tan sólo una temperatura 

su disponibilidad comercial, y su menor riesgo de contaminación 

largo del protocolo dadas sus características. Es preciso indicar que una prueba 

encaminada a verificar la identidad de las cepas aisladas, fue comprobar su crecimiento 

DA que es un medio selectivo superior en requerimientos y selectividad 

comparado con el Preston Agar (PA), puesto que el CCDA consigue inhibir 

el crecimiento de flora competitiva (Logue et al., 2003; Peterz, 1991)

El porcentaje medio de aislamientos de Campylobacter en las muestras analizadas se 

% (111/244) y denota una amplia distribución de 

en las muestras ambientales y productos analizados (Tabla 2.5).  

 

ESULTADOS DE LA ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA MOSTRANDO LOS AMPLICONES

LA AMPLIFICACIÓN DE LOS GENES POR PCR, CON LA PRESENCIA DE DOS AMPLIFICACIONES 

AMPYLOBACTER JEJUNI,  CALLES 1,  3  Y 4) Y 462  PARES DE BASES (CAMPYLOBACTER
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en las muestras tomadas es por 

La literatura científica que compara medios para el aislamiento de Campylobacter spp., 

fecales (Castillo-Ayala, 

1992; Corry et al., 1995; Federighi et al., 1999; Josefsen et al., 2003; Manzano et al., 

1995; Scotter et al., 1993; Stern et al., 1992; Uyttendaele and Debevere, 1996). El 

pacidad de recuperación que el 

. A esto añadimos otra 

serie de ventajas tales como ser menos laborioso, necesitar tan sólo una temperatura 

, y su menor riesgo de contaminación a lo 

Es preciso indicar que una prueba 

encaminada a verificar la identidad de las cepas aisladas, fue comprobar su crecimiento 

DA que es un medio selectivo superior en requerimientos y selectividad 

comparado con el Preston Agar (PA), puesto que el CCDA consigue inhibir más 

(Logue et al., 2003; Peterz, 1991). 

en las muestras analizadas se 

y denota una amplia distribución de Campylobacter spp. 

LOS AMPLICONES OBTENIDOS 

DOS AMPLIFICACIONES DE 589  PARES DE 

AMPYLOBACTER COLI,  CALLES 6,  7  Y 
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TABLA 2.5.  NÚMERO Y PORCENTAJE DE MUESTRAS POSITIVAS DE CAMPYLOBACTER  CONFIRMADOS POR PRUEBAS 

FENOTÍPICAS Y GENOTÍPICAS SEGÚN LUGAR DE LA CADENA Y ANIMAL  

 Granja Matadero Comercio Total 

Avestruz 11 / 36 (30,6%) 13 / 44 (29,5%) 4 / 12 (33,3%) 28 / 92 (30,4%) 

Broiler 17 / 30 (56,7%) 23 / 42 (54,8%) 10 / 18 (55,6%) 50 / 90 (55,6%) 

Ecológico 15 / 30 (50,0%) 6 / 8 (75,0%) 12 / 24 (50,0%) 33 / 62 (53,2%) 

Total 43 / 96 (44,8%) 42 / 94 (44,7%) 26 / 54 (48,1%) 111 / 244 (45,5%) 

 

 
FIGURA 2.4.  PORCENTAJE GLOBAL DE MUESTRAS POSITIVAS DE CAMPYLOBACTER  CONFIRMADOS POR PRUEBAS 

FENOTÍPICAS Y GENOTÍPICAS SEGÚN LUGAR DE LA CADENA ALIMENTARIA Y ANIMAL  

La evolución del número de muestras positivas de Campylobacter confirmados según 

lugar de la cadena alimentaria y animal se muestra en la Figura 2.4 y en la Tabla 2.5. Se 

observa una menor prevalencia en avestruz comparado con las otras dos producciones. 

Las muestras de broiler fueron las más contaminadas (55,6% global) seguidas por las 

de pollo ecológico (53,2%) y las de avestruz (30,4%). También se aprecian diferencias 

no significativas en la prevalencia dependiendo del lugar de muestreo, excepto en el 

caso del pollo ecológico que muestra prevalencias elevadas en matadero, aunque el 

bajo número de muestras tomadas (6 positivas de 8 tomadas) puede haber influido en 

estos valores. La prevalencia media fue del 44,8% en granja, 44,7% en matadero y 

48,1% en comercio, incremento considerado no significativo.   

0,00%

10,00%

20,00%

30,00%

40,00%

50,00%

60,00%

70,00%

80,00%

Granja Matadero Comercio

%
 d

e
 m

u
e

st
ra

s 
p

o
si

ti
va

s

Avestruz

Broiler

Ecológico

Total general



 

55 

 

TABLA 2.6.  DISTRIBUCIÓN ESTACIONAL DE LAS MUESTRAS CON PRESENCIA DE CAMPYLOBACTER  CONFIRMADOS 

POR PRUEBAS FENOTÍPICAS Y GENOTÍPICAS 

 Primavera Verano Otoño Invierno Total general 

Granja 13 / 25 (52%) 12 / 23 (52%) 9 / 25 (36%) 9 / 23 (39%) 43 / 96 (45%) 

Matadero 12 / 28 (43%) 14 / 22 (64%) 10 / 24 (42%) 6 / 20 (30%) 42 / 94 (45%) 

Comercio 7 / 21 (33%) 8 / 11 (73%) 5 / 11 (45%) 6 / 11 (55%) 26 / 54 (48%) 

Total 32 / 74 (43%) 34 / 56 (61%) 24 / 60 (40%) 21 / 54 (39%) 111 / 244 (45%) 

 
 

 
FIGURA 2.5.  D ISTRIBUCIÓN PORCENTUAL ESTACIONAL DE CEPAS POSITIVAS (CEPAS CONFIRMADAS POR MÉTODOS 

FENOTÍPICOS Y GENOTÍPICOS) 

 
 

La Figura 2.5 refleja una disminución en la prevalencia en los meses de otoño e 

invierno. Estos resultados concuerdan con los observados para presuntos 

Campylobacter, y se observa que los confirmados (Figura 2.5, Tabla 2.6) reflejan, de 

manera más clara que para los presuntos, una disminución en la prevalencia en los 

meses de primavera, otoño e invierno, que correspondería a un descenso en los niveles 

de excreción fecal y concuerda con los estudios que muestran un aumento de la 

incidencia de la enfermedad durante el verano, particularmente los meses de junio 

hasta septiembre (Figura 1.4), (Brieseman, 1985; Nylen et al., 2002). También otros 

autores han registrado un aumento de la prevalencia, y del nivel de contaminación en 

animales y alimentos durante los meses de verano (Bouwknegt et al., 2004; Hänninen 

et al., 1998; Hudson et al., 1999; Huneau-Salaun et al., 2007; Willis and Murray, 1997). 
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2.3.3 RES ULTA DO S P AR CI A LES  D E LA S MUEST RA S CON CR ECIMI ENTO EN  

PR ESTO N AGA R  

D IS TR IBU C IÓ N ES TA C IO NA L P OR  P R OD U CC IÓ N A NI MA L Y  LU GA R  D E MU E STR E O  

(A I SLA MI EN TO S E N PA) 

Respecto a cada uno de los productos estudiados, la distribución de las muestras con 

crecimiento en PA se presenta en la Tabla 2.7 (broiler), Tabla 2.8 (pollo ecológico), y 

Tabla 2.9 (avestruz), y en la Figura 2.6 (broiler), Figura 2.7 (pollo ecológico), y Figura 2.8 

(avestruz) donde se recogen los resultados clasificados por producción animal en cada 

estación y en función del lugar de aislamiento. 

TABLA 2.7.  MUESTRAS POSITIVAS DE AISLAMIENTOS (MUESTRAS CON CRECIMIENTO EN PA), Nº DE MUESTRAS 

TOTALES,  Y PORCENTAJE DE POSITIVIDAD EN LAS MUESTRAS TOMADAS DE BROILER O LUGARES RELACIONADOS 

SEGÚN ESTACIÓN DEL AÑO 

Broiler Primavera Verano Otoño Invierno Total general 

Granja 6 / 8 (75%) 5 / 7 (71%) 5 / 8 (63%) 5 / 7 (71%) 21 / 30 (70%) 

Matadero 16 / 18 (89%) 10 / 11 (91%) 9 / 10 (90%) 8 / 9 (89%) 43 / 48 (90%) 

Comercio 6 / 6 (100%) 3 / 4 (75%) 4 / 4 (100%) 3 / 4 (75%) 16 / 18 (89%) 

Total 28 / 32 (88%) 18 / 22 (82%) 18 / 22 (82%) 16 / 20 (80%) 80 / 96 (83%) 

 

 
FIGURA 2.6.  EVOLUCIÓN ESTACIONAL DE AISLAMIENTOS (MUESTRAS CON CRECIMIENTO EN PA)  EN LAS 

MUESTRAS TOMADAS DE BROILER O LUGARES RELACIONADOS 

En broilers la prevalencia mostrada por las muestras con crecimiento en PA es en torno 

al 80% (84,6%) con valores inferiores en las muestras recogidas en granja y con poca 

variación estacional (Tabla 2.7 y Figura 2.6). 
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Matadero 88,9% 90,9% 90,0% 88,9%

Comercio 100,0% 75,0% 100,0% 75,0%

Total general 87,5% 81,8% 81,8% 80,0%
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TABLA 2.8.  MUESTRAS POSITIVAS DE AISLAMIENTOS (MUESTRAS CON CRECIMIENTO EN PA), Nº DE MUESTRAS 

TOTALES, Y PORCENTAJE DE POSITIVIDAD PARA MUESTRAS TOMADAS DE POLLO ECOLÓGICO O LUGARES 

RELACIONADOS SEGÚN ESTACIÓN DEL AÑO 

Ecológico Primavera Verano Otoño Invierno Total general 

Granja 6 / 8 (75,0%) 5 / 7 (71,4%) 5 / 8 (62,5%) 5 / 7 (71,4%) 21 / 30 (70,0%) 

Matadero 2 / 2 (100,0%) 2 / 2 (100,0%) 2 / 2 (100,0%) 2 / 2 (100,0%) 8 / 8 (100,0%) 

Comercio 12 / 12 (100,0%) 4 / 4 (100,0%) 3 / 4 (75,0%) 4 / 4 (100,0%) 23 / 24 (95,8%) 

Total 20 / 22 (90,9%) 11 / 13 (84,6%) 10 / 14 (71,4%) 11 / 13 (84,6%) 52 / 62 (83,9%) 

 

 
FIGURA 2.7.  EVOLUCIÓN ESTACIONAL DE AISLAMIENTOS (MUESTRAS CON CRECIMIENTO EN PA)  EN LAS 

MUESTRAS TOMADAS DE POLLO ECOLÓGICO O LUGARES RELACIONADOS 

Como en el caso de broilers, existe una prevalencia media en torno al 80% con el 100% 

de muestras de matadero positivas para pollo denominado ecológico (Tabla 2.8 y 

Figura 2.7). 

 
 

  

Primavera Verano Otoño Invierno

Granja 75,0% 71,4% 62,5% 71,4%

Matadero 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Comercio 100,0% 100,0% 75,0% 100,0%

Total general 90,9% 84,6% 71,4% 84,6%
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TABLA 2.9.  MUESTRAS POSITIVAS DE AISLAMIENTOS (MUESTRAS CON CRECIMIENTO EN PA), Nº DE MUESTRAS 

TOTALES, Y PORCENTAJE DE POSITIVIDAD EN LAS MUESTRAS TOMADAS DE AVESTRUZ O LUGARES RELACIONADOS 

SEGÚN ESTACIÓN DEL AÑO 

Avestruz Primavera Verano Otoño Invierno Total general 

Granja 7 / 9 (78%) 8 / 9 (89%) 5 / 9 (56%) 5 / 9 (56%) 25 / 36 (69%) 

Matadero 4 / 8 (50%) 4 / 9 (44%) 2 / 12 (17%) 1 / 9 (11%) 11 / 38 (29%) 

Comercio 3 / 3 (100%) 2 / 3 (67%) 2 / 3 (67%) 2 / 3 (67%) 9 / 12 (75%) 

Total 14 / 20 (70%) 14 / 21 (67%) 9 / 24 (38%) 8 / 21 (38%) 45 / 86 (52%) 

 

 
FIGURA 2.8.  EVOLUCIÓN ESTACIONAL DE AISLAMIENTOS (MUESTRAS CON CRECIMIENTO EN PA)  EN LAS 

MUESTRAS TOMADAS DE AVESTRUZ O LUGARES RELACIONADOS 

Los resultados muestran que para avestruz, los porcentajes de positividad, aunque con 

un total general del 52% -sensiblemente inferior al hallado para pollo broiler y 

ecológico-, siguen la misma tendencia que los generales (más bajos en los meses fríos 

de otoño e invierno) y muestran una gran diferencia entre granja y matadero, lo cual se 

debe al particular sistema de sacrificio y carnización, muy diferente al que se emplea 

con aves. De manera distinta la positividad aumenta con las muestras tomadas en 

comercio, que tienen un índice medio de positividad en torno al 70% (Tabla 2.9 y 

Figura 2.8).  

2.3.4 RES ULTA DO S P A RCI A LES  D E LA S MU ESTR A S CON  CEPA S  

CON FIR MA DA S  PO R PR U EBA S  FENOTÍPI CAS  Y G ENOTÍPI CA S  
Respecto a cada uno de los productos estudiados, la distribución de las muestras con 

crecimiento de cepas confirmadas por pruebas fenotípicas y genotípicas se presenta en 

la Tabla 2.10 (broiler), Tabla 2.11 (pollo ecológico), y Tabla 2.12 (avestruz), y en la 
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Figura 2.9 (broiler), Figura 2.10 (pollo ecológico), y Figura 2.11 (avestruz) donde se 

recogen los resultados clasificados por producción animal en cada estación y en 

función del lugar de aislamiento. 

TABLA 2.10.  D ISTRIBUCIÓN ESTACIONAL DE LAS MUESTRAS CON PRESENCIA DE CAMPYLOBACTER  CONFIRMADOS 

POR PRUEBAS FENOTÍPICAS Y GENOTÍPICAS PARA BROILER  

 Primavera Verano Otoño Invierno Total general 

Granja 5 / 8 (63%) 5 / 7 (71%) 4 / 8 (50%) 3 / 7 (43%) 17 / 30 (57%) 

Matadero 8 / 18 (44%) 8 / 11 (73%) 7 / 10 (70%) 3 / 9 (33%) 26 / 48 (54%) 

Comercio 3 / 6 (50%) 2 / 4 (50%) 3 / 4 (75%) 2 / 4 (50%) 10 / 18 (56%) 

Total 16 / 32 (50%) 15 / 22 (68%) 14 / 22 (64%) 8 / 20 (40%) 53 / 96 (55%) 

 
 

 
FIGURA 2.9.  D ISTRIBUCIÓN ESTACIONAL DE LAS MUESTRAS CON PRESENCIA DE CAMPYLOBACTER  CONFIRMADOS 

POR PRUEBAS FENOTÍPICAS Y GENOTÍPICAS PARA BROILER  

De la distribución estacional de muestras con Campylobacter confirmados para broiler 

(Tabla 2.10, Figura 2.9), destaca un porcentaje global del 55% y unos porcentajes según 

el lugar de muestreo similares (entre un 54% en matadero y un 57% en granja). La 

prevalencia mayor se detectó en verano (68%) seguido del otoño (64%).  
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TABLA 2.11.  D ISTRIBUCIÓN ESTACIONAL DE LAS MUESTRAS CON PRESENCIA DE CAMPYLOBACTER  CONFIRMADOS 

POR PRUEBAS FENOTÍPICAS Y GENOTÍPICAS PARA POLLO ECOLÓGICO 

 Primavera Verano Otoño Invierno Total general 

Granja 3 / 8 (38%) 5 / 7 (71%) 4 / 8 (50%) 3 / 7 (43%) 15 / 30 (50%) 

Matadero 0 / 2 (00%) 2 / 2 (100%) 2 / 2 (100%) 2 / 2 (100%) 6 / 8 (75%) 

Comercio 4 / 12 (33%) 4 / 4 (100%) 1 / 4 (25%) 3 / 4 (75%) 12 / 24 (50%) 

Total 7 / 22 (32%) 11 / 13 (85%) 7 / 14 (50%) 8 / 13 (62%) 33 / 62 (53%) 

 
 

 
FIGURA 2.10.  DISTRIBUCIÓN ESTACIONAL DE LAS MUESTRAS CON PRESENCIA DE CAMPYLOBACTER  CONFIRMADOS 

POR PRUEBAS FENOTÍPICAS Y GENOTÍPICAS PARA POLLO ECOLÓGICO 

 

En las muestras procedentes de pollo ecológico y analizadas para Campylobacter 

confirmados (Tabla 2.11, Figura 2.10), se obtuvo un porcentaje global del 53% y unos 

porcentajes según el lugar de muestreo muy dispares debido al bajo número de 

muestras analizadas (50% para granja y comercio, 75% para matadero). La prevalencia 

mayor se detectó en verano (85%) seguido del otoño (62%).  
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TABLA 2.12.  D ISTRIBUCIÓN ESTACIONAL DE LAS MUESTRAS CON PRESENCIA DE CAMPYLOBACTER  CONFIRMADOS 

POR PRUEBAS FENOTÍPICAS Y GENOTÍPICAS PARA AVESTRUZ  

 Primavera Verano Otoño Invierno Total general 

Granja 5 / 9 (56%) 2 / 9 (22%) 1 / 9 (11%) 3 / 9 (33%) 11 / 36 (31%) 

Matadero 4 / 8 (50%) 4 / 9 (44%) 1 / 12 (8%) 1 / 9 (11%) 10 / 38 (26%) 

Comercio 0 / 3 (00%) 2 / 3 (67%) 1 / 3 (33%) 1 / 3 (33%) 4 / 12 (33%) 

Total 9 / 20 (45%) 8 / 21 (38%) 3 / 24 (13%) 5 / 21 (24%) 25 / 86 (29%) 

 

 
FIGURA 2.11.  DISTRIBUCIÓN ESTACIONAL DE LAS MUESTRAS CON PRESENCIA DE CAMPYLOBACTER  CONFIRMADOS 

POR PRUEBAS FENOTÍPICAS Y GENOTÍPICAS PARA AVESTRUZ  

 

Las muestras procedentes de avestruz y analizadas para Campylobacter confirmados 

presentaron las menores prevalencias (Tabla 2.12, Figura 2.11), con un porcentaje 

global del 29% y unos porcentajes según el lugar de muestreo bastantes similares 

(entre un 26% en matadero y un 33% en comercio). La prevalencia mayor se detectó en 

primavera (45%) seguido del verano (38%) y porcentajes de positividad muy bajos en 

otoño (13%) e invierno (24%).  
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INF LU EN C IA  D E L P U NT O D E MU E S TR EO EN LA  CA D ENA  A L I MEN TA R IA  

Para la discusión sobre la influencia del punto de muestreo de la cadena alimentaria, la 

influencia estacional y la incidencia por tipo de producción se ha considerado 

únicamente los resultados de cepas aisladas y confirmadas por pruebas fenotípicas y 

genotípicas. Como se puede observar en la Tabla 2.5, la contaminación global a nivel 

de granja es del 44,8%, del 44,7% para matadero y 48,1% para comercio minorista 

(total de 45,5%).  

Los porcentajes encontrados en la bibliografía son muy variados. En granja el 

porcentaje medio hallado fue del 44,8%, siendo claramente superiores a los recogidos 

en granja en países en los que existen procedimientos estrictos de control en etapas de 

producción primaria, como Suecia (Berndtson et al., 1996), Noruega (4,8% de manadas 

positivas) (Brennhovd et al., 1992; Hofshagen and Kruse, 2005) o Finlandia (Jore et al., 

2010). También en matadero los países escandinavos son ejemplo de bajas niveles de 

contaminación, como Finlandia (Aho and Hirn, 1988), en el que 1,7% de canales eran 

positivas; en Suecia con porcentajes entre el 17 y el 22% dependiendo del tipo de 

muestra tomada (Hansson et al., 2004; Hansson et al., 2007a); 46% en Dinamarca 

(Wedderkopp et al., 2000), aunque en ocasiones se han detectado índices positivos 

superiores al 80% (Berndtson et al., 1992), Suecia. Las jaulas han sido señaladas como 

un factor de riesgo en la transmisión del patógeno (Hansson et al., 2005). En este 

estudio, se tomaron 10 muestras de jaulas de transporte y 5 fueron positivas, con 

identificaciones de C. jejuni (4 muestras) y C. coli (1 muestra). Sin embargo están por 

debajo de la mayoría de estudios de nuestro entorno, por ejemplo el estudio de base 

(EFSA, 2010a) en el que la prevalencia en España en canales es del 92,6%.  

Un aspecto importante observado es que los resultados del muestreo en granjas de 

pollo de cría ecológica y pollo de cría industrial son similares (50% y 56,7% 

respectivamente). La semejanza de aislamientos positivos en las muestras procedentes 

de sistemas de producción de pollo de cría ecológica y pollo industrial pueden ser 

atribuidas a que las rutas de transmisión preferentes son fundamentalmente oro-

fecales. La información disponible sobre la incidencia de Campylobacter en avestruz es 

muy limitada y referida a los EE.UU., no existiendo datos de Europa ni de España (Ley 

et al., 2001; Oyarzabal et al., 1995). En el caso de las granjas de avestruces, los 

porcentajes de positividad fueron inferiores (30,6%) a los de las otras explotaciones y 

se debe probablemente a las características intrínsecas del método de producción, con 

ausencia de hacinamiento y menores posibilidades de transmisión oro-fecal. Como 

puede verse en el capítulo IV, las cepas de Campylobacter aisladas son distintas y 

pudieran tener otra ecología medioambiental (supervivencia, distribución). 

Otros autores han obtenido resultados dispares con Campylobacter jejuni en un 20% 

de las muestras fecales analizadas (Jones et al., 1991), y Campylobacter spp. en el 31% 

de muestras fecales y en el 30% de muestras de bebederos (Berndtson et al., 1996). En 
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Francia se obtuvieron resultados positivos en el 65,7% de las muestras fecales (Denis et 

al., 2001) y en EE.UU. en el 96,4% de las muestras fecales analizadas (Stern and 

Robach, 2003). 

El matadero constituye uno de los principales puntos de contaminación por 

Campylobacter spp. de las canales de aves, debido a la existencia de contaminación 

cruzada durante el sacrificio y faenado (Berndtson et al., 1996; Norinaga et al., 2003; 

Oosterom et al., 1983; Slader et al., 2002; Yusufu et al., 1983). Algunos autores han 

encontrado los mayores niveles de contaminación por Campylobacter en mataderos de 

pollos tras las fases de escaldado y desplumado (Abu et al., 1994), siendo lógico por la 

gran dispersión y contaminación asociada a dichas fases. 

Los datos obtenidos en este trabajo en el matadero para el pollo de cría ecológica y el 

de cría industrial son muy dispares, siendo del 54,8% para broiler y de 75% para pollo 

ecológico. A pesar de que el proceso de sacrificio y faenado en el matadero era similar, 

se debe resaltar el bajo número de muestras de pollo ecológico tomadas (6 positivas 

de 8) y correspondientes todas ellas a producto, y la variedad de orígenes en las 

muestras de broiler (Tabla 2.2) lo que puede haber influido en las diferencias de 

positividad entre muestras.  

En matadero los resultados obtenidos para avestruz presentan también diferencias 

frente a los obtenidos en pollo de cría industrial y ecológica (29,5%) con marcadas 

diferencias estacionales (50,0% en primavera; 44% en verano, 17% otoño y 11% en 

invierno). La información disponible sobre la incidencia de Campylobacter en avestruz 

es muy limitada (Ley et al., 2001; Oyarzabal et al., 1995). Los estudios realizados 

indican la existencia de Campylobacter con un bajo porcentaje de aislamientos (en 

torno al 10%) en canales en matadero. Las muestras analizadas indican primeramente, 

la existencia de Campylobacter en esta especie y en segundo lugar un bajo porcentaje 

de aislamientos (en torno al 10%) en canales en matadero frente al 26% obtenidas en 

nuestro estudio (Ley et al., 2001). Estas diferencias son atribuibles a los distintos 

sistemas de sacrificio y carnización, que permiten una mejor higiene durante estas 

operaciones en el caso del avestruz. Además, mientras que en el pollo se analiza la piel 

del muslo por ser una de las zonas más contaminadas, en las muestras de avestruz, que 

son desollados durante su faenado, tan sólo se analiza el tejido muscular, que permite 

una menor supervivencia del microorganismo. 

En las jaulas de descarga exteriores se investigó el estado higiénico en el que los 

animales llegan al matadero, mientras que el análisis de las jaulas de descarga 

interiores y de las zonas de clasificación por peso y otras superficies y estructuras a lo 

largo de la cadena de producción, obedece al estudio de la higiene del proceso de 

sacrificio y faenado. Además, se ha observado que la reutilización de jaulas 

contaminadas durante el procesado en matadero, incrementaba significativamente las 

posibilidades de contaminación por Campylobacter spp. de lotes no contaminados 
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previamente (Slader et al., 2002). También se tomaron muestras del agua de escaldado 

empleada. El agua de escaldado puede ser una fuente contaminación por 

Campylobacter spp. si la temperatura alcanzada es insuficiente (Oosterom et al., 1983). 

En un estudio realizado en el marco del programa nacional de vigilancia danés frente a 

Campylobacter de los lotes de pollo industrial (Wedderkopp et al., 2001), dada la 

aplicación del sistema todo dentro-todo fuera, la transmisión de Campylobacter dentro 

de una misma nave es epidemiológicamente insignificante, indicando así la 

importancia de prevenir la entrada del microorganismo reforzando las medidas de 

bioseguridad. Por otra parte no se observó un efecto reductor significativo de la 

contaminación de los lotes de aves por Campylobacter debidos a medidas de limpieza y 

desinfección intensivas combinadas con un extenso período de vacío sanitario 

(Wedderkopp et al., 2001). 

Los datos obtenidos del comercio minorista reflejan diferencias en la prevalencia de 

Campylobacter spp. en el pollo de cría industrial y el de cría ecológica (55,6% frente a 

50% respectivamente), lo cual es coherente con los datos obtenidos para ambos tipos 

de aves a nivel de granja y de matadero (para broiler, Tabla 2.5). Son en todo caso 

datos superiores al 49,5% obtenido en 1999, dentro del mismo ámbito geográfico 

(Domínguez et al., 2002). Es también superior al 17-35% (Nielsen and Nielsen, 1999) en 

Dinamarca en 1999, el 44,0% (Gorman et al., 2002) en Irlanda en 2002, o el 81,8% en 

Eslovenia (Zorman and Mozina, 2002) o al 52,2% detectado en Alemania (Kullmann and 

Häger, 2002). Por su parte, los datos referentes a la prevalencia de Campylobacter spp. 

en las muestras de avestruz obtenidas en el comercio minorista, reflejan una incidencia 

significativamente menor que en los casos anteriores (33,3%). 

INF LU EN C IA  D E LA  P R OD U CC IÓN D E OR I GEN D E L A  MU ES TR A  

Analizando los datos de la Tabla 2.5 se puede observar la contaminación microbiana a 

lo largo de la cadena alimentaria para cada uno de las tres producciones. Para broiler, 

la prevalencia media fue del 55,6%, para el pollo ecológico del 53,2 y del 30,4% para el 

avestruz. 

En el total general de aislamientos, las cifras son muy estables a lo largo de la cadena 

alimentaria (44,8% en granja, 44,7% en matadero y 48,1% en comercio minorista). Si 

desglosamos esta información en función de la producción animal, obtenemos que los 

aislamientos para pollo broiler y avestruz siguen la tendencia de estabilidad general 

indicada a lo largo de la cadena alimentaria. Así, en pollo broiler se obtuvieron un 

56,7%, 54,8% y 55,6% en granja, matadero y comercio minorista respectivamente. Por 

su parte, en avestruz se detectó un 30,6%, en granja, un 29,5% en matadero y un 

33,3% en comercio minorista. Un comportamiento diferenciado lo muestra el pollo 

ecológico, que presenta índices muy similares en granja y comercio minorista (y a su 

vez tan sólo ligeramente superiores a los hallados en pollo broiler), pero un muy 

notable incremento de los aislamientos (75%) en matadero. No obstante, este dato 
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dispar se debe probablemente al bajo número de muestras tomadas (6 positivas de un 

total de 8), teniendo por tanto una menor relevancia. 

INF LU EN C IA  E STA C IONA L  

Se observó una influencia estacional, incrementándose los porcentajes de aislamientos 

en los meses de primavera y verano (43,4% y 61% respectivamente frente a un 40,2% y 

39% en otoño e invierno respectivamente) (Tabla 2.6 y Figura 2.5). Este aumento de la 

prevalencia se ha ligado a un incremento en la eliminación de heces de los reservorios 

del microorganismo, fundamentalmente las aves en cautividad. Esta diferencia 

estacional se manifiesta en la misma dirección en las granjas de los tres tipos de 

animales analizados (Tablas 2.10, 2.11 y 2.12), siendo especialmente clara en granjas 

de broilers y de pollo ecológico. En el caso de las granjas de avestruz, la mayor 

prevalencia se observó en primavera (56%) seguido del invierno (33%), aunque esto 

pudiera deberse al menor número de muestras tomadas de agua de bebedero en 

invierno que en otoño para ambos tipos de animales, si bien su aislamiento resultó 

siempre negativo. 

En los datos obtenidos en matadero, esta diferencia estacional no es tan manifiesta, 

aunque la prevalencia en verano sigue siendo globalmente superior (64%). Respecto al 

pollo de cría industrial en matadero (Tabla 2.10), se detectó una prevalencia del 44% 

en primavera, 73% en verano, 70% en otoño y 33% en invierno. En el caso del pollo de 

cría ecológica (Tabla 2.11), se obtuvieron porcentajes de aislamiento del 0% en 

primavera y del 100% en el resto del año, y son atípicos por el bajo número de 

muestras tomadas debido a que por razones técnicas del matadero sólo se pudieron 

analizar muestras de hígado y de producto terminado, es decir, de la canal ya lista para 

su comercialización, siendo el numero de muestras bajo (dos por estación). Los datos 

obtenidos en el matadero para avestruz fueron de 50% en primavera, 44% en verano, 

8% en otoño y 11% en invierno.  

En el comercio minorista se obtuvieron los siguientes datos de prevalencia global: 33% 

en primavera, verano 73%, otoño 45% e invierno 55%. En broiler la prevalencia se 

mantiene en el 50% excepto para otoño en que se detecta un 75%. Para pollo 

ecológico, se observan grandes variaciones (primavera, 33%, verano 100%, otoño 25% 

e invierno 75%). Para avestruz, las dferencias son también acusadas, con un 0% en 

primavera, un 66,6% en verano, y 33,3% en otoño e invierno. 

La distribución estacional para pollo industrial ha sido observada en otros estudios 

(Berndtson et al., 1996; Kapperud et al., 1993b; Wedderkopp et al., 2001) resultando 

ser siempre más altos en los meses cálidos. Generalmente los meses comprendidos 

entre junio y septiembre son en los que se diagnostican más casos de 

campilobacteriosis humana para los estudios realizados en el hemisferio Norte 

(Hänninen et al., 2001). Este pico primaveral es reflejado en regiones del hemisferio 
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Sur (Stanley and Jones, 2003), incluyendo Nueva Zelanda (Brieseman, 1990), Australia 

(Grau, 1991) o Sudáfrica (Franco, 1998). Se puede además hablar de un pico 

secundario más bajo en otoño (Stanley and Jones, 2003). No obstante, algunos autores 

no han observado tal variación estacional (Humphrey et al., 1993). 
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TABLA 2.13.  CEPAS IDENTIFICADAS Y CONFIRMADAS COMO CAMPYLOBACTER  TERMOFÍLICOS JUNTAMENTE CON EL 

LUGAR DE TOMA DE MUESTRA, LA PRODUCCIÓN Y LA ESTACIÓN DEL AÑO EN QUE SE RECOGIERON 

Nº cepa Lugar muestreo Muestra Producción Estación 

2 Comercio Muslo Broiler Verano 

4 Comercio Muslo Ecológico Invierno 

6 Comercio Muslo Ecológico Invierno 

7 Comercio Muslo Ecológico Invierno 

10 Comercio Muslo Ecológico Primavera 

11 Comercio Muslo Ecológico Primavera 

12 Comercio Muslo Ecológico Primavera 

13 Comercio Muslo Ecológico Otoño 

15 Comercio Muslo Ecológico Primavera 

17 Matadero Agua de escaldado Broiler Verano 

18 Matadero Agua de escaldado Broiler Verano 

21 Matadero Hígado Broiler Invierno 

24 Matadero Hígado Broiler Verano 

25 Matadero Hígado Ecológico Otoño 

26 Comercio Muslo Ecológico Verano 

27 Comercio Muslo Ecológico Verano 

28 Matadero Jaula Broiler Primavera 

32 Matadero Jaula Broiler Invierno 

33 Matadero Agua de escaldado Broiler Otoño 

36 Matadero Jaula Broiler Verano 

37 Matadero Jaula Broiler Verano 

38 Comercio Filete Ecológico Verano 

39 Comercio Muslo Ecológico Verano 

40 Granja Heces Ecológico Primavera 

42 Granja Polvo y camas Ecológico Primavera 

46 Granja Polvo y camas Broiler Primavera 

47 Granja Botas Broiler Primavera 

52 Granja Polvo y camas Avestruz Primavera 

55 Granja Heces Broiler Verano 

56 Granja Heces Broiler Verano 

57 Granja Heces Ecológico Verano 

58 Granja Botas Ecológico Verano 

59 Granja Botas Ecológico Verano 

62 Granja Heces Broiler Verano 

63 Granja Polvo y camas Broiler Verano 

64 Granja Botas Broiler Verano 

67 Granja Heces Ecológico Invierno 

71 Granja Heces Avestruz Verano 

73 Granja Heces Avestruz Verano 

74 Matadero Agua de escaldado Broiler Primavera 

79 Matadero Hígado Ecológico Invierno 

80 Matadero Final línea Broiler Otoño 

86 Matadero Final línea Broiler Verano 

87 Matadero Final línea Broiler Otoño 

89 Granja Heces Ecológico Invierno 

91 Granja Heces Avestruz Invierno 

95 Granja Botas Ecológico Invierno 

97 Granja Heces Avestruz Invierno 

98 Granja Botas Avestruz Invierno 

101 Granja Heces Broiler Invierno 

103 Comercio Filete Avestruz Invierno 

105 Comercio Filete Avestruz Otoño 

111 Comercio Filete Avestruz Verano 

112 Comercio Filete Avestruz Verano 

114 Comercio Muslo Broiler Invierno 

115 Comercio Muslo Broiler Invierno 

119 Comercio Muslo Broiler Otoño 



 

68 

 

122 Matadero Agua de escaldado Broiler Invierno 

125 Matadero Hígado Ecológico Invierno 

126 Matadero Hígado Broiler Otoño 

127 Matadero Hígado Broiler Primavera 

130 Matadero Final línea Broiler Verano 

131 Matadero Hígado Broiler Otoño 

138 Granja Heces Broiler Invierno 

139 Granja Heces Broiler Invierno 

142 Granja Heces Ecológico Otoño 

149 Granja Heces Ecológico Otoño 

150 Granja Polvo y camas Ecológico Otoño 

153 Granja Polvo y camas Avestruz Otoño 

155 Granja Heces Broiler Otoño 

156 Granja Heces Broiler Otoño 

159 Matadero Hígado Ecológico Verano 

160 Matadero Hígado Ecológico Verano 

161 Granja Heces Ecológico Verano 

162 Granja Heces Ecológico Verano 

165 Granja Heces Broiler Otoño 

167 Granja Botas Broiler Otoño 

168 Granja Polvo y camas Ecológico Otoño 

171 Granja Bebedero Avestruz Primavera 

174 Granja Heces Broiler Primavera 

175 Matadero Hígado Broiler Primavera 

176 Matadero Hígado Broiler Primavera 

180 Matadero Hígado Ecológico Otoño 

181 Matadero Jaula Broiler Otoño 

183 Matadero Jaula Broiler Primavera 

185 Matadero Hígado Broiler Verano 

188 Granja Heces Ecológico Primavera 

190 Granja Bebedero Avestruz Primavera 

191 Granja Heces Avestruz Primavera 

192 Granja Heces Avestruz Primavera 

193 Granja Heces Broiler Primavera 

194 Granja Heces Broiler Primavera 

196 Comercio Muslo Broiler Otoño 

197 Comercio Muslo Broiler Otoño 

198 Comercio Muslo Broiler Primavera 

199 Comercio Muslo Broiler Primavera 

200 Comercio Muslo Broiler Primavera 

204 Comercio Muslo Broiler Verano 

301 Matadero Corrales Avestruz Primavera 

302 Matadero Final línea Broiler Primavera 

303 Matadero Final línea Broiler Primavera 

305 Matadero Superf. canal Avestruz Primavera 

306 Matadero Superf. canal Avestruz Primavera 

307 Matadero Hígado Avestruz Primavera 

311 Matadero Corrales Avestruz Verano 

318 Matadero Hígado Avestruz Verano 

319 Matadero Agua de lavado (goteo) Avestruz Verano 

320 Matadero Agua de lavado (goteo) Avestruz Verano 

324 Matadero Final línea Broiler Otoño 

328 Matadero Hígado Avestruz Otoño 

338 Matadero Hígado Avestruz Invierno 
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3 CAPÍTULO III.  ESTUDIO DE LA ANTIBIORRESISTENCIA 

DE LAS CEPAS DE CAMPYLOBACTER  AISLADAS  

3.1 INTRODUCCIÓN  
A finales de los años cuarenta del siglo pasado se descubre que las aves alimentadas 

con productos de fermentación de Streptomyces aureofaciens muestran mejores 

ritmos de crecimiento, y en 1950 comienzan a emplearse piensos para animales de 

abasto con pequeñas dosis de antibióticos buscándose la mejora en las producciones. 

En los años sesenta se detectan ya aumentos de la resistencia a antibióticos en 

bacterias, vinculándose rápidamente al empleo de antibióticos en la formulación de los 

piensos. En 1969 se publica el Informe Swann (Swann et al., 1969) en el que se 

desaconseja el uso como promotores de crecimiento de los antibióticos también 

usados en medicina humana, y de antibióticos que seleccionen resistencias cruzadas.  

El fenómeno de la antibiorresistencia se ha detectado en muchos grupos de bacterias y 

para muchos compuestos antibióticos (Aarestrup and Engberg, 2001; EFSA Panel on 

Biological Hazards (BIOHAZ), 2008c). Es de destacar también que aumenta la 

frecuencia de detección de bacterias antibiorresistentes en alimentos de origen 

animal. Ejemplos de ello son el aislamiento de Enterococcus con resistencia de alto 

nivel a la vancomicina en muestras de alimentos, aguas residuales y heces de humanos 

y de animales, relacionándose con el uso de avoparcina en producción animal. Otros 

ejemplos son las salmonellas multirresistentes a antibióticos o Staphylococcus aureus 

resistente a la meticilina (EFSA Panel on Biological Hazards (BIOHAZ), 2008c).  

La resistencia frente a antibióticos dificulta la eficacia ante tratamientos terapéuticos 

tanto en medicina veterinaria como en humana (Altekruse et al., 1999). Se calcula que 

en Europa mueren anualmente 25.000 pacientes por infecciones causadas por 

microorganismos resistentes a los antibióticos, representando además unos costes de 

1.500 millones de euros en gastos extras para el sistema sanitario (Commission of the 

European Communities, 2009). Aunque en muchos casos, los pacientes aquejados de 

una infección debida a Campylobacter no precisan de hospitalización, la terapia 

antibiótica se usa en aquellos que muestran síntomas de fiebre, diarrea sanguinolenta 

o defecación persistente en 24 horas, así como en pacientes inmunosuprimidos o con 

septicemia, o cuya sintomatología se mantiene o empeora durante un período de una 

semana (Prats et al., 2000). La terapia antimicrobiana puede reducir la duración y 

gravedad de la enfermedad y el uso de antibióticos es frecuente en el tratamiento 

sintomático de los pacientes con problemas gastrointestinales ya que algunos como los 

macrólidos y las fluoroquinolonas muestran buena actividad contra la mayoría de los 

patógenos entéricos (Afset and Maeland, 2001; Ashkenazi et al., 1987; Salazar-Lindo et 

al., 1986). Frente a la campilobacteriosis, macrólidos como la eritromicina, las 

fluoroquinolonas y la tetraciclina son los antibióticos de elección (Lucey et al., 2000b) 



 

70 

 

mientras que el cloramfenicol, la doxiciclina y a veces las tetraciclina serían antibióticos 

de empleo alternativo (Engberg et al., 2001; Ge et al., 2003). Para el tratamiento de 

pacientes adultos, se suele incluir una fluoroquinolona dado su amplio espectro de 

actividad frente a casi todas las bacterias patógenas entéricas (Engberg et al., 2004). 

También se señala el metronidazol como compuesto alternativo ante altas tasas de 

resistencia frente a quinolonas y macrólidos (Korovina et al., 1991). 

3.1.1 MONITORI ZACIÓ N Y  VI G ILA N CIA  D E LA  R ESIST ENCI A  AN TIBIÓ TI CA  
La vigilancia epidemiológica sistemática y la publicación de informes de 

antibiorresistencia en C. jejuni y C. coli y otros patógenos entéricos se considera un 

aspecto de particular importancia en salud pública por su utilidad (Belanger and 

Shryock, 2007; Bronzwaer et al., 2009; EFSA, 2009b; EFSA, 2010a; EFSA Panel on 

Biological Hazards (BIOHAZ), 2009; Moreno et al., 2000). Uno de los objetivos 

principales de la monitorización y vigilancia de la resistencia antimicrobiana en los 

patógenos entéricos es proporcionar a los gestores de riesgos información sobre 

tendencias, posibles estrategias de intervención y sobre la eficacia de las medidas 

tomadas, y a los clínicos datos que permitan seleccionar pautas de tratamiento 

adecuadas (Clifford and Gnanou, 2000; Moreno et al., 2000; Regula et al., 2005; Wray 

and Gnanou, 2000). 

Según los datos epidemiológicos de que se dispone, la antibiorresistencia en 

Campylobacter spp. (y particularmente la resistencia a las fluoroquinolonas) está 

aumentando y se ha convertido ya en un problema de salud pública. Según el Informe 

sobre tendencias y fuentes de zoonosis y agentes zoonóticos en la Unión Europea 

(EFSA, 2009b), 44,2% de las cepas de C. jejuni aisladas en casos clínicos eran resistentes 

a la ciprofloxacina, 27,5% a la tetraciclina y 27,8% a la ampicilina. El fenómeno de la 

multirresistencia (a cuatro o más antimicrobianos) se observó en 10,8% de las cepas de 

C. jejuni aisladas. A nivel europeo se ha observado una importante variación entre 

países en la antibiorresistencia a la ciprofloxacina de C. jejuni aislados de Gallus gallus 

(6,7-94,1; 7,9%-93,8%) y a las tetraciclinas (0-82,4%; 5,3%-52,8%) (EFSA, 2009b). Este 

hecho se ve refrendado por las evidencias científicas que señalan que el uso de 

fluoroquinolonas en aves ha conducido a esta antibiorresistencia y que las cepas de 

aves se han diseminado en humanos (Endtz et al., 1991; Thwaites and Frost, 1999). 

La aprobación del empleo de fluoroquinolonas en animales de abasto como fármacos y 

piensos medicamentosos ha sido seguida por la aparición de resistencias a estos 

antibióticos en cepas de Campylobacter aisladas de muestras ambientales, alimentos, 

animales y hombre, en países como Holanda, España, Tailandia, Suecia, Reino Unido y 

EE.UU. (Endtz et al., 1990; Endtz et al., 1991; Gaunt and Piddock, 1996; Koenraad et al., 

1995a; Kuschner et al., 1995; Piddock, 1995; Sjogren et al., 1997; Smith et al., 1999; 

Threlfall et al., 2000; van den Bogaard and Stobberingh, 2000; Velazquez et al., 1995; 

Zirnstein et al., 1999). El alto grado de resistencia a las quinolonas en Campylobacter 
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puede verse facilitado por producirse con una sola mutación genética, no requiriendo 

para ello DNA externo y dependiendo su diseminación únicamente de una 

transferencia vertical a partir del clon resistente. Campylobacter constituye, junto con 

Salmonella, Escherichia coli y el grupo de los enterococos, el género bacteriano más 

frecuentemente asociado con la generación de antibiorresistencias. 

3.1.2 MECA NIS MO  DE A CCIÓN  D E LO S AN TIMI CRO BIA NOS  
No se conocen completamente los mecanismos por los que los antibióticos mejoran los 

ritmos de crecimiento en animales. La hipótesis más plausible es que se produce una 

modificación cuantitativa y cualitativa de la flora microbiana intestinal, con 

disminución de la prevalencia de los patógenos causantes de enfermedades 

subclínicas, y reducción de la flora autóctona que compite con el huésped por 

nutrientes, disminuyendo las tasas de mortalidad y mejorando la productividad. Pero 

además, el empleo de antimicrobianos produce la selección de una parte de la 

población microbiana presente en nichos ecológicos, tales como el tracto 

gastrointestinal o respiratorio. Las bacterias sensibles al antimicrobiano son inhibidas o 

inactivadas, mientras que las que son capaces de resistir la presión selectiva impuesta 

por el compuesto, persisten y desplazan a las bacterias sensibles. Se crea además un 

pool o reservorio de resistencia antibiótica en un grupo de bacterias, entre las que 

pueden encontrarse patógenos. Los animales sirven entonces como reservorios para 

patógenos y los eliminan en heces de manera continua. Las bacterias patógenas 

antibiorresistentes pueden contaminar los productos de origen animal como leche, 

carne, huevos etc. y ser transmitidas al hombre a través de la manipulación o el 

consumo de alimentos (EFSA Panel on Biological Hazards (BIOHAZ), 2008b). La 

aparición de antibiorresistencias constituye un fenómeno de interferencia en el 

proceso de selección natural, seleccionándose cepas con capacidad de supervivencia 

en presencia del antibacteriano. Se trata de una resistencia adquirida o extrínseca más 

que de una resistencia intrínseca o constitutiva del propio microorganismo. La 

resistencia bacteriana a los agentes antimicrobianos puede estar causada por la 

adquisición de nuevos genes de antibiorresistencia o por fenómenos de mutación 

genética. Para las fluoroquinolonas y macrólidos, la resistencia se debe a fenómenos 

de mutación cromosómica mientras que para otros antibióticos relevantes, es debida a 

la adquisición de genes de resistencia (Aarestrup and Engberg, 2001). Se han descrito 

en Campylobacter jejuni mutaciones silenciosas sin efecto sobre la resistencia a las 

quinolonas (Beckmann et al., 2003). Las bacterias pueden adquirir genes de 

antibiorresistencia mediante elementos genéticos móviles tales como plásmidos de 

resistencia, transposones (elemento genético transponible) e integrones (Lucey et al., 

2000a). También se conocen genes que participan conjuntamente en fenómenos de 

virulencia y de antibiorresistencia, como las bombas de expulsión (Lin et al., 2007; 

Quinn et al., 2007). 
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3.1.3 LEGIS LA CIÓN   

Desde 1970, con la publicación de la Directiva 70/524/CEE del Consejo, de 23 de 

noviembre de 1970, sobre aditivos en la alimentación animal, se han introducido 

sucesivas prohibiciones sobre el uso de antibióticos en producción animal. En la 

actualidad existe una total prohibición del empleo de antibióticos distintos de los 

coccidiostáticos e histomonostáticos (cuya autorización se mantendrá hasta el 31 de 

diciembre de 2012) como aditivos en piensos en el conjunto del territorio comunitario 

(Regl. (CE) 1831/2003. Art. 11.2). En los últimos años en la Unión Europea se ha 

seguido una política de prohibición de antibióticos en producción animal (empleo 

veterinario de la avoparcina en 1997 (Jørgensen et al., 2002), tilosina como promotor 

del crecimiento en 1999 (Sáenz, 2000), macrólidos como promotores del crecimiento 

en 1999 (Engberg et al., 2001). Hasta el año 2006 existía una prohibición del empleo de 

antibióticos como aditivos en piensos animales, exceptuando 4 sustancias antibióticas 

(flavofosfolipol, los ionóforos monensina sódica y salinomicina, y el oligosacárido 

avilamicina). Por supuesto están autorizados múltiples antibióticos bajo prescripción 

veterinaria, y respetando las indicaciones de Ingesta Diaria Admisible –IDA-, Límite 

Máximo de Residuos –LMR-, tiempo de espera, etc.  

3.1.4 OB J ETIVO S  D EL T RA B AJ O  
Se ha investigado la incidencia de resistencias a los diferentes grupos antibióticos, 

prestando especial atención a las sustancias más comúnmente empleadas en el 

tratamiento de casos clínicos de campilobacteriosis humana (ciprofloxacinas, 

eritromicina) (Wilson et al., 2000). Así, se ha estudiado la antibiorresistencia frente a β-

lactámicos, lincosamidas, aminoglucósidos (aminociclitoles), cloramfenicol, antibióticos 

polipeptídicos, sulfamidas, trimetoprim, tetraciclinas y macrólidos. Los antibióticos se 

seleccionaron atendiendo a su clasificación química, para obtener datos que reflejasen 

un perfil amplio de antibiorresistencias. Se ha incluido la resistencia frente a la tilosina, 

por ser el único macrólido de uso exclusivo veterinario. Además, y considerando el 

origen de las cepas aisladas, se ha pretendido estudiar el mismo a lo largo del conjunto 

de la cadena alimentaria. 

3.2 MATERIAL Y MÉTODOS  

3.2.1 CEPA S  EMP LEA D AS  
Las cepas empleadas para la realización de las pruebas de antibiorresistencia fueron las 

aisladas y confirmadas mediante pruebas fenotípicas y genotípicas, como se describe 

en el Capítulo anterior (Tabla 2.13, Tabla 2.5 y Figura 2.4). Un total de 111 cepas fueron 

sometidas a las pruebas. 

3.2.2 ANTI BIÓTI CO S  EMPLEA DOS  

Los antibióticos empleados, sus concentraciones expresadas en µg/disco y el grupo 

químico al que pertenecen se relacionan en la Tabla 3.1 (Botana et al., 2002; Caprioli et 

al., 2000). Se incluyen aquellas sustancias (estreptomicina, gentamicina, neomicina, 
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amplicilina, tetraciclinas, cloramfenicol y sulfonamidas) más frecuentemente 

empleadas en los programas de monitorización de antibiorresistencia de cepas aisladas 

en animales (Wray and Gnanou, 2000). En el caso de la ciprofloxacina, dado su empleo 

en medicina humana, se ha preferido analizar la resistencia en vez de su equivalente 

veterinario, la enrofloxacina (Sánchez et al., 2002). 

TABLA 3.1.  ANTIBIÓTICOS EMPLEADOS, GRUPO QUÍMICO Y CONCENTRACIONES (CC)  EXPRESADAS EN µµµµG  

Grupo químico  Antibióticos  cc 

β-lactámicos Penicilinas Amplicilina  25 

  Oxacilina  1 

 Cefalosporinas de 1ª generación Cefalotina  30 

 Cefalosporinas de 3ª generación Cefotaxima  30 

Lincosamidas   Clindamicina  2 

Aminoglucósidos  Gentamicina  100 

(aminociclitoles)  Kanamicina  30 

  Neomicina  30 

  Estreptomicina  25 

Cloramfenicol  Cloramfenicol  30 

Antibióticos polipeptídicos  Polimixina B  300 

Sulfamidas  Sulfafurazol  300 

Trimetoprim  Trimetoprim  5 

Tetraciclinas  Tetraciclina  30 

Macrólidos   Eritromicina  15 

  Tilosina  30 

 Nuevos macrólidos Azitromicina  15 

Quinolonas de 1ª generación Ácido nalidíxico  30 

 de 2ª generación Ciprofloxacina  5 

  Norfloxacina  10 

3.2.3 PR EPA R A CIÓN  D E LA S  CEP AS  PA R A  LA  EV ALU A CIÓN  D E LA  

RESI ST EN CI A ANTI MI CR OBIA NA  
Las cepas aisladas a lo largo del muestreo y almacenadas en 0,4 ml de glicerol a –20°C y 

–80°C se revitalizaron mediante siembra de 65µl en 10 ml de BHI (Oxoid) y cultivo en 

atmósfera microaerofílica y capnófila a 37°C durante 48 horas. Posteriormente, se 

sembró por estría con un asa de platino estéril en medio de crecimiento no selectivo 

(BHI Agar) en las mismas condiciones de tiempo y temperatura. Se dispusieron 

diluciones de agua destilada estéril (0,85% NaCl), y tras el cultivo en BHIA, se tomaron 

colonias con hisopos estériles diluyendo hasta obtener suspensiones con un contenido 

aproximado de 104 ufc/ml, equivalente a una turbidez de 0,5 según la escala de 

McFarland (Aquino et al., 2002). 

3.2.4 S IEMB R A EN  MEDIO  D E CULTIVO  
La susceptibilidad antimicrobiana se determinó por el método de difusión por disco o 

método Kirby-Bauer (Prats et al., 2000) siguiendo las recomendaciones de la National 

Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2000). Los tubos se inocularon en 

Mueller-Hinton Agar (Oxoid), más 5% de sangre desfibrinada de oveja (Oxoid) (Sáenz et 
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al., 2000). El inóculo se extendió por la placa y a continuación se depositaron los discos 

de antibióticos (al menos a 22 mm un disco de otro y a 14 mm del borde de la placa). 

En cada placa se depositaron 5 discos de antibióticos y se observó la presencia (y en su 

caso diámetro) de los halos de inhibición a las 18 horas de incubación. Se hicieron 

mediciones adicionales de los halos transcurridas 24, 36 y 48 horas. Todas las pruebas 

de antibiorresistencia fueron realizadas por duplicado para cada una de las cepas 

aisladas durante el muestreo. 

3.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
Se determinaron por duplicado los porcentajes de resistencia, sensibilidad y 

sensibilidad intermedia para las 111 cepas aisladas. Las cepas aisladas lo habían sido de 

puntos diversos a lo largo de la cadena alimentaria (Tabla 2.13). No se observaron 

variaciones apreciables en el diámetro de los halos presentes según el tiempo de 

incubación de los cultivos, ni disparidad de resultados entre los duplicados de las cepas 

investigadas. La antibiorresistencia media encontrada fue del 55,0% considerando 

todas las muestras investigadas. Esta resistencia varió desde un 0,0% para la 

gentamicina hasta un 97,3% para la oxiciclina, clindamicina, tilosina  y eritromicina 

(estos dos últimos macrólidos) (Tabla 3.2, Figura 3.1). Un número variable de cepas 

mostró una sensibilidad intermedia, con halo en el que se apreciaba crecimiento en el 

mismo, aunque más débil que en el resto de la placa, estando su porcentaje entre el 

0% y el 42% (Figura 3.1). Este fenómeno puede deberse a que ciertas bacterias en la 

población se ven inhibidas por un antibiótico determinado mientras otras son capaces 

de crecer. 

FIGURA 3.1.  PLACA DE PETRI MOSTRANDO HALOS DE INHIBICIÓN VARIABLES A DISTINTOS ANTIBIÓTICOS 
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TABLA 3.2.  PORCENTAJES GLOBALES DE RESISTENCIA, SENSIBILIDAD Y SENSIBILIDAD INTERMEDIA EN LAS 111  

CEPAS DE CAMPYLOBACTER  ESTUDIADAS EN SU SUSCEPTIBILIDAD A 20  ANTIBIÓTICOS 

Antibiótico  Resist. Sens. 
Int. 

Sensib. 

NOR 10* Norfloxacina 10  12,6% 36,9% 50,5% 

OX 1 Oxacilina 1  97,3% 0,0% 2,7% 

PB 300 Polimixina B 300  11,7% 37,8% 50,5% 

SF 300 Sulfafurazol 300  88,3% 6,3% 5,4% 

T 30 Tetraciclina 30  91,9% 4,5% 3,6% 

TY 30 Tilosina 30  97,3% 0,0% 2,7% 

CTX 30 Cefotaxima 30  3,6% 8,1% 88,3% 

KF 30 Cloramfenicol 30 18,0% 23,4% 58,6% 

C 30  Cefalotina 30  28,8% 38,7% 32,4% 

K 30 Kanamicina 30  27,0% 36,9% 36,0% 

CIP 5 Ciprofloxacina 5 10,8% 42,3% 46,8% 

CD 2 Clindamicina 2  97,3% 1,8% 0,9% 

E 15 Eritromicina 15  97,3% 0,0% 2,7% 

GM 100 Gentamicina 100 0,0% 5,4% 94,6% 

NE 30 Neomicina 30  7,2% 14,4% 78,4% 

S 25 Estreptomicina 25 81,1% 9,9% 9,0% 

TM 5 Trimetoprim 5  93,7% 1,8% 4,5% 

AP 25 Amplicilina 25  77,5% 13,5% 9,0% 

ATH 15 Azitromicina 15  85,6% 9,0% 5,4% 

NA 3 Ácido nalidíxico 30 72,1% 18,9% 9,0% 

Sens. Int. Se consideraron cepas con sensibilidad intermedia aquellas que presentaron halo en el que 
se apreciaba crecimiento en el mismo, aunque más débil que en el resto de la placa. Las cepas 
sensibles mostraban ausencia de crecimiento en todo el halo. 
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FIGURA 3.2.  PORCENTAJES GLOBALES DE RESISTENCIA, SENSIBILIDAD Y SENSIBILIDAD INTERMEDIA EN LAS 111  

CEPAS DE CAMPYLOBACTER  ESTUDIADAS FRENTE A 20  ANTIBIÓTICOS 

 
FIGURA 3.3.  PORCENTAJES GLOBALES DE RESISTENCIA EN LAS 111  CEPAS DE CAMPYLOBACTER  ESTUDIADAS 

FRENTE A 20  ANTIBIÓTICOS 
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La Figura 3.2 presenta los porcentajes globales de resistencia en las 111 cepas de 

Campylobacter estudiadas frente a 20 antibióticos considerando todos los antibióticos 

empleados conjuntamente y las cepas aisladas, separados en función de las 

producciones animales estudiadas, el punto de toma de muestra, la estación del año 

en que se tomó la muestra y la especie microbiana según la identificación realizada. Las 

diferencias observadas entre las antibiorresistencias se consideraron significativas para 

las distintas producciones, las estaciones y los puntos de muestreo.  

La Figura 3.4 muestra la separación clara existente entre los antibióticos empleados en 

función de su nivel de antibiorresistencia. La separación se obtuvo mediante análisis 

cluster empleando la distancia de Manhattan y el agrupamiento con el sistema de 

Ward. Por un lado tenemos los antibióticos norfloxacina, ciprofloxacina, cefalotina, 

kanamicina, polimixina b, cefotaxima, cloramfenicol, gentamicina y neomicina, con 

tasas de resistencia inferiores al 10% por término medio, y por otro un conjunto de 

antibióticos que muestran resistencias superiores al 80% con oxaciclina, sulfafurazol, 

tetraciclina, tilosina, clindamicina, eritromicina, estreptomicina, trimetoprim, 

ampicilina, azitromicina y ácido nalidíxico. 

 

Ward`s method
City-block (Manhattan) distances

0 100 200 300 400 500 600 700 800

Linkage Distance

Ácido nalidíxico 30
Amplicilina 25

Estreptomicina 25
Azitromicina 15
Tetraciclina 30

Sulfafurazol 300
Trimetoprim 5

Clindamicina 2
Eritromicina 15

Tilosina 30
Oxacilina 1

Neomicina 30
Gentamicina 100

Cefotaxima 30
Cloramfenicol 30
Polimixina B 300

Kanamicina 30
Cefalotina 30

Ciprofloxacina 5
Norfloxacina 10

 
FIGURA 3.4.  AGRUPACIÓN DE LOS ANTIBIÓTICOS EMPLEADOS EN LAS PRUEBAS DE ANTIBIORRESISTENCIA EN 

FUNCIÓN DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN ELLAS 

Teniendo en cuenta la clasificación de los antibióticos empleados en función de su 

naturaleza química, resulta arriesgado extraer conclusiones respecto a su uso en 

producción animal según su composición química. Si bien se observan grupos químicos 

(ver Tabla 3.1) que presentan una antibiorresistencia alta (sulfamidas, trimetoprima, 
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tetraciclinas y macrólidos) o baja (cloramfenicol y antibióticos polipeptídicos), el hecho 

de que haya grupos de antibióticos que presentan compuestos con alta y baja 

antibiorresistencia (β-lactámicos, aminoglucósidos y quinolonas) induce a pensar que 

el empleo, fraudulento o no, de determinados compuestos antibióticos obedecería 

más bien a la utilización de medicamentos concretos habituales en las prácticas clínicas 

y/o zootécnicas más que a su naturaleza química. 

3.3.1 ANTI BIOR R ESI ST EN CI A  EN  LA S  P ROD U CCION ES  ANI MA LES  
La Tabla 3.3 recoge el número de cepas que muestran antibiorresistencia, sensibilidad 

y sensibilidad intermedia para cada una de los 20 antibióticos analizados, desglosados 

por producción animal. La Figura 3.5 muestra la distribución porcentual. 

TABLA 3.3.  NÚMERO DE CEPAS QUE MUESTRAN ANTIBIORRESISTENCIA,  SENSIBILIDAD Y SENSIBILIDAD 

INTERMEDIA PARA CADA UNA DE LOS 20  ANTIBIÓTICOS ANALIZADOS SEGÚN LA PRODUCCIÓN ANIMAL  

Antibiótico  Avestruz   Broiler   Ecológico  

 Sens. 
Int. 

Resist. Sensib. Sens. Int. Resist. Sensib. Sens. Int. Resist. Sensib. 

NOR 10 5 4 16 28 5 20 8 5 20 

OX 1 0 22 3 0 53 0 0 33 0 

PB 300 11 2 12 25 7 21 6 4 23 

SF 300 6 18 1 1 50 2 0 30 3 

T 30 5 19 1 0 53 0 0 30 3 

TY 30 0 22 3 0 53 0 0 33 0 

CTX 30 2 0 23 1 1 51 6 3 24 

KF 30 5 0 20 14 8 31 7 12 14 

C 30  9 2 14 24 20 9 10 10 13 

K 30 8 5 12 17 21 15 16 4 13 

CIP 5 6 5 14 28 5 20 13 2 18 

CD 2 2 22 1 0 53 0 0 33 0 

E 15 0 22 3 0 53 0 0 33 0 

GM 100 0 0 25 4 0 49 2 0 31 

NE 30 2 1 22 8 0 45 6 7 20 

S 25 3 17 5 3 47 3 5 26 2 

TM 5 1 21 3 0 52 1 1 31 1 

AP 25 0 17 8 12 41 0 3 28 2 

ATH 15 3 19 3 7 45 1 0 31 2 

NA 3 6 13 6 14 37 2 1 30 2 

 

 



 

FIGURA 3.5.  DISTRIBUCIÓN PORCENTU

PARA LOS 20  ANTIBIÓTICOS ESTUDIA

Considerando todos 

según las producciones animales estudiadas, la tasa de resistencia media hallada fue 

del 58,3% en pollo de cría ecológica

Estos valores tienen una validez relativa ya que incluyen el conjunto de las 

antibiorresistencias sin especificar

antibióticos en producciones alternativas como el pollo de cría eco

supuestamente debería restringirlos o eliminarlos

CEP A S A I S LA D A S D E BR O

Nueve compuestos antibióticos presentaron un porcentajes de antibiorresistencia 

superiores al 80% (

Clindamicina 2 (CD 2)

(TM 5), Estreptomicina 25 (S 25)

heterogéneo según su composición química, con 

TY 30, ATH 15), lincosamidas (CD 2), trimetoprim

debajo del 20% de resistencia se encuentran 

30 (NE 30) (0%)

Ciprofloxacina 5 (CIP 5)

30) (15%). En valores intermedios tenemos

(38%), Kanamicina 30 (K 30)

(AP 25) (77%). Los resultados obtenidos 

ISTRIBUCIÓN PORCENTUAL DEL NIVEL DE ANTIBIORRESISTENCIA SEGÚN LA PRODUCCIÓN ANIM

ANTIBIÓTICOS ESTUDIADOS  

todos los antibióticos empleados conjuntamente 

las producciones animales estudiadas, la tasa de resistencia media hallada fue 

pollo de cría ecológica, 57,0% en broilers y 46,2% en avestruz

Estos valores tienen una validez relativa ya que incluyen el conjunto de las 

antibiorresistencias sin especificar el tipo de antibiótico, pero indican el uso 

antibióticos en producciones alternativas como el pollo de cría eco

supuestamente debería restringirlos o eliminarlos. 

EP A S A I S LA D A S D E BR O IL ER  

Nueve compuestos antibióticos presentaron un porcentajes de antibiorresistencia 

superiores al 80% (Oxacilina 1 (OX 1), Tetraciclina 30 (T 30), 

ndamicina 2 (CD 2), Eritromicina 15 (E 15), Sulfafurazol 300 (SF 300)

Estreptomicina 25 (S 25) y Azitromicina 15 (ATH 15)). Constituyen un grupo 

heterogéneo según su composición química, con β-lactámicos (OX 1), macrólidos (E 15, 

TY 30, ATH 15), lincosamidas (CD 2), trimetoprim (TM 5) y tetraciclinas (T 30). Por 

debajo del 20% de resistencia se encuentran Gentamicina 100 (GM

(0%), Cefotaxima 30 (CTX 30) (2%), Norfloxacina 10 (NOR 10)

Ciprofloxacina 5 (CIP 5) (9%), Polimixina B 300 (PB 300) (13%) y Cloramfenicol 30 (KF 

(15%). En valores intermedios tenemos cuatro compuestos: 

Kanamicina 30 (K 30) (40%), Ácido nalidíxico 30 (NA 30) (70%) y 

os resultados obtenidos difieren parcialmente de los de otros autores. 

 

79 

 
N LA PRODUCCIÓN ANIMAL 

 y las cepas aisladas 

las producciones animales estudiadas, la tasa de resistencia media hallada fue 

46,2% en avestruz (Figura 3.3). 

Estos valores tienen una validez relativa ya que incluyen el conjunto de las 

el tipo de antibiótico, pero indican el uso extenso de 

antibióticos en producciones alternativas como el pollo de cría ecológica, que 

Nueve compuestos antibióticos presentaron un porcentajes de antibiorresistencia 

, Tilosina 30 (TY 30), 

Sulfafurazol 300 (SF 300), Trimetoprim 5 

). Constituyen un grupo 

lactámicos (OX 1), macrólidos (E 15, 

(TM 5) y tetraciclinas (T 30). Por 

Gentamicina 100 (GM 100) y Neomicina 

Norfloxacina 10 (NOR 10) y 

Cloramfenicol 30 (KF 

compuestos: Cefalotina 30 (C 30) 

(70%) y Amplicilina 25 

los de otros autores. 
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En EE.UU., (Ge et al., 2003) observó que la tetraciclina fue el antibiótico con mayor 

resistencia (82%), encontrando para la eritromicina y el ácido nalidíxico porcentajes del 

54% y 41% respectivamente, y superiores a nuestro estudio para la ciprofloxacina 

(35%). En Italia, se detectó tanto para C. jejuni como para C. coli a iguales 

concentraciones antibióticas una menor resistencia frente a la eritromicina, pero 

mayor a la ciprofloxacina y a la cefalotina (Pezzotti et al., 2003). En Dinamarca 

(Aarestrup et al., 1997), a partir de cepas de Campylobacter jejuni y Campylobacter coli 

aisladas de pollo broiler, se detectaron respectivamente los siguientes niveles de 

antibiorresistencia: amplicilina (6% y 0%), cloramfenicol (4% y 0%), eritromicina (6% y 

18%), ácido nalidíxico (15 y 0%), neomicina (0% para ambas especies), estreptomicina 

(1% y 6%), tetraciclina (2% y 0%) y tilosina (6% y 18%). Más recientemente, estudiando 

49 cepas de origen fecal (39 de Campylobacter jejuni y 10 de Campylobacter coli) 

(Engberg et al., 2004), el 5,1% de las cepas de C. jejuni eran resistentes al ácido 

nalidíxico, el 10,3% a la eritromicina, y el 2,6% a ambas sustancias. De entre las cepas 

de C. coli, tan sólo se observó resistencia frente a la eritromicina en el 10% de las 

mismas. Son niveles sensiblemente inferiores a los encontrados en nuestro estudio, lo 

cual indica diferencias en el uso de antibióticos como promotores del crecimiento 

(Fallon et al., 2003). En Irlanda, se encontró en pollo una resistencia frente a la 

tetraciclina del 19,4% y del 9,7% a la eritromicina, claramente inferiores a nuestros 

resultados tanto en pollo de cría industrial como ecológica (Lucey et al., 2000b). En 

Portugal, se detectó una resistencia inferior a la detectada en nuestro estudio, de tan 

sólo el 5,1% frente a la tetraciclina y de un 0% frente a los aminoglucósidos 

estreptomicina y kanamicina (Cabrita et al., 1992). En Tailandia, se analizó la 

resistencia frente a dos fluoroquinolonas de gran uso, la ciprofloxacina y el ácido 

nalidíxico, de cepas de Campylobacter jejuni aisladas en pollo a lo largo de la cadena 

comercial (Padungtod et al., 2003). Sus resultados fueron superiores para la 

ciprofloxacina con una resistencia del 70,2% (59/84), pero ligeramente inferiores al 

ácido nalidíxico, con un 67,9% (57/84). También en España, se ha encontrado en cepas 

de Campylobacter jejuni y Campylobacter coli aisladas de pollo una tasa elevada de 

resistencia frente a la ciprofloxacina (98,7%) y la eritomicina (81,1%), para cepas de C. 

coli. Nuestros resultados son diferentes de otros (Aarestrup et al., 1997; Reina et al., 

1994; Sáenz et al., 2000) en el sentido de que C. coli es mucho más resistente que C. 

jejuni frente a la eritromicina. Los resultados detectados para la eritromicina son 

similares a su vez a los datos de la azitromicina (Sáenz et al., 2000). 

CEP A S A I S LA D A S D E P OL LO E CO LOG IC O  

Es de destacar que las antibiorresistencias encontradas en pollo ecológico son similares 

o superiores a las de pollo broiler. Al igual que para el pollo broiler, nueve compuestos 

antibióticos presentaron porcentajes de antibiorresistencias superiores al 80%, 

destacando el 100% de Oxacilina 1 (OX 1), Tilosina 30 (TY 30), Clindamicina 2 (CD 2) y 

Eritromicina 15 (E 15), seguidos por el 94% de Trimetoprim 5 (TM 5) y Azitromicina 15 
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(ATH 15), el 91% de Sulfafurazol 300 (SF 300), Tetraciclina 30 (T 30) y Ácido nalidíxico 

30 (NA 30), y el 85% de Amplicilina 25 (AP 25). Análogamente a lo observado para el 

pollo broiler, también en el caso del pollo ecológico aquellos compuestos antibióticos 

con mayores tasas de antibiorresistencia constituyen un grupo heterogéneo por su 

composición química. Con tasas de antibiorresistencia inferiores al 20% se encuentran 

Gentamicina 100 (GM 100) (0%), Ciprofloxacina 5 (CIP 5) (6%), Cefotaxima 30 (CTX 30) 

(9%), Polimixina B 300 (PB 300) y Kanamicina 30 (K 30) (ambos con un 12%) y 

Norfloxacina 10 (NOR 10) (15%). Sólo en cuatro compuestos se observaron tasas 

intermedias, aunque con notables diferencias entre sí (21% Neomicina 30 (NE 30); 30% 

Cefalotina 30 (C 30); 36% Cloramfenicol 30 (KF 30); 79% Estreptomicina 25 (S 25)). 

Constituyen un grupo heterogéneo según su composición química, con β-lactámicos 

(OX 1), macrólidos (E 15, TY 30, ATH 15), lincosamidas (CD 2), trimetoprim (TM 5) y 

tetraciclinas (T 30). Se distinguen de los resultados para el pollo de cría industrial en 

una mayor resistencia a la Azitromicina 15 (ATH 15), y menos para el caso de 

Sulfafurazol 300 (SF 300) y Estreptomicina 25 (S 25).  

Para pollo de cría ecológica, existen escasos estudios sobre antibiorresistencia de cepas 

de Campylobacter aisladas procedentes de productos de pollo de cría ecológica y otras 

formas de explotación ganadera no convencionales (Heuer et al., 2001). En Dinamarca, 

se encontró un bajo nivel de resistencia antimicrobiana tanto para Campylobacter 

jejuni como para Campylobacter coli. Sólo un 4,1% de las cepas de C. jejuni eran 

resistentes a la estreptomicina y otro 4,1% a la enrofloxacina. Respecto a C. coli, un 

20% eran resistentes a la eritromicina y otro 20% a la estreptomicina (Heuer et al., 

2001). En EE.UU., se detectó un incremento en la tasa de resistencia frente a 

antibióticos entre 1992 y 1998 en cepas aisladas de “domestic chicken”. Un 14% de las 

cepas de Campylobacter jejuni eran resistentes a la ciprofloxacina, próximo al 11% 

detectado en nuestro estudio (Smith et al., 1999). 

CEP A S A I S LA D A S D E A V E STR U Z  

En el caso de las muestras de avestruz, ningún compuesto antibiótico alcanzó un 100% 

de antibiorresistencia, teniendo además tan sólo cinco compuestos por encima del 

80% frente a los nueve del pollo broiler y ecológico (88% para OX 1, CD 2, TY 30 y E 15; 

84% para TM 5). No obstante, y análogamente al pollo broiler y ecológico, se trata de 

un grupo heterogéneo de acuerdo con su composición química. Sin embargo, al 

contrario que en los casos anteriores, son numerosos, nueve, los compuestos con unas 

tasas de antibiorresistencia inferiores al 20% (Cefotaxima 30 (CTX 30), Gentamicina 100 

(GM 100) y Cloramfenicol 30 (KF 30) con un 0%; Neomicina 30 (NE 30) con un 4%; 

Polimixina B 300 (PB 300) y Cefalotina 30 (C 30) con un 8%; Norfloxacina 10 (NOR 10) 

con un 16%; Kanamicina 30 (K 30) y Ciprofloxacina 5 (CIP 5) con un 20%). Con 

antibiorresistencias intermedias entre el 20% y el 80% encontramos cinco compuestos: 

Ácido nalidíxico 30 (NA 30) con un 52%; Estreptomicina 25 (S 25) y Amplicilina 25 (AP 
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25) con un 68%; Sulfafurazol 300 (SF 300) con un 72% y Tetraciclina 30 (T 30) con un 

76%. 

Pese a no observarse en ningún caso un 100% de tasa de antibiorresistencia, las cifras 

más altas se presentaron para los mismos antibióticos que en la cría de pollo industrial 

y ecológica. En consecuencia, presentan igualmente una variada naturaleza química, 

con β-lactámicos (OX 1, AP 25), macrólidos (E 15, TY 30 y ATH 15), lincosamidas (CD 2), 

tetraciclinas (T 30), sulfamidas (Sulfafurazol 300 (SF 300)), trimetoprim (TM 5) y 

aminoglucósidos (Estreptomicina 25 (S 25)). En cuanto a los mayores índices de 

sensibilidad, estos se dieron, análogamente a los dos casos anteriores, para un 

aminoglucósido -la Gentamicina 100 (GM 100) y una cefalosporina -la Cefotaxima 30 

(CTX 30) (100% ambos)- , seguidas ya a mayor distancia por otro aminoglucósido -la 

Neomicina 30 (NE 30) (96%)- y por una quinolona -la Norfloxacina 10 (NOR 10) (84%)-.  

Para avestruz, la literatura científica referente a Campylobacter en dicha especie y/o en 

sus productos derivados es escasa y circunscrita a aquellos países en los que su 

producción y consumo tienen mayor relevancia, por lo que no se han encontrado 

estudios realizados en Europa. Tampoco se han encontrado estudios sobre 

antibiorresistencia en cepas de Campylobacter aisladas en avestruz o en sus productos 

derivados a lo largo de cualquier punto de la cadena alimentaria. Algunos autores sí 

han realizado estudios de antibiorresistencia de cepas de Escherichia coli aisladas en 

avestruz (Ley et al., 2001).  

3.3.2 ANTI BIOR R ESI ST EN CI A  SEG ÚN  EL LUG A R D E MU ES TR EO  
Como se aprecia en la Tabla 3.4 y la Figura 3.6, las diferencias en nivel de 

antibiorresistencias observadas en los distintos puntos de muestreo son escasas lo que 

parece indicar que, lógicamente, la resistencia se introduce en la cadena alimentaria en 

granja y se mantiene estable (con un ligero descenso) en los otros dos puntos 

muestreados. 

TABLA 3.4.  NÚMERO DE CEPAS CON ANTIBIORRESISTENCIA, SENSIBILIDAD Y SENSIBILIDAD INTERMEDIA PARA LOS 

20  ANTIBIÓTICOS ANALIZADOS SEGÚN EL LUGAR DE MUESTREO. 

Antibiótico  Granja   Matadero   Comercio  

 Sens. Int. Resist. Sensib. Sens. Int. Resist. Sensib. Sens. Int. Resist. Sensib. 

NOR 10 17 7 19 18 3 21 6 4 16 

OX 1 0 42 1 0 42 0 0 24 2 

PB 300 7 2 34 26 3 13 9 8 9 

SF 300 3 37 3 2 40 0 2 21 3 

T 30 3 39 1 0 42 0 2 21 3 

TY 30 0 42 1 0 42 0 0 24 2 

CTX 30 3 0 40 4 1 37 2 3 21 

KF 30 5 12 26 15 3 24 6 5 15 



 

83 

 

C 30  16 14 13 15 15 12 12 3 11 

K 30 20 12 11 10 16 16 11 2 13 

CIP 5 22 7 14 19 4 19 6 1 19 

CD 2 0 42 1 0 42 0 2 24 0 

E 15 0 42 1 0 42 0 0 24 2 

GM 100 0 0 43 4 0 38 2 0 24 

NE 30 8 7 28 5 1 36 3 0 23 

S 25 6 35 2 5 36 1 0 19 7 

TM 5 1 41 1 0 41 1 1 22 3 

AP 25 4 34 5 7 34 1 4 18 4 

ATH 15 2 39 2 6 35 1 2 21 3 

NA 3 8 33 2 12 26 4 1 21 4 

 

 
FIGURA 3.6.  D ISTRIBUCIÓN PORCENTUAL DEL NIVEL DE ANTIBIORRESISTENCIA SEGÚN LUGAR DE MUESTREO PARA 

LOS 20  ANTIBIÓTICOS ESTUDIADOS 

Considerando todos los antibióticos empleados conjuntamente y las cepas aisladas 

según el punto de muestreo, la tasa de resistencia media hallada fue del 56,6% en 

granja, 55,7% en matadero y 51,0% en comercio minorista (Figura 3.3). Estos valores 

tienen una validez relativa ya que incluyen el conjunto de las antibiorresistencias sin 

especificar el tipo de antibiótico. 
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3.3.3 ANTI BIOR R ESI ST EN CI A  SEG ÚN  LA  ESTA CIÓ N D EL AÑ O  
En la Tabla 3.5 y la Figura 3.7 se representan los porcentajes de antibiorresistencia 

según la estación del año en la que se realizó el muestreo. También aquí las diferencias 

en nivel de antibiorresistencias observadas en los distintos puntos de muestreo son 

escasas lo que indicaría una estabilidad de las cepas a lo largo del año, y 

probablemente, que las prácticas de manejo (incluyendo el uso de antibióticos) se 

mantienen. 

TABLA 3.5.  NÚMERO DE CEPAS CON ANTIBIORRESISTENCIA, SENSIBILIDAD Y SENSIBILIDAD INTERMEDIA PARA LOS 

20  ANTIBIÓTICOS ANALIZADOS SEGÚN LA ESTACIÓN DEL AÑO 

Antibiótico           Primavera Verano Otoño Invierno 

 Sens. Int. Resist. Sensib. Sens. Int. Resist. Sensib. Sens. Int. Resist. Sensib. Sens. Int. Resist. Sensib. 

NOR 10 14 7 11 12 1 21 9 1 14 6 5 10 

OX 1 0 32 0 0 32 2 0 24 0 0 20 1 

PB 300 14 1 17 13 2 19 9 5 10 6 5 10 

SF 300 4 25 3 3 31 0 0 22 2 0 20 1 

T 30 3 26 3 2 32 0 0 24 0 0 20 1 

TY 30 0 32 0 0 32 2 0 24 0 0 20 1 

CTX 30 1 0 31 5 0 29 3 0 21 0 4 17 

KF 30 8 6 18 8 5 21 6 4 14 4 5 12 

C 30  12 11 9 19 5 10 7 8 9 5 8 8 

K 30 10 9 13 17 4 13 9 8 7 5 9 7 

CIP 5 13 8 11 14 1 19 14 1 9 6 2 13 

CD 2 0 32 0 2 32 0 0 24 0 0 20 1 

E 15 0 32 0 0 32 2 0 24 0 0 20 1 

GM 100 3 0 29 1 0 33 1 0 23 1 0 20 

NE 30 7 3 22 3 3 28 4 0 20 2 2 17 

S 25 4 26 2 5 26 3 1 21 2 1 17 3 

TM 5 2 29 1 0 31 3 0 24 0 0 20 1 

AP 25 5 22 5 3 28 3 4 19 1 3 17 1 

ATH 15 1 27 4 4 28 2 2 22 0 3 18 0 

NA 3 3 27 2 11 17 6 5 18 1 2 18 1 
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FIGURA 3.7.  D ISTRIBUCIÓN PORCENTUAL DEL NIVEL DE ANTIBIORRESISTENCIA SEGÚN ESTACIÓN DEL AÑO PARA 

LOS 20  ANTIBIÓTICOS ESTUDIADOS 

Considerando todos los antibióticos empleados conjuntamente y las cepas aisladas 

según la estación del año, la tasa de resistencia media hallada fue del 55,5% en 

primavera, 50,3% en verano, 56,9% en otoño y 59,5% en invierno (Figura 3.3). Estos 

valores tienen una validez relativa ya que incluyen el conjunto de las 

antibiorresistencias sin especificar. 

3.3.4 ANTI BIOR R ESI ST EN CI A  EN  FU NCIÓ N D E LA  ESP ECI E MI CROBI AN A  
Respecto a las dos especies del género Campylobacter identificadas y aisladas, los 

resultados obtenidos se reflejan en la Tabla 3.6 y la Figura 3.8. Se puede observar que 

las diferencias porcentuales en antibiorresistencia entre las dos especies son escasas 

para los antibióticos investigados. 

TABLA 3.6.  NÚMERO DE CEPAS CON ANTIBIORRESISTENCIA, SENSIBILIDAD Y SENSIBILIDAD INTERMEDIA PARA LOS 

20  ANTIBIÓTICOS ANALIZADOS SEGÚN LA ESPECIE DE CAMPYLOBACTER  

Antibiótico C. jejuni C. coli Campylobacter spp 

 Sens. Int. Resist. Sensib. Sens. Int. Resist. Sensib. Sens. Int. Resist. Sensib. 

NOR 10 35 12 50 3 1 1 3 1 5 
OX 1 0 95 2 0 5 0 0 8 1 
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PB 300 33 11 53 4 0 1 5 2 2 
SF 300 6 85 6 0 5 0 1 8 0 
T 30 4 89 4 0 5 0 1 8 0 
TY 30 0 95 2 0 5 0 0 8 1 
CTX 30 8 3 86 0 0 5 1 1 7 
KF 30 23 20 54 2 0 3 1 0 8 
C 30  38 28 31 3 1 1 2 3 4 
K 30 36 26 35 2 1 2 3 3 3 
CIP 5 40 11 46 3 1 1 4 0 5 
CD 2 1 95 1 0 5 0 1 8 0 
E 15 0 95 2 0 5 0 0 8 1 
GM 100 4 0 93 1 0 4 1 0 8 
NE 30 13 8 76 2 0 3 1 0 8 
S 25 11 77 9 0 5 0 0 8 1 
TM 5 2 91 4 0 5 0 0 8 1 
AP 25 13 75 9 1 4 0 1 7 1 
ATH 15 8 83 6 1 4 0 1 8 0 
NA 3 19 69 9 2 3 0 0 8 1 

 



 

FIGURA 3.8.  D ISTRIBUCIÓN 

CAMPYLOBACTER  

Considerando todos 

según la especie microbiana aislada, la tasa de resistencia media hallada fue del 5

en C. jejuni, 55,0% en 

valores tienen una validez relativa ya que incluyen el conjunto de las 

antibiorresistencias sin especificar. 

Considerando la batería t

analizadas se presentó 

(OX 1), Tilosina 30 (TY 30)

la Estreptomicina 25 (S 25)

(AP 25), o lo que es lo mis

lactámicos (penicilinas: OX 1, AP 25) y las lincosamidas (CD 2). 

Por su parte, y de modo similar al caso de 

se dio en el caso de la 

(100%), es decir, principalmente un 

(cefalosporina: Cefotaxima 30 (CTX 30)

100) y NE 100). Valores intermedios de sensibilidad antibiótica se obtuvieron para el 

caso de Norfloxacina 10 (NOR 10)

Cloramfenicol 30 (KF 30)

ISTRIBUCIÓN PORCENTUAL DEL NIVEL DE ANTIBIORRESISTENC

todos los antibióticos empleados conjuntamente 

según la especie microbiana aislada, la tasa de resistencia media hallada fue del 5

,0% en C. coli y del 53,9% en Campylobacter spp

valores tienen una validez relativa ya que incluyen el conjunto de las 

antibiorresistencias sin especificar.  

Considerando la batería total de antibióticos empleados y las cepas de 

se presentó una antibiorresistencia muy elevada (98%) frente a 

Tilosina 30 (TY 30), Clindamicina 2 (CD 2) y Eritromicina 15 (E 15)

Estreptomicina 25 (S 25) (87,5%) y el 75% de Trimetoprim 5 (TM 5)

, o lo que es lo mismo, especialmente los macrólidos (E 15, TY 30), los 

lactámicos (penicilinas: OX 1, AP 25) y las lincosamidas (CD 2).  

Por su parte, y de modo similar al caso de C. jejuni, la sensibilidad 

se dio en el caso de la Cefotaxima 30 (CTX 30), Gentamicina 100 (GM 100)

, es decir, principalmente un β-lactámico –cefalosporina de 3ª generación

Cefotaxima 30 (CTX 30)) y los aminoglucósidos (Gent

y NE 100). Valores intermedios de sensibilidad antibiótica se obtuvieron para el 

Norfloxacina 10 (NOR 10) (80%) y CIP 5 (80%), seguidos del 50% alcanzado por 

Cloramfenicol 30 (KF 30), Kanamicina 30 (K 30) y Cefalotina 30 (C 30)
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DE ANTIBIORRESISTENCIA SEGÚN ESPECIE DE 

 y las cepas aisladas 

según la especie microbiana aislada, la tasa de resistencia media hallada fue del 55,1% 

spp. (Figura 3.3). Estos 

valores tienen una validez relativa ya que incluyen el conjunto de las 

y las cepas de C. jejuni 

%) frente a Oxacilina 1 

Eritromicina 15 (E 15), seguidos por 

Trimetoprim 5 (TM 5) y Amplicilina 25 

o, especialmente los macrólidos (E 15, TY 30), los β-

 más alta para C. coli 

Gentamicina 100 (GM 100) y la NE 100 

cefalosporina de 3ª generación- 

Gentamicina 100 (GM 

y NE 100). Valores intermedios de sensibilidad antibiótica se obtuvieron para el 

%), seguidos del 50% alcanzado por 

Cefalotina 30 (C 30) y por el 37,5% de 
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Polimixina B 300 (PB 300) y Sulfafurazol 300 (SF 300). Son por consiguiente más 

sensibles las cepas de C. coli a las quinolonas de 2ª generación (CIP 5 y Norfloxacina 10 

(NOR 10)) y a compuestos de naturaleza variada como las cefalosporinas (Cefalotina 30 

(C 30)) –un antibiótico β-lactámico-, aminoglucósidos (Kanamicina 30 (K 30)), 

cloramfenicol (KF 30), antibióticos polipeptídicos (Polimixina B 300 (PB 300)) y 

sufamidas (SF 300). 

A diferencia de los dos casos anteriores, para Campylobacter spp. no se presentó ante 

ningún antibiótico una resistencia del 100%, alcanzándose no obstante un 95,2% para 

el caso de OX 1, TY 30, CD 2, E 15, TM 5 y ATH 15. Ello supone un mayor porcentaje de 

presentación de antibiorresistencia para las dos últimas sustancias, en especial la 

azitromicina que en el caso de las dos especies termofílicas mayoritarias de 

Campylobacter. Por tanto, de modo análogo a los dos casos anteriores, los grupos 

antibióticos ante los que se presenta una mayor resistencia son fundamentalmente en 

el grupo de los macrólidos (E 15, TY 30), los β-lactámicos (penicilinas: OX 1) y las 

lincosamidas (CD 2), a los que añadir un nuevo macrólido (Azitromicina 15 (ATH 15)) y 

el trimetoprim (TM 5). 

Si comparamos los resultados obtenidos para las cepas aisladas de Campylobacter 

jejuni, Campylobacter coli y Campylobacter spp. presentes en la Tabla 3.2 y la Tabla 3.6 

con los obtenidos por otros autores, podemos efectuar las siguientes observaciones.  

Para Campylobacter jejuni, en el Reino Unido, se detecta una baja resistencia en cepas 

de Campylobacter jejuni aisladas en pollo frente a la eritromicina (1,8% frente a 

nuestro 100%), y tan solo un 4,9% en total (Jørgensen et al., 2002). Este mismo autor 

encontró una resistencia total (contabilizando cepas de C. jejuni, C. coli y C. spp.) del 

13% frente a nuestro 30,3%. En Irlanda, donde junto con Dinamarca, Suecia, Finlandia y 

Austria, el suministro de antibióticos a los animales está por debajo de la media 

comunitaria, se encontraron en pollo de cría industrial menores tasas de resistencia 

frente a amplicilina (35,9%), tetraciclina (20,5%), ácido nalidíxico (20,5%), 

estreptomicina (2,5%) y kanamicina (2,5%), pero mayor para la ciprofloxacina (17,9%) 

(Fallon et al., 2003). En Dinamarca, se encontró para cepas aisladas de muestras fecales 

de pollo de cría industrial tomadas en granja entre 1998 y 1999 una resistencia del 

11,3% frente a las quinolonas (ácido nalidíxico y enrofloxacina) (Pedersen and 

Wedderkopp, 2003). Además de menores tasas de antibiorresistencia, y al contrario 

que en nuestro caso entre el ácido nalidíxico y la ciprofloxacina, entre el equivalente de 

esta (enrofloxacina) y el ácido nalidíxico, se detectó homogeneidad en su resistencia 

frente a ambas sustancias (Pedersen and Wedderkopp, 2003). En productos de venta al 

consumidor (139 muestras de pollo, 39 de pavo, 2 de cerdo), se detectó, en cepas de 

Campylobacter jejuni, antibiorresistencia frente al ácido nalidíxico (8,5%) y a la 

eritromicina (2%). Para Campylobacter coli tales tasas ascendieron a un 29,6% frente al 

ácido nalidíxico y un 18,5% frente a la eritromicina (Engberg et al., 2004). En Bélgica, se 
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aislaron cepas procedentes de mataderos y salas de despiece de pollo de cría 

industrial, encontrando unas tasas de resistencia del 6,3% frente a la eritromicina, un 

24,6% frente a la amplicilina, un 44,2% frente al ácido nalidíxico y a la ciprofloxacina, y 

un 34,4% frente a la tetraciclina, pero, al igual que en nuestro estudio, una sensibilidad 

del 100% a la gentamicina (Van Looveren et al., 2001). En Brasil, se investigó la 

antibiorresistencia de cepas de aisladas tanto de pacientes humanos (15) como de 

animales de abasto -porcino, ovino y pollo- (17) y de experimentación -mono rhesus y 

perro- (12). Entre las cepas de origen animal se detectaron menores tasas que en 

nuestro estudio para las cepas aisladas de pollo y avestruz: 27,3% a la sulfonamida 

300μg, 0% a la norfloxacina, ciprofloxacina y eritromicina, 9,1% a la tetraciclina y 9,1% 

a la amplicilina 10μg (Aquino et al., 2002). En Australia, a partir de cepas aisladas de 

paciente humanos con diarrea y siguiendo el método de difusión en disco, se observó 

una baja resistencia del 3,3% a la eritromicina y del 15,5% a la tetraciclina. Por el 

contrario, para la amplicilina a 10μg, la resistencia observada fue del 96,6%, si bien 

para este antibiótico se recomienda emplear el método de la dilución en agar, con el 

que se observó una resistencia del 77% (Alfredson et al., 2003). En lo que respecta a 

España, trabajando en cepas de Campylobacter jejuni aisladas en pollo, se halló un 

porcentaje de resistencia frente a la ampicilina del 47,4%, inferior a nuestro 70% 

(Sáenz et al., 2000). Además, en productos cárnicos de pollo, se detectó una resistencia 

frente a la tetraciclina del 65%, inferior, al revés que para el caso de Campylobacter coli 

a nuestro resultado. 

Para Campylobacter coli, se han comparado estos datos con los ofrecidos por otros 

autores. En Italia, en términos generales y al revés que en nuestro caso, C. coli fue más 

resistente que C. jejuni, si bien para una batería de tan sólo 10 antibióticos (Pezzotti et 

al., 2003). En EE.UU., a diferencia de nuestro estudio, fue mayor la resistencia ofrecida 

por C. coli frente a la ciprofloxacina y la eritromicina que por C. jejuni (Ge et al., 2003). 

Esta mayor resistencia de Campylobacter coli frente a la ciprofloxacina que la 

presentada por Campylobacter jejuni ha sido también observada en el Reino Unido en 

cepas aisladas de pacientes humanos (Threlfall et al., 2000). En el Reino Unido, a 

diferencia de nuestros resultados, en los que la resistencia a la eritromicina fue de un 

100% en cepas de Campylobacter coli, tan sólo se encontró un 56%, aún así 

sensiblemente mayor al 1,8% detectado en cepas de Campylobacter jejuni (Jørgensen 

et al., 2002). En Irlanda, se observó en cepas aisladas a partir de una planta de 

procesado resistencia frente a la amplicilina (9%) y la tetraciclina (18,2%), pero no 

frente al ácido nalidíxico, estreptomicina, kanamicina y ciprofloxacina (Fallon et al., 

2003). Salvo para la ciprofloxacina, son pues datos sensiblemente inferiores a los 

hallados en este trabajo. En Dinamarca, se encontró para cepas aisladas de muestras 

fecales de pollo de cría industrial tomadas en granja entre 1998 y 1999 una resistencia 

del 28,7% frente a las quinolonas (ácido nalidíxico y enrofloxacina) (Pedersen and 

Wedderkopp, 2003). Al contrario que en nuestro estudio, se detectaron mayores tasas 
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de resistencia frente a las quinolonas en cepas aisladas en C. coli que en aquellas 

aisladas de C. jejuni (Pedersen and Wedderkopp, 2003). Respecto a España, también 

Sáenz y colaboradores halló una mayor resistencia frente a la ampicilina en cepas de 

Campylobacter coli (90%) que de Campylobacter jejuni (47,4%), superior en todo caso a 

la diferencia observada en nuestro estudio (Sáenz et al., 2000). De modo igualmente 

análogo, para cepas aisladas en productos cárnicos de pollo, se observaron una 

resistencia del 90,9% frente a la tetraciclina (Sáenz et al., 2000). Debe destacarse por 

último la idéntica tasa de resistencia frente a la eritromicina presentada por C. jejuni y 

C. coli, cuando generalmente es mayor en C. coli, especialmente las cepas aisladas en 

cerdo (Cabrita et al., 1992; Van Looveren et al., 2001). Aún así, otros autores han 

encontrado el fenómeno inverso (Fallon et al., 2003). 

La mayor resistencia frente a los antibióticos de Campylobacter coli respecto a 

Campylobacter jejuni a pesar de su menor número de aislamientos, ha sido también 

observada en cepas aisladas de pacientes humanos, lo que pone de relieve su 

manifiesta importancia. Esta realidad ha sido observada en diversos estudios realizados 

en múltiples regiones geográficamente distantes. En España, los estudios de Prats así lo 

corroboran (Prats et al., 2000). 

Para Campylobacter spp. algunos autores han efectuado igualmente estudios de 

antibiorresistencia en cepas de Campylobacter spp. sin diferenciación a nivel de 

especie, aunque presumiblemente, dado el origen de su aislamiento (pollo) sean 

mayoritariamente de C. jejuni y, en menor medida, C. coli. En este sentido, son varios 

los estudios centrados en las quinolonas, y en especial en la ciprofloxacina. Así, en 

Holanda, se encontró en efluentes de matadero de pollo resistencia frente a las 

fluoroquinolonas (28% a la enrofloxacina y 50% al ácido nalidíxico) (Koenraad et al., 

1995a). Frente a la ciprofloxacina en productos procedentes del pollo, Endtz y 

colaboradores detectaron en 1998 una resistencia del 8,4% (cuando 6 años antes era 

del 0%) y del 14% en 1989, cifra próxima a nuestro actual 14,3% (Endtz et al., 1990). En 

el Reino Unido, se han realizado estudios de resistencia frente a las quinolonas, 

habiendo detectado ya en 1991 un 4,1% resistentes a la ciprofloxacina (Gaunt and 

Piddock, 1996). Detectó además que todas las cepas aisladas de muestras de pollo o 

humanas eran resistentes a la ciprofloxacina, norfloxacina, esparfloxacina y 

tosofloxacina, existiendo además una asociación entre la resistencia a las 

fluoroquinilonas y el incremento en la concentración inhibitoria mínima (MIC) de la 

tetraciclina. También en EE.UU. se ha detectado resistencia frente a las quinolonas, en 

especial frente a la ciprofloxacina (Zirnstein et al., 1999). Smith et al detectó en 

muestras tomadas de pollo un 14% de cepas de Campylobacter resistentes a la 

ciprofloxacina (Smith et al., 1999). Por su parte, en cepas aisladas en un matadero de 

pollos de cría industrial se detectó una resistencia del 50%, 58,3%, 50%, 41,7% y 90,9% 

frente al ácido nalidíxico, ciprofloxacina, amplicilina, eritromicina y tetraciclina 

respectivamente (Sánchez et al., 2002). No obstante, salvo para este último caso, las 
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tasas de resistencia máximas indicadas fueron detectadas en cepas procedentes de 

canales refrigeradas por inmersión en agua, superiores a las detectadas en cepas 

procedentes de canales refrigeradas por aire (Sánchez et al., 2002). Incluso en países 

como Suecia, que como se ha visto tiene un muy estricto control de empleo de 

antibióticos en producción animal, para cepas de C. jejuni y C. coli aisladas de pacientes 

humanos se detectó ya a finales de la década de los 80 una resistencia del 0,7% frente 

a la ciprofloxacina, de un 1,4% frente a la norfloxacina y de un 7,3% frente a la 

eritromicina (Sjogren et al., 1992). 

3.3.5 METO DO LOGÍ A  
Existen diversas variaciones respecto al método seguido en este trabajo desarrolladas 

por otros autores. Algunos autores sustituyen el suplemento de un 5% de sangre 

desfibrinada ovina por un 5% de sangre desfibrinada bovina, con resultados 

comparables (Aarestrup et al., 1997). También se describen otros medios nutritivos de 

crecimiento generales distintos del Mueller-Hinton, tales como el Columbia Blood Agar 

Base (Oxoid) suplementado con un 5% (v/v) de sangre desfibrinada de caballo (Oxoid), 

obteniéndose resultados satisfactorios (Martin et al., 2002). En cualquier caso, el 

medio de Mueller-Hinton es un medio de crecimiento general empleado con otros 

microorganismos de otros orígenes o especies animales, como por ejemplo 

Micrococcus luteus aislados de pescado (Ellerbroek et al., 1997). 

El método estándar de Kirby-Bauer requiere que las determinaciones se realicen a las 

18 horas al ser el período de máximo metabolismo bacteriano y con máxima actividad 

antibiótica. Incluso aquellas especies de crecimiento más lento se han desarrollado en 

18 horas lo suficiente como para poder efectuar una determinación correcta. Además, 

la concentración inhibitoria mínima (CIM) por sí misma no aporta datos de gran valor 

clínico. Dichos datos sí resultarían útiles cuando son interpretados en función de las 

concentraciones que el fármaco puede alcanzar en el interior del organismo. Así, una 

CIM determinada indicará tan solo que el microorganismo sería muy susceptible, 

cuando las concentraciones que el compuesto puede alcanzar in vivo estuvieran varias 

veces por encima de esa CIM, lo cual, en función de la sustancia en concreto de que se 

trate, se mantendrá por más o menos tiempo durante el intervalo interdosis. Por otra 

parte, existen alternativas al empleo de los métodos de difusión en disco, como los 

sistemas fotométricos de dilución y medición de la densidad óptica, pero los test de 

susceptibilidad antimicrobiana para Campylobacter spp. no están estandarizados y el 

método de la dilución en agar es el método de referencia (Gaudreau and Gilbert, 

1998). No obstante, el método de difusión de disco puede ser un método conveniente 

y fiable (Gaudreau and Gilbert, 1997) y sus resultados pueden ser útiles como estudios 

de monitorización de resistencias, en especial para aquellos géneros bacterianos en los 

que el método de difusión en disco no está recomendado (Brucella spp., Helicobacter 

pylori, y Legionella spp.).  
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Un factor de importancia lo constituye la selección de los medios de cultivo para el 

estudio de la antibiorresistencia siendo importante la composición en antibióticos de 

los medios empleados en el aislamiento y en la determinación de los perfiles de 

antibiorresistencias (Preston Campylobacter Selective Enrichment Broth (PEB), Preston 

Campylobacter Selective Agar (PA) y Modified Campylobacter Blood-Free Selective 

Agar Base). Respecto a este último (CCDA o m-CCDA), su idoneidad debida a una mayor 

especificidad con las especies bacterianas cuyo crecimiento permiten se ve apoyada 

por estudios (Corry and Atabay, 1997) frente a otros medios como por ejemplo el 

Cefoperazone, Amphotericin, Teicoplanin agar (CAT). Se restringe el crecimiento de 

especies microbianas acompañantes. Sin embargo, la presencia de antibióticos en la 

composición de los medios selectivos puede ofrecer problemas debido a su potencial 

toxicidad para las células de mamíferos. Por esta razón, en ocasiones se pueden 

sustituir determinados antibióticos por otros sin tales inconvenientes y con idénticas 

ventajas. Es el caso por ejemplo de la sustitución de la cicloheximida por anfotericina B 

como antifúngico alternativo en medios selectivos para Campylobacter (Martin et al., 

2002). 

En segundo lugar, fue necesario elegir el método de determinación de resistencia 

frente a los antibióticos más adecuado para nuestro estudio. La difusión por disco de 

papel fue el método de elección por simplicidad y economía. El fundamento de esta 

técnica consiste en el crecimiento simultáneo del microorganismo cultivado en placa 

de Petri y la difusión del antibiótico en el disco de papel, con un gradiente de dilución, 

por lo que a mayor distancia alcanzada, menor concentración presente. Así, a 

determinada distancia del disco de papel, la dilución del antibiótico no logra inhibir el 

crecimiento bacteriano, surgiendo un halo visible de inhibición circular. El diámetro de 

dicho halo será directamente proporcional a la potencia del antibacteriano frente al 

microorganismo bacteriano en cuestión, e inversamente proporcional a la 

concentración inhibitoria mínima (CIM) del agente antimicrobiano. No obstante, el 

diámetro del halo de inhibición depende también de las características físico-químicas 

de cada antibiótico (velocidad de difusión en el agar in vitro), y no tienen por qué estar 

correlacionadas con la actividad del antibiótico in vivo. Se trata, pues, de un resultado 

cualitativo (microorganismo sensible o resistente), o en el mejor de los casos semi-

cuantitativo, que nos dirá si el microorganismo es sensible, de sensibilidad intermedia 

o resistente.  

De los resultados reflejados en las tablas, se pueden extraer varias conclusiones. 

Teniendo en cuenta el corto ciclo vital del pollo en sus dos orientaciones zootécnicas 

(siempre inferior a la duración de una estación climatológica), pudiera inferirse un 

mayor suministro de antibióticos en las estaciones más frías (otoño y 

fundamentalmente inverno), lo que se correspondería con la mayor antibiorresistencia 

observada en dicho periodo. En el caso de los avestruces, dicha distribución estacional 

no obedece la tendencia observada para el caso del pollo. Ello pudiera deberse a la 
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gran resistencia natural de esta especie a las condiciones medioambientales, lo que 

facilita su cría y reduce el empleo de antibióticos, y en segundo lugar, al menor grado 

de intensificación productiva en la cría de avestruces con respecto a la avicultura 

tradicional, que emplea menos sustancias antibióticas.  

Sin embargo, tampoco se han de obviar los datos totales referentes a la resistencia 

observada, elevándose en avestruz a un 46,2% de las pruebas efectuadas, frente a los 

57,0% del pollo de cría industrial y 58,3% del pollo de cría ecológica. Este dato revelaría 

la mayor resistencia natural del avestruz respecto al pollo y el menor grado de 

intensificación productiva en esta forma de avicultura.  

La antibiorresistencia múltiple a distintas sustancias es también observada por otros 

autores (Ge et al., 2003). En carne de aves en establecimientos minoristas, un 13% de 

los aislamientos de Campylobacter presentaba multirresistencias (Jørgensen et al., 

2002). También se observó resistencia múltiple entre un 1,3% y un 7,7% en cepas de 

Campylobacter jejuni frente a una batería de hasta cinco antibióticos (Fallon et al., 

2003). Definiendo la multirresistencia como la presentada a cuatro ó más antibióticos, 

se observó en el 7,6% de las cepas de C. jejuni y el 17% de C. coli (Van Looveren et al., 

2001). Se halló una menor tasa de resistencia múltiple frente al ácido nalidíxico (una 

quinolona) y la eritromicina (un macrólido), presentándose tan sólo en el 0,7% de las 

cepas de Campylobacter jejuni y en el 3,7% de las cepas de Campylobacter coli 

(Engberg et al., 2004). Ello constituye un hecho indeseable, sobre todo en los casos en 

los que existe resistencia cruzada a dos o más de los antibióticos de elección frente a la 

campilobacteriosis. Es el caso de la resistencia cruzada entre macrólidos y 

fluoroquinolonas, por ser empleados en el tratamiento estándar de la 

campilobacteriosis (Engberg et al., 1999) y estar ambos grupos considerados como de 

primera y segunda línea en el tratamiento de la campilobacteriosis (Engberg et al., 

2001). Algunos estudios realizados en pacientes humanos han revelado altas tasas de 

resistencia múltiple, como el 100% hallado en Tailandia entre la azitromicina y la 

ciprofloxacina a lo largo de dos años de vigilancia (Hoge et al., 1995). 

A la vista de los resultados presentados, se debe hacer hincapié en las opciones de 

control disponibles: un uso prudente de los antibióticos y el control de las infecciones 

por medidas variadas. La limitación del uso de macrólidos y fluoroquinolonas en 

animales de abasto, a ocasiones en las que no se dispone de otras opciones 

terapéuticas y por supuesto su erradicación de las prácticas de promoción del 

crecimiento. En el ámbito de la vigilancia epidemiológica de la antibiorresistencia 

presentada por Campylobacter es necesario avanzar en la armonización y 

estandarización de la metodología empleada en la Unión Europea (Bronzwaer et al., 

2009; Greenwood, 2000; Wray and Gnanou, 2000). Se permitiría la comparación de los 

resultados entre los distintos países y se establecería la base para un informe de 

alcance comunitario. Además, dicho informe debería completarse con los datos 
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relativos al consumo de antibióticos en cada estado miembro en el ánimo de evaluar el 

impacto del empleo de cada sustancia en el desarrollo de antibiorresistencias. Sin 

embargo, algunos autores sostienen que en el ámbito internacional, salvo para la 

necesaria comunicación de los datos entre países, no sería estrictamente necesario 

uniformar universalmente las metodologías empleadas (Greenwood, 2000). Sería 

innecesario imponer tal uniformidad cuando diferencias organizacionales requieren 

soluciones diferentes para la consecución de un servicio microbiológico fiable 

(Greenwood, 2000). 
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4 CAPÍTULO IV.  APLICACIÓN DE LA ESPECTROSCOPÍA DE 

INFRARROJOS CON TRANSFORMADA DE FOURIER PARA 

LA CLASIFICACIÓN DE CAMPYLOBACTER TERMOFÍLICOS  

4.1 INTRODUCCIÓN  
La identificación y tipado de microorganismos patógenos puede contribuir 

significativamente al estudio de las fuentes y rutas de contaminación en los distintos 

eslabones de la cadena alimentaria, a la evaluación de las medidas de control de 

microorganismos patógenos y a la vigilancia y monitorización epidemiológicas de las 

enfermedades transmitidas por alimentos. El empleo de metodologías de tipificación 

está orientado a la atribución de enfermedades infecciosas como las gastroenteritis 

transmitidas por alimentos (Batz et al., 2005; Havelaar et al., 2007). La atribución se 

basa en la comparación de los subtipos causantes de enfermedad con aquellos aislados 

de diferentes orígenes (animales, alimentos, etc.). La tipificación conlleva la 

caracterización por sistemas fenotípicos o genotípicos que permiten detectar 

pequeñas diferencias entre tipos bacterianos pertenecientes a la misma especie (por 

ejemplo, serotipado, fagotipado, espectroscopía de infrarrojos con transformada de 

Fourier (FT-IR), PFGE o tipado basado en secuencias nucleotídicas, como el multi-locus 

sequence typing (MLST). En las últimas décadas se han desarrollado enormemente los 

procedimientos basados en el análisis de perfiles nucleicos y secuencias nucleotídicas y 

aún existe espacio para la investigación de métodos fenotípicos alternativos, con 

propiedades adecuadas en cuanto a sensibilidad y capacidad de tipado a nivel de 

subespecie. Para Campylobacter spp. la búsqueda de un método de tipificación 

adecuado se ha visto obstaculizada por la naturaleza del patógeno, al consistir de 

innumerables clones con una relación más o menos estrecha con un reservorio animal. 

4.1.1 EMP LEO  D E LA ES PECT ROS CO PÍA  D E I NFRA RRO JO S EN LA  

ID ENTI FI CA CIÓ N Y  CLA S IFI CA CIÓ N D E MICROO R GA NIS MO S  
La espectroscopía de infrarrojos se ha aplicado con éxito a la identificación y 

clasificación de microorganismos tanto a nivel de especie como de subespecie. En 1950 

varios investigadores (Goulden and Sharpe, 1958; Riddle et al., 1956; Thomas and 

Greenstreet, 1954) identificaron bacterias acidolácticas utilizando determinadas 

longitudes de onda dentro del espectro infrarrojo (IR) medio (4000-400 cm-1). Desde 

1990, se ha avanzado en el desarrollo de los espectrómetros interferométricos IR y las 

técnicas de transformada de Fourier. Desde las publicaciones pioneras de Naumann y 

colaboradores (Naumann et al., 1991), la espectroscopía de infrarrojos con 

transformada de Fourier (FT-IR) se ha empleado en la caracterización microbiana y 

clasificación (Mariey et al., 2001). Desde 2001, se han estudiado otros grupos y géneros 

bacterianos, como Lactobacillus (Curk et al., 1994b; Oust et al., 2004a; Oust et al., 

2004b), Carnobacterium (Lai et al., 2004), Bacillus (Beattie et al., 1998), Brucella 
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(Miguel Gomez et al., 2003), Acinetobacter (Winder et al., 2004), levaduras (Kummerle 

et al., 1998; Sandt et al., 2003), enterococos (Goodacre et al., 1996; Guibet et al., 2003; 

Kirschner et al., 2001); coryneformes (Maquelin et al., 2003; Oberreuter et al., 2002), 

Burkholderia cepacia (Coutinho et al., 2009), actinomycetes (Zhao et al., 2004), y 

especies termofílicas de Campylobacter (Mouwen et al., 2005; Mouwen et al., 2006). 

Esta técnica también se ha empleado como complemento a la investigación 

taxonómica por su capacidad de detectar la composición de estructuras básicas en 

Sistemática bacteriana como la pared y la membrana celular (Amiel et al., 2001; Bosch 

et al., 2000; Guibet et al., 2003; Winder et al., 2004). Por último, se ha empleado en la 

detección de cambios moleculares que se producen en las células microbianas ante 

modificaciones en el medio ambiente, que provocan respuestas celulares de 

adaptación a las condiciones circundantes (Álvarez-Ordóñez et al., 2010; Curk et al., 

1994a; Ede et al., 2004; Moen et al., 2009; Papadimitriou et al., 2008). Esto es debido a 

que la exposición bacteriana a condiciones subletales puede conducir a cambios en las 

estructuras celulares y en las moléculas que se reflejan en el espectro IR. 

4.1.2 CA RA CTERÍ STI CA S D E LA  ES PECTRO S COPÍ A D E IR  D E UTI LI D AD  EN  

TAX ONO MÍA  
La radiación infrarroja en la región media del espectro IR es capaz de excitar 

determinados grupos moleculares, lo que provoca la absorción de esta radiación, 

produciendo vibración molecular en longitudes de onda específicas en forma de 

alargamiento, torsión o rotación de los enlaces interatómicos. Las moléculas muestran 

movimientos moleculares de estiramiento (stretching), y flexión (bending) (Figura 4.1), 

en diferentes rangos del espectro infrarrojo medio, y estos movimientos están 

asociados a cambios discretos en los niveles de energía. Si una muestra se irradia con 

un espectro continuo de luz IR, se obtiene una banda de absorción de resonancia 

característica (Figura 4.2). Las células microbianas purificadas tienen grupos químicos 

muy diversos (incluidos en ácidos grasos, proteínas, hidratos de carbono y ácidos 

nucleicos, compuestos mayoritarios presentes) y su espectro IR se compone de un 

grupo denso de bandas de absorción con contornos anchos, complejos y solapados, en 

vez de picos diferenciados como ocurre en sustancias unimoleculares.  
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FIGURA 4.1.  VIBRACIONES DE ESTIRAMIENTO Y DE ALARGAMIENTO DE DIVERSOS GRUPOS QUÍMICOS EN EL 

ESPECTRO IR AL SER EXCITADOS POR LA RADIACIÓN INFRARROJA. 

Estos espectros pueden analizarse matemáticamente para desvelar las diferencias 

químicas entre muestras, lo que a su vez desvela las diferencias existentes en 

estructura y composición de los microorganismos. El espectro IR puede subdividirse en 

ventanas o regiones espectrales, cada una de ellos con propiedades características y 

modelos de absorción (Figura 4.2).  

 
FIGURA 4.2.  ESPECTRO DE ABSORBANCIA EN LA REGIÓN DEL INFRARROJO MEDIO OBTENIDO DE BIOMASA DE 

CÉLULAS PURIFICADAS DE CAMPYLOBACTER  MOSTRANDO LAS CINCO VENTANAS EMPLEADAS EN LA 

CARACTERIZACIÓN E IDENTIFICACIÓN (W1-W5). 

 

Las ventanas o rangos con más poder discriminante se incluyen en la Figura 4.2 y son 

las siguientes (Naumann et al., 1991): 
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• w1 (3000-2800 cm-1): esta región IR se caracteriza por la absorción 

predominante de los grupos moleculares presentes en ácidos grasos. 

• w2 (1800-1500 cm-1): en esta región IR los grupos amida pertenecientes a 

proteínas y péptidos son mayoritarios. 

• w3 (1500-1200 cm-1): región mixta, en la que hay influencia de proteínas, 

ácidos grasos y otros compuestos que contienen fosfato. 

• w4 (1200-900 cm-1): es la región en que absorben mayoritariamente 

compuestos químicos presentes en los polisacáridos. 

• w5 (900-700 cm-1): denominada “huella dactilar verdadera”, con patrones de 

absorbancia muy específicos, característicos a nivel de especie. 

Dentro de las ventanas, hay determinados picos que se corresponden con la absorción 

mostrada por grupos químicos concretos (Naumann, 2000), (Tabla 4.1). 

TABLA 4.1.  ASIGNACIÓN DE ALGUNAS BANDAS ENCONTRADAS FRECUENTEMENTE EN EL ESPECTRO IR. 

Número de onda (cm
-1

) Asignación 

2959-2852 CH, CH2,CH3 en ácidos grasos 

1655-1637  Bandas amida I 

1548 Banda amida II 

1515 Deformación C-H de CH2 

1468 Banda de metileno (CH2) 

1310-1240 Banda amida III de proteínas 

1250-1220, 1084-1088 PO2 estiramiento de fosfodiésteres 

1200-900 C-O-C, C-O de polisacáridos 

720 C-H flexión asimétrica de CH2 

900-700 Huella dactilar 

 

4.1.3 UTILI D AD  D E LA  ESP ECTROS CO PÍA  D E IR  CO MO MÉTO DO D E TIP A DO  
Las diferencias taxonómicas entre los microorganismos (a nivel de género, especie y 

subespecie) tienen lógicamente un trasfondo químico, y se deben a cambios en la 

composición química de las estructuras celulares. Esas diferencias en composición (por 

variaciones en la composición de proteínas, ácidos grasos, ácidos nucleicos e hidratos 

de carbono) de células microbianas se reflejan por tanto en el espectro IR. El resultado 

es que los espectros IR pueden ser considerados como una huella digital microbiana 

característica. Las diferencias en composición entre bacterias, incluso de mínimo 

alcance taxonómico, pueden apreciarse en la intensidad y posición de las bandas de 

absorción, por medio del apropiado tratamiento matemático. Este tratamiento 
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Membrana
citoplásmica

Espacio
periplásmico

Membrana
externa

Lipoproteínas

Lipopolisacáridos

Peptidoglicano

PorinasFosfolípidos

(conocido como pre-tratamiento) comprende generalmente operaciones matemáticas 

como normalización, alisado (smoothing), derivatización e interpolación de los datos 

espectrales, y persigue la reducción de variabilidad debida a la obtención y 

manipulación de la muestra (cultivo de las cepas, preparación de la muestra, 

variabilidad en la medición del espectro). Si el pre-tratamiento es correcto, las 

diferencias que se detecten en el espectro IR serán debidas a diferencias en la 

composición química entre las muestras y podrán tener significación taxonómica. La 

automatización en el tratamiento de los datos es necesaria y se consigue mediante el 

empleo de espectrómetros interferométricos, potentes ordenadores y software de 

análisis multivariante. Otras ventajas son la capacidad en número de muestras 

procesadas y el coste por muestra analizada. Asimismo, pueden obtenerse mediciones 

de todos los microorganismos, permitiendo tipificar todas las bacterias.  

4.1.4 CO MPO SICIÓ N  D E LA  MEMB R ANA  CELULA R  EN  RELA CIÓN  A  LOS  

CAMBIO S  MEDIO A MBI ENTA LES  Y LA S DI FER EN CI AS  T AXO NÓ MI CA S  
La membrana celular en bacterias Gram-negativas (Figura 4.3) puede variar su 

composición en función del medio ambiente que le rodea. Esta membrana celular está 

compuesta de una membrana 

citoplásmica, el periplasmo, 

una fina capa de 

peptidoglicano y una 

membrana exterior, 

donde se localizan los 

factores antigénicos 

como el lipopolisacárido 

(LPS) y donde se 

asientan las proteínas de 

la membrana externa 

(porinas, entre otros). 

Las funciones que 

realizan son numerosas 

como actuar de barrera 

osmótica, en el 

transporte, biosíntesis, 

transferencia de energía, 

y servir de punto de 

anclaje de proteínas, el 

lipopolisacárido (LPS) y 

flagelos. 

El peptidoglicano 

FIGURA 4.3.  REPRESENTACIÓN ESQUEMÁTICA DE LA 

ENVOLTURA CELULAR DE BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS 
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presente es muy fino y con un bajo grado de entrecruzamiento con una baja cantidad 

de N-acetilglucosamina (NAG) y ácido N-acetilmurámico (NAM). El LPS se ancla en la 

membrana externa y es un glicolípido de composición anfifílica y heterogénea que se 

encuentra anclado en la cara externa de la membrana. Está formado por tres dominios 

unidos covalentemente: el lípido A (endotoxina), asociado con la actividad endotóxica 

y la base de su estructura es un disacárido (D-glucosamina). Por su parte, el núcleo 

(core) aporta a la membrana externa la capacidad de barrera para ciertas sustancias 

como antimicrobianos. Por último, la fracción antigénica (antígeno O) del LPS está 

compuesta de un oligosacárido con alta variabilidad estructural, formado por unidades 

repetitivas de azúcares diferentes, algunos comunes (glucosa, heptosa, galactosa, 

glucosamina, etc.), y otros encontrados 

poco frecuentemente (deoxihexosas y 3,6-

dideoxihexosas). 

 

Durante la incubación de células de 

Campylobacter jejuni, se producen 

cambios estructurales típicos, visibles con 

el microscopio óptico, y apreciables en la 

forma de las células (Buck et al., 1983). El 

prolongamiento de la incubación se 

traduce generalmente en situaciones de 

escasez o deficiencia de nutrientes y este 

hecho acelera la aparición de células 

cocoides (Moran and Upton, 1987; 

Tangwatcharin et al., 2006). Se ha visto 

que no existe apenas cambio en los 

perfiles de proteínas presentes en la 

membrana celular (Hazeleger et al., 1995), pero sí se ha observado un cambio en el 

perfil de ácidos grasos dependiente de la temperatura de incubación, fenómeno que es 

común a otros microorganismos. Bacterias como Salmonella Typhimurium y S. 

Enteritidis modulan la composición de su pared celular en respuesta a cambios en la 

temperatura de crecimiento, y especialmente el perfil de ácidos grasos de la 

membrana celular (Álvarez-Ordóñez et al., 2008). Por ejemplo, se ha observado que la 

transición desde las formas espirales a cocoides (común en cultivos en caldo viejos) se 

traduce en variaciones en algunos componentes químicos de la membrana celular, 

mientras otros permanecen estables (Amano and Shibata, 1992). 

FIGURA 4.4.  IMAGEN DE CAMPYLOBACTER

SPP.  TOMADA MEDIANTE UN MICROSCOPIO 

ELECTRÓNICO DE BARRIDO 
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4.1.5 TR AN SFOR MACIÓ N D EL ESP ECTR O IR  Y  PRO CEDI MIENTO D E 

CLA SI FI CA CIÓN  
Los espectros IR pueden ser considerados como una huella digital característica de 

cada microorganismo, y su análisis matemático persigue desvelar las diferencias 

químicas entre muestras (Naumann et al., 1988). Las diferencias en los espectros IR se 

detectan en la intensidad y posición de las bandas de absorción y se traducen en 

diferencias taxonómicas entre las bacterias (Helm et al., 1991). El pretratamiento o 

transformación matemática busca la reducción de la variabilidad metodológica e 

incluye operaciones como normalización, alisado y derivatización. Posteriormente los 

espectros se comparan mediante coeficientes de distancia (Pearson, distancia 

euclídea) y se agrupan mediante técnicas multivariantes como el análisis cluster o 

análisis de componentes principales. El análisis cluster permite realizar una 

clasificación de elementos o taxones sin conocer de antemano las relaciones 

taxonómicas entre los microorganismos estudiados. Por ello es empleado 

frecuentemente en Sistemática bacteriana para detectar grupos de cepas en base a las 

semejanzas en su fenotipo o genotipo (Álvarez-Ordóñez et al., 2010; Blaser et al., 1983; 

Callicott et al., 2008; Gibson et al., 1997). Es un procedimiento no supervisado (a 

diferencia de otros análisis como el análisis discriminante que obliga a una 

preclasificación previa) que permite definir la similitud entre espectros IR. El análisis 

consta de dos pasos que consisten en el cálculo de similitudes entre los elementos a 

estudio y el agrupamiento de los elementos (Helm et al., 1991). Como complemento 

del análisis cluster se ha ensayado el análisis de componentes principales (Principal 

Component Analysis, PCA), que busca reducir la multidimensionalidad de un conjunto 

complejo de datos como el espectro IR, pero mostrando las relaciones entre los 

elementos a clasificar al mantener la variabilidad subyacente (Goodacre, 1996). Para 

ello, empleando la matriz de covarianza o la de coeficientes de correlación obtenidas 

mediante transformación lineal, se representan las variables a clasificar en un nuevo 

sistema de coordenadas incorporando en el primer eje (Primer Componente Principal) 

la varianza de mayor tamaño; en el segundo eje, la segunda varianza más grande y así 

sucesivamente. Aunque se reduce la dimensionalidad del grupo de datos, se 

mantienen aquellos atributos del conjunto de datos que más contribuyen a su 

variabilidad. 

4.1.6 OB J ETIVO S  D EL T RA B AJ O  
La búsqueda de procedimientos de tipado viene dada por la necesidad de información 

epidemiológica sobre la diseminación microbiana en el espacio (a lo largo de la cadena 

alimenticia) y el tiempo (diferencias estacionales), sobre diferencias encontradas entre 

cepas epidémicas y endémicas, sobre la diseminación de células viables, no cultivables, 

o sobre las fuentes de contaminación en un brote concreto. Además, en el diagnóstico 

clínico, es preciso disponer de métodos fiables, rápidos y altamente discriminatorios 

para la diferenciación de C. jejuni, C. coli y las otras especies termofílicas. Se necesita 
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información adicional sobre el papel jugado en la epidemiología por las células viables 

no cultivables. También, la clasificación y tipado de cepas permitirá estudios de 

patogenicidad y estudios de cepas antibiorresistentes. El objetivo global del trabajo ha 

sido emplear la técnica de espectroscopía FT-IR para comprobar su eficacia como 

herramienta de tipificación y diferenciación de cepas de Campylobacter spp. 

4.2 MATERIAL Y MÉTODOS  
En la Figura 4.5 se presenta el protocolo seguido en el que se incluyen las etapas de 

preparación y análisis de las muestras, así como el pretratamiento y análisis y los 

parámetros de comparación y agrupamiento. 

 
FIGURA 4.5.  PASOS SEGUIDOS EN LA PREPARACIÓN Y ANÁLISIS DE LAS MUESTRAS PARA EL ESTUDIO DE 

CLASIFICACIÓN 

4.2.1 CEPA S  S ELECCION AD A S  
Se seleccionaron 68 cepas de Campylobacter spp. que agrupaban aislamientos 

recogidos en diferentes puntos de la cadena alimentaria, producciones animales y 

estación del año. Debido al distinto número de cepas aislado, la distribución no fue 

homogénea y los aislamientos procedentes de granja y matadero eran más numerosos 

así como las cepas procedentes de broiler (Figura 4.6). La relación completa de las 

cepas seleccionadas, junto con la información de su lugar de aislamiento, el animal y la 

estación del año en que fueron recogidas, se presentan en la Tabla 4.2.  

1. Procesado de las cepas

2. Reproducibilidad

3. Fluidez de membrana

4. Agrupamiento 

�Estudio de la 
reproducibilidad según:
�Método de preparación 

de las muestras
�Tiempo de incubación
�Análisis matemático de 

la reproducibilidad

�Determinación de la 
fluidez de la membrana 

usando FT-IR

�Agrupamiento 
jerárquico mediante 

análisis cluster

�Selección de cepas
�Preparación de 

muestras
�Obtención de espectros 

IR
�Desarrollo de software 

de clasificación e 
identificación

�Pre-procesado de datos



 

FIGURA 4.6.  DISTRIBUCIÓN DE LAS C

SEGÚN LUGAR DE OBTEN

 

TABLA 4.2.  RELACIÓN DE CEPAS SEL

LA INFORMACIÓN DE SU 

Nº Cepa Lugar 

4 Comercio 

6 Comercio 

10 Comercio 

11 Comercio 

12 Comercio 

13 Comercio 

15 Comercio 

17 Matadero 

24 Matadero 

25 Matadero 

28 Matadero 

32 Matadero 

33 Matadero 

36 Matadero 

38 Comercio 

40 Granja 

42 Granja 

46 Granja 

47 Granja 

55 Granja 
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ISTRIBUCIÓN DE LAS CEPAS SELECCIONADAS PARA EL ESTUDIO DE LOS 

SEGÚN LUGAR DE OBTENCIÓN Y PRODUCCIÓN DE PROCEDENCIA 

ELACIÓN DE CEPAS SELECCIONADAS PARA EL ESTUDIO TAXONÓMICO EN BASE A

 LUGAR DE AISLAMIENTO, EL ANIMAL, LA ESTACIÓN DEL AÑO EN QUE FUERON RECOGI

Lugar2 Animal Estación 
Sel

método

Muslo Ecológico Invierno 

Muslo Ecológico Invierno 

Muslo Ecológico Primavera 

Muslo Ecológico Primavera 

Muslo Ecológico Primavera 

Muslo Ecológico Otoño 

Muslo Ecológico Primavera 

Agua de escaldado Broiler Verano 

Hígado Broiler Verano 

Hígado Ecológico Otoño 

Jaula Broiler Primavera 

Jaula Broiler Invierno 

Agua de escaldado Broiler Otoño 

Jaula Broiler Verano 

Filete Ecológico Verano 

Heces Ecológico Primavera 

Polvo y camas Ecológico Primavera 

Polvo y camas Broiler Primavera 

Botas Broiler Primavera 

Heces Broiler Verano 

Granja Matadero Comercio

7
3

11
14

6

4

8
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A EL ESTUDIO DE LOS ESPECTROS INFRARROJOS 

TAXONÓMICO EN BASE AL ESPECTRO IR,  CON 

EN QUE FUERON RECOGIDAS.   

Selec. 
método 

Selec. 
tiempo 

  

  

* * 

  

* * 

  

* * 

* * 

  

* * 

  

* * 

  

* * 

* * 

* * 

  

  

  

  

Ecológico

Broiler

Avestruz
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57 Granja Heces Ecológico Verano   

62 Granja Heces Broiler Verano * * 

64 Granja Botas Broiler Verano   

71 Granja Heces Avestruz Verano   

73 Granja Heces Avestruz Verano   

79 Matadero Hígado Ecológico Invierno   

80 Matadero Final línea Broiler Otoño   

91 Granja Heces Avestruz Invierno   

95 Granja Botas Ecológico Invierno   

98 Granja Botas Avestruz Invierno   

103 Comercio Filete Avestruz Invierno   

105 Comercio Filete Avestruz Otoño   

111 Comercio Filete Avestruz Verano   

115 Comercio Muslo Broiler Invierno   

125 Matadero Hígado Ecológico Invierno   

126 Matadero Hígado Broiler Otoño   

131 Matadero Hígado Broiler Otoño   

139 Granja Heces Broiler Invierno   

149 Granja Heces Ecológico Otoño   

150 Granja Polvo y camas Ecológico Otoño   

156 Granja Heces Broiler Otoño   

159 Matadero Hígado Ecológico Verano   

162 Granja Heces Ecológico Verano   

165 Granja Heces Broiler Otoño   

167 Granja Botas Broiler Otoño   

171 Granja Bebedero Avestruz Primavera   

175 Matadero Hígado Broiler Primavera   

176 Matadero Hígado Broiler Primavera   

183 Matadero Jaula Broiler Primavera   

188 Granja Heces Ecológico Primavera   

190 Granja Bebedero Avestruz Primavera   

191 Granja Heces Avestruz Primavera   

193 Granja Heces Broiler Primavera   

194 Granja Heces Broiler Primavera   

197 Comercio Muslo Broiler Otoño   

198 Comercio Muslo Broiler Primavera   

199 Comercio Muslo Broiler Primavera   

200 Comercio Muslo Broiler Primavera   

204 Comercio Muslo Broiler Verano   

302 Matadero Final línea Broiler Primavera   

303 Matadero Final línea Broiler Primavera   

305 Matadero Superf. canal Avestruz Primavera   
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306 Matadero Superf. canal Avestruz Primavera   

307 Matadero Hígado Avestruz Primavera   

311 Matadero Corrales Avestruz Verano   

319 Matadero Agua de lavado (goteo) Avestruz Verano   

320 Matadero Agua de lavado (goteo) Avestruz Verano   

338 Matadero Hígado Avestruz Invierno   

 
Las cepas seleccionadas para el estudio de la reproducibilidad del método y del tiempo de incubación 
se señalan con asterisco (*) 
 

Las cepas de referencia de la DSMZ (Campylobacter jejuni subsp. jejuni DSMZ 4688; 

Campylobacter coli DSMZ 4689) se emplearon como controles incluyéndose en los 

análisis. También se incluyeron cuatro cepas propias, identificadas y tipificadas 

genéticamente por el sistema ERIC-PCR. ERIC-PCR genera patrones o perfiles de bandas 

genéticas específicas empleando primers que hibridan secuencias nucleotídicas 

denominadas ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus). Las secuencias 

ERIC son elementos repetitivos de 126 pares de bases (bp) que contienen una 

secuencia conservada, repetida en la parte central, de 40 bp y que han sido detectados 

en regiones intergénicas de Escherichia coli y Salmonella Typhimurium (Hulton et al., 

1991). Se consigue discriminar entre las cepas estudiadas gracias a los perfiles 

electroforéticos individuales obtenidos de los productos PCR (Giesendorf et al., 1994; 

Weijtens et al., 1999). 

4.2.2 PR EPA R A CIÓN  D E LA S  MUEST RA S  P AR A  S U  A N ÁLI SI S  
Para los distintos experimentos, la preparación de las cepas de Campylobacter spp. se 

realizó de manera similar. Las cepas purificadas se guardaron en tubos eppendorf con 

glicerol al 40% a –80°C. De las cepas originales se hicieron réplicas sembrando 65µl de 

las mismas en 10 ml de Brain Heart Infusion (BHI) e incubándolas posteriormente en 

jarras de anaerobiosis durante 48 horas a 37°C en atmósfera de composición 5% O2, 

15% CO2 y 85% N2 (Oxoid Microaerophilic Gas Generating Kit). Las cepas se cultivaron 

usando un esquema de tres pasos para obtener la suficiente cantidad de biomasa. 

Primeramente se cultivaron en caldo BHI en condiciones de microaerofilia durante al 

menos 24 horas. Se transfirió 1 ml a 25 ml de BHI incubándose durante 48 horas. Tras 

la incubación final, las células se centrifugaron (5.500 rpm, 15 minutos) y lavaron en 10 

ml de agua destilada estéril. Esta operación se repitió tres veces. Finalmente, se 

transfirieron a tubos Eppendorf y se centrifugaron de nuevo (11.000 rpm, 10 minutos) 

eliminándose el sobrenadante. 

Se emplearon dos métodos de preparación de muestras a partir de las cepas 

liofilizadas para un número limitado de muestras: mediante placas de seleniuro de zinc 

(ZnSe) y mediante pastillas de bromuro potásico (KBr) (ver 4.2.6). El objetivo era 

comparar ambos procedimientos de preparación para emplear el más adecuado con el 

total de las muestras. 
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4.2.3 MEDI D A  D EL ES PECTRO  IN FR AR RO JO  
El espectro infrarrojo se obtuvo con un Espectroscopio de infrarrojos dotado de 

Transformada de Fourier (Perkin Elmer System 2000 FT-IR, Buckinghamshire, UK). Para 

evitar la influencia de factores ambientales en los espectros, se hicieron medidas de 

referencia cada tres muestras, empleando el background adecuado en cada caso 

(placas de ZnSe y pastillas de KBr). Las medidas se recogieron en el rango 4.000 - 600 

cm-1, con un intervalo de número de onda de 0,5 cm-1. La resolución espectral fue de 4 

cm-1. El espectro final se logró promediando 25 escaners. 

4.2.4 PR E-P RO CES A DO MAT EMÁTI CO  
Los espectros infrarrojos digitalizados correspondientes a la región IR medio (4.000-

600 cm-1) se almacenaron en disco y fueron transformados con el objetivo de reducir la 

variabilidad debida a error metodológico (por ejemplo, aquella causada por la cantidad 

de muestra analizada). A tal fin, se ensayaron dos procedimientos de tratamiento de 

espectros que constaban de los siguientes pasos: 

• Truncado 

• Normalización 

• Alisado 

• Interpolación 

• Derivatización 

Se ensayaron dos procedimientos para la transformación matemática de los espectros 

IR. El primer procedimiento incluyó un alisado (smoothing) de factor 5 y cálculo de la 

1ª derivada (algoritmo Savitzky-Golay). En el segundo procedimiento se aplicó un 

alisado de factor 10 y la 2ª derivada. En ambos casos la normalización se realizó a 

escala 1 y el truncado y la interpolación eliminaron aquellas partes del espectro no 

utilizables.  

Un examen visual de los espectros mostró que las mayores diferencias entre las cepas 

(incluyendo las cepas de referencia) se localizaban en la región 1400-700 cm-1, 

resultado que se confirmó por el análisis matemático (varianza y desviación standard). 

Además, esta región tenía las mejores propiedades discriminatorias desde el punto de 

vista taxonómico, ofreciendo agrupamientos significativos. Según Naumann et al. 

(1990), este rango abarca una subdivisión la región mixta (1500-1200 cm-1), la región 

de polisacáridos (1200-900 cm-1) y la auténtica huella dactilar (900-700 cm-1). 

4.2.5 AN ÁLI SI S MAT EMÁTI CO  D E LA R EP ROD U CI BILI DA D  
Se obtuvieron medidas de reproducibilidad (variabilidad interna), mediante la media 

de 3 medidas independientes del coeficiente de correlación de Pearson (entre las 
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réplicas 1-2, 2-3 y 1-3), y se expresó este valor como el índice de diferenciación 

(Differentiation Index, D; (Naumann, 2000)).  
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En donde y1i, y 2i son valores individuales de absorbancia de los dos espectros a 

comparar; n es el número de puntos en el rango de espectro a comparar; 1y  y 2y  son 

los valores de media aritmética de y1 y y2. 

Del valor del coeficiente de correlación obtenido, (ry1y2), se define el Indice de 

diferenciación Dy1y2 de acuerdo a la ecuación: Dy1y2 = (1- ry1y2) * 1000. D3 puede 

tener valores entre 0 y 2000. 

El índice de Diferenciación (D) se obtuvo para el rango de espectro completo (rangos 

3000-2800 y 1800-700 cm-1) e independientemente para las cinco ventanas espectrales 

arriba descritas. 

4.2.6 ESTU DIO  D E LA  R EPRO DU CI BI LID A D  S EG ÚN  EL MÉTODO  D E 

PR EP AR A CIÓN  D E LA MU EST R A  
Un total de 10 cepas (ver Tabla 4.2) se procesaron empleando dos sistemas de 

preparación de la muestra y obtención del espectro, mediante la colocación de 

biomasa celular en una placa de ZnSe o la 

preparación de pastillas de KBr. De cada 

cepa, y para cada sistema se procesaron 

tres réplicas obtenidas en distintos 

experimentos pero en las mismas 

condiciones de crecimiento y análisis. 

PLA CA S D E ZNS E  

Las cepas liofilizadas, en cantidad de 1 mg, 

se rehidrataron con 100 µl de agua 

destilada estéril, agitándose 

vigorosamente, para seguidamente 

tomar 50 µl y depositarlos en una placa 

                                                           

3 D será cero cuando los valores en los rangos espectrales son idénticos, 1000 para 

valores que presentan una correlación inversa, y 2000 para espectros con correlación 

completa negativa (espectros no correlacionados). 

FIGURA 4.7.  SOPORTE Y PLACA DE ZNSE 

UTILIZADA EN LAS MEDICIONES DE 

ESPECTROSCOPÍA FTIR 
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de ZnSe previamente limpiada con metanol (Figura 4.7). A continuación la placa de 

ZnSe se sometió a un tratamiento de secado (50°C durante 5 min). Las placas se 

limpiaron con metanol entre dos medidas. La obtención de blanco con placa limpia se 

hizo cada tres medidas para eliminar interferencias ambientales. 

PA S TI L LA S D E KBR  

 Las cepas se liofilizaron (12 horas a -20°C, vacío 0,01 mm Hg) y se almacenaron en 

Silica-gel. Se homogeneizaron conjuntamente 1 mg de polvo liofilizado y 200 mg. de 

KBr (Merck) en mortero de ágata, presionándose por medio de una prensa hidráulica 

(Figura 4.8; Graseby Specac Ltd., UK) a 7-8 

tons de presión durante 10 minutos. 

4.2.7 ESTU DIO  D E LA  

REPRO D UCI BI LI DA D  SEGÚ N EL  

TIEMPO  D E IN CU B A CIÓ N  
Para estudiar la reproducibilidad y 

seleccionar el sistema de crecimiento de 

cepas más adecuado, diez cepas (las 

mismas que en el experimento anterior, 

Tabla 4.2) se procesaron tras crecimiento 

en las condiciones señaladas durante 48, 

72 y 96 h de incubación, con posterior 

análisis del espectro mediante la 

colocación de biomasa celular en placa de 

ZnSe. Se eligió este sistema de preparación 

de la muestra a la vista de los resultados 

obtenidos respecto a la reproducibilidad 

(Figura 4.12, Tabla 4.3, Tabla 4.4) y 

teniendo en cuenta el menor tiempo y 

necesidad de equipamiento empleados en 

la preparación. De cada cepa, y para cada tiempo de incubación se procesaron tres 

réplicas obtenidas en distintos experimentos manteniendo lógicamente las mismas 

condiciones de crecimiento, medida y pre-tratamiento matemático. Para la búsqueda 

de diferencias estadísticamente significativas entre muestras se llevó a cabo un análisis 

de varianza. 

4.2.8 DET ER MIN A CIÓN  D E LA  FLUI D EZ D E LA  MEMB R AN A U SAN DO  FT-IR 
Se estudiaron las variaciones en la fluidez de membrana en función del tiempo de 

incubación de los cultivos de Campylobacter, observando los cambios experimentados 

en el espectro IR. Para conocer la influencia del tiempo de incubación sobre la fluidez 

de membrana y el espectro IR, las diez cepas recogidas en la Tabla 4.2, se procesaron 

tras crecimiento en las condiciones señaladas durante 48, 72 y 96 h de incubación y 

FIGURA 4.8.  PRENSA HIDRÁULICA EMPLEADA 

PARA LA PREPARACIÓN DE LAS PASTILLAS DE 

KBR 
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posterior análisis del espectro mediante la colocación de la biomasa celular en placa de 

ZnSe. De cada cepa, y para cada tiempo de incubación se procesaron tres réplicas 

obtenidas en distintos experimentos pero en las mismas condiciones de crecimiento y 

pre-tratamiento matemático, y se obtuvo la media de los espectros obtenidos en los 

tres experimentos. La fluidez de membrana se evaluó monitorizando los modos 

vibracionales de estiramiento (stretching) de la cadena acyl vsCH2, que se localiza 

aproximadamente a 2850 cm−1. La localización exacta del pico vsCH2 se calculó 

obteniendo la segunda derivada, y determinando la localización del máximo del pico. El 

número de onda del pico vsCH2 se representó en función de la variable estudiada 

(tiempo de incubación) para explicar los efectos de esta variable sobre la fluidez de 

membrana. 

4.2.9 AG RU PA MI EN TO J ER Á R QUI CO FIN A L D E LA S  CEPA S  EST U DIA D AS .  

EVOLU CIÓ N  Y  DI ST RI BU CIÓ N  D E LA S  CEP A S  S ELECCION AD A S  EN  

FU N CIÓN  D E SU  ES P ECT RO IR 
Se seleccionaron 66 cepas de Campylobacter jejuni y dos de C. coli para mostrar la 

capacidad de la técnica de espectroscopía FT-IR en el análisis epidemiológico y la 

posibilidad de desvelar relaciones taxonómicas en un grupo de cepas de 

Campylobacter aisladas de estaciones, producciones, y lugares distintos. Para el 

análisis de los datos de espectros se utilizaron las medias de tres réplicas de 68 cultivos 

incubados durante 48 horas, procedentes de muestras procesadas en experimentos 

independientes, y se realizó un análisis de agrupamiento jerárquico sobre un número 

de 68 espectros. Además se utilizaron las cepas de referencia y otras cepas aisladas de 

experimentos previos. Se empleó el coeficiente de correlación de Pearson (Pearson’s 

product moment correlation coefficient) como medida de similitud entre espectros. El 

agrupamiento final se obtuvo empleando el algoritmo de Ward, usando diferentes 

ventanas espectrales. 

Paralelamente se empleó un análisis de componentes principales (PCA) para reducir la 

dimensionalidad del conjunto de datos, clasificar y representar gráficamente los 

taxones. Mediante transformación lineal empleando la matriz de covarianza o la de 

coeficientes de correlación, se escoge un nuevo sistema de coordenadas para el 

conjunto original de datos en el cual la varianza de mayor tamaño es representada en 

el primer eje (llamado el Primer Componente Principal), la segunda varianza más 

grande es el segundo eje, y así sucesivamente. Aunque se reduce la dimensionalidad 

del grupo de datos, se mantienen aquellas características del conjunto de datos que 

contribuyen más a su varianza.  

4.2.10 PROG R AMA S D E O RD ENA DOR  EMPLEA DOS  EN EL P RE-P RO CES A DO ,  

ES TU DIO  D E LA  R EP RO D U CIBI LI DA D  Y  A GR UP A MIENTO  J ER ÁRQ UI CO  
Se emplearon varios programas de ordenador para gestionar la base de datos de 

espectro, realizar el pre-procesado y análisis de los espectros. El programa 
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“Transform.oy”, escrito para el entorno InfraRed Data Manager (IRDM v.3.50, Perkin-

Elmer Ltd.), se usó para modificar el espectro, incluyendo su truncado, normalización, 

alisado y primera derivada. Tras la transformación, los espectros se grabaron en 

formato ASCII. El segundo programa (“WinSpectra.exe”; (Maradona, 1996)), escrito en 

Visual Basic (Microsoft Corp., v. 3.0), se usó para manejo de las bases de datos y para 

los cálculos de reproducibilidad. El programa Essential FT-IR (Operant, LLC. 2008) se 

empleó para ensayar análisis y modificaciones en los espectros infrarrojos. Para el 

manejo de bases de datos y conversión de formatos numéricos se emplearon también 

hojas de cálculo como Quattro Pro (Borland International Inc.), Microsoft Excel y 

Statistica for Windows v. 7.0 (Statsoft, Inc.). Los programas Statistica for Windows v. 

7.0 (Statsoft, Inc.) y MVSP v. 3.1 (Kovach Computing Services) se emplearon en los 

análisis matemáticos de cálculo de similitudes y agrupamiento de patrones IR 

mediante análisis cluster o análisis PCA. 

4.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
La Figura 4.9 representa el espectro IR no transformado obtenido a partir de biomasa 

celular perteneciente a una cepa de Campylobacter jejuni, tras su crecimiento en caldo 

BHI a 37°C en atmósfera microaerofílica, preparación de la muestra y obtención del 

espectro IR empleando espectroscopía FT-IR en placa de ZnSe, y en el rango IR medio 

4000-600 cm-1. 
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FIGURA 4.9.  ESPECTRO IR DE BIOMASA CELULAR PERTENECIENTE A UNA CEPA DE CAMPYLOBACTER JEJUNI, TRAS 

SU PREPARACIÓN Y MEDIDA EMPLEANDO ESPECTROSCOPÍA FT-IR EN PLACA ZNSE, RANGO 4000-600  CM
-1

 

En las siguientes figuras se ilustran las diferencias encontradas al procesar y 

transformar tres espectros procedentes de tres réplicas de la misma cepa (Figura 4.10) 

y tres espectros obtenidos de tres cepas distintas (Figura 4.11). Para obtener el alto 

grado de reproducibilidad (valor D medio igual a 0,8356) alcanzado en el experimento 

de la Figura 4.10, las tres réplicas de una cepa de Campylobacter jejuni se han obtenido 

en experimentos distintos, y se han sometido a transformación matemática incluyendo 

normalización, alisado, y derivatización, en la ventana espectral w1. Las figuras 

muestran que las diferencias son mínimas, que es preciso obtener un alto grado de 

reproducibilidad entre réplicas, y que es necesario transformar los espectros y de hacer 

uso del análisis multivariante para revelar las diferencias existentes entre cepas. El 

valor D obtenido en el experimento de la Figura 4.11 fue de 2,5378. 
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FIGURA 4.10.  RÉPLICAS DE ESPECTROS IR TRANSFORMADOS EN LA REGIÓN W1  CORRESPONDIENTES A BIOMASA 

CELULAR PERTENECIENTE A UNA CEPA DE CAMPYLOBACTER JEJUNI, TRAS SU PREPARACIÓN Y MEDIDA EMPLEANDO 

ESPECTROSCOPÍA FT-IR EN PLACA ZNSE. 

 

 
FIGURA 4.11.  ESPECTROS IR  DE BIOMASA CELULAR PERTENECIENTES A TRES CEPAS DE CAMPYLOBACTER JEJUNI,  

TRAS SU PREPARACIÓN Y MEDIDA EMPLEANDO ESPECTROSCOPÍA FT-IR EN PLACA ZNSE, Y TRANSFORMACIÓN EN 

LA REGIÓN W1. 
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4.3.1 PR E-P RO CES A DO MAT EMÁTI CO  
El procedimiento matemático de preparación de espectros más conveniente para su 

comparación incluyó un alisado con factor 10 y la derivada 2ª. En la bibliografía se 

encuentran diversas modificaciones en las condiciones de pre-procesado, dependiendo 

generalmente los resultados del grupo bacteriano a estudio con lo que es difícil 

encontrar a priori un procedimiento universal óptimo. 

4.3.2 ESTU DIO  D E LA  R EPRO DU CI BI LID A D  S EG ÚN  EL MÉTODO  D E 

PR EP AR A CIÓN  D E LA MU EST R A  
La reproducibilidad se estudió detalladamente para los cinco rangos definidos y para el 

espectro completo, incluyendo tres réplicas por cepa, obtenidas y procesadas en 

ensayos independientes. Se empleó para ello un grupo reducido de cepas (ver Tabla 

4.2). Es sabido que existen muchos factores ambientales que influyen sobre la 

reproducibilidad de los espectros (el lote y la preparación del medio de cultivo, la 

temperatura y el tiempo de incubación), así como las condiciones de medida del 

espectro (la preparación de la muestra, la calibración del espectrómetro y las 

condiciones de medida) (Naumann, 2000). Para obtener esquemas de clasificación y 

obtener identificaciones correctas, la variabilidad intra-réplicas debe ser minimizada al 

máximo, lo que se consigue empleando una cuidadosa estandarización del protocolo 

laboratorial y un adecuado pretratamiento de espectros IR. Cuando se emplea el Índice 

de Diferenciación para evaluar la reproducibilidad, valores globales entre 7 y 10 se 

consideran adecuados al analizar las réplicas de muestras preparadas en ensayos 

independientes, y los valores D pueden ser de hasta 300 al comparar cepas de distintos 

géneros (Naumann, 2000). No obstante, estos valores dependen de los tipos de 

microorganismo a estudio y de las diferencias en composición química entre ellos, ya 

que para cepas muy similares es necesario normalizar las condiciones de preparación y 

medida de la muestra con objeto de reducir al mínimo la variabilidad metodológica. 

En el experimento para determinar la reproducibilidad según el método de 

preparación de la muestra, no se obtuvieron diferencias estadísticamente significativas 

entre los dos sistemas de preparación, bien con la pastilla de KBr o en placa de ZnSe. La 

ventana w5 mostró los valores D más altos, que variaban entre 9,719 (ZnSe) y 12,079 

(KBr), mientras que la ventana w1 tenían los más bajos, entre 1,104 (ZnSe) y 1,057 (KBr) 

(Figura 4.12). El valor medio fue de 5,304 (ZnSe) y 5,382 (KBr) con una desviación 

estándar de 0,64 y 1,34. 

Los resultados obtenidos indican que se obtuvo una buena estandarización de las 

condiciones de análisis y que el método de preparación de la muestra no afecta a los 

valores obtenidos. No obstante la preparación de la muestra es más laboriosa y 

requiere más tiempo para las pastillas de KBr, aunque éstas tienen una ventaja como 

es la posibilidad de conservación de la muestra para futuros análisis. Para los 

experimentos subsiguientes se decidió uniformizar la metodología empleando el 
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sistema de preparación en placa de ZnSe por las razones arriba apuntadas. Otra 

conclusión obtenida del estudio es la diferencia en reproducibilidad observada entre 

ventanas, que se atribuye a variaciones detectadas en el espectro IR debidas a los 

cambios en compuestos químicos de la muestra. A pesar de la estandarización, se 

observa que la ventanas w2, w3 y w5 son las más variables. Por el contrario, la ventana 

w1 muestra un alto grado de estabilidad química mostrado por los bajos valores D 

(1,104-1,057). Como se observa en la Figura 4.13, esta estabilidad desaparece al 

aumentar el tiempo de incubación, y considerando que esta ventana refleja en parte la 

composición en ácidos grasos de la muestra, se infiere que al aumentar el tiempo de 

incubación con mayor presencia de formas cocoides, se produce una modificación en 

la composición de la membrana celular. 

FIGURA 4.12.  ÍNDICE DE DIFERENCIACIÓN (D)  Y DESVIACIÓN ESTÁNDAR GLOBALES PARA LAS 10  CEPAS INCLUIDAS 

EN EL ESTUDIO DE LA REPRODUCIBILIDAD SEGÚN EL MÉTODO DE PREPARACIÓN DE LA MUESTRA (MEDIANTE 

PASTILLA DE KBR O EN PLACA DE ZNSE), CALCULADA PARA EL ESPECTRO COMPLETO Y LAS 5  VENTANAS 

ESPECTRALES. 
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TABLA 4.3.  CORRELACIONES MEDIAS ENTRE RÉPLICAS PARA PROCESADO DE MUESTRAS, MEDIANTE VENTANAS DE 

ZNSE 

w1 w2 w3 w4 w5 wt cepa 

0,99951 0,99009 0,99555 0,9983 0,98628 0,994211 10 

0,99882 0,99682 0,99727 0,9951 0,98437 0,994632 11 

0,9997 0,99135 0,99402 0,9968 0,99207 0,995628 12 

0,99932 0,99271 0,9985 0,9933 0,99851 0,994663 13 

0,99895 0,99968 0,99208 0,99945 0,97413 0,993592 15 

0,99903 0,98599 0,99693 0,9959 0,99378 0,993915 17 

0,9964 0,99362 0,99293 0,9976 0,98697 0,994871 24 

0,9991 0,999818 0,99437 0,9985 0,9894 0,995999 25 

0,9991 0,99528 0,99897 0,9982 0,98726 0,994839 28 

0,99993 0,99527 0,98644 0,9974 0,99054 0,994328 32 

0,99804 0,99079 0,99498 0,9955 0,99439 0,994732 33 

0,99788 0,99498 0,98597 0,9991 0,99569 0,995201 36 

0,9996 0,9945 0,99106 0,9938 0,99943 0,994935 38 

0,99916 0,99275 0,99714 0,9908 0,99111 0,994192 40 

 
TABLA 4.4.  CORRELACIONES MEDIAS ENTRE RÉPLICAS PARA PROCESADO DE MUESTRAS, MEDIANTE PASTILLAS DE 

KBR 

w1 w2 w3 w4 w5 wt cepa 

0,9991 0,9809 0,99565 0,9984 0,98328 0,992668 10 

0,99882 0,99832 0,9924 0,9955 0,98431 0,993903 11 

0,99971 0,99435 0,99402 0,99453 0,98707 0,99382 12 

0,9992 0,99271 0,9985 0,9946 0,98351 0,995659 13 

0,99896 0,99968 0,9958 0,9995 0,99413 0,9954 15 

0,99903 0,99549 0,99333 0,9943 0,98378 0,994806 17 

0,9968 0,99423 0,99673 0,9966 0,99777 0,996169 24 

0,9991 0,9983 0,99432 0,9985 0,98934 0,9944 25 

0,99913 0,99528 0,99947 0,9982 0,97236 0,992265 28 

0,99943 0,9927 0,97644 0,9974 0,99224 0,993227 32 

0,9983 0,99349 0,99498 0,9989 0,98839 0,996473 33 

0,9988 0,9998 0,99597 0,9968 0,9993 0,996406 36 

0,9993 0,9953 0,99106 0,99343 0,9943 0,994709 38 

0,99952 0,99753 0,99714 0,9984 0,98111 0,99474 40 

 

4.3.3 ESTU DIO  D E LA  R EPRO DU CI BI LID A D  S EG ÚN  EL TI EMPO  D E 

INCUB A CIÓN  
La reproducibilidad se estudió también en función del método del tiempo de 

incubación de los cultivos, siendo ésta la única condición cambiada en el experimento y 
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procesándose 10 cepas (tres réplicas por condición de cultivo) con este propósito. Los 

valores de reproducibilidad (medidos mediante el Índice de Diferenciación D) 

aumentaron con el tiempo de incubación, observándose diferencias significativas para 

los días de incubación, en todas las ventanas estudiadas. Se midieron valores máximos 

individuales para cepas incubadas durante 96 h oscilando entre 7,3 y 24 (datos no 

mostrados). Las desviaciones estándar fueron también mayores para incubaciones 

prolongadas. Estas variaciones son similares a las obtenidas en experimentos similares 

(Mouwen et al., 2005) pero inferiores a las halladas por otros autores. Los resultados 

obtenidos nos indican que los espectros obtenidos poseían una buena calidad 

(reproducibilidad) y que la influencia las condiciones experimentales se ha minimizado 

suficientemente como para atribuir las variaciones entre espectros a diferencias en la 

composición química de las muestras. 

 

 

FIGURA 4.13.  ÍNDICE DE DIFERENCIACIÓN (D) Y DESVIACIÓN ESTÁNDAR PARA LAS 10  CEPAS INCLUIDAS EN EL 

ESTUDIO DE LA REPRODUCIBILIDAD SEGÚN EL TIEMPO DE INCUBACIÓN (48, 72  Y 96  HORAS),  CALCULADA PARA EL 

ESPECTRO COMPLETO Y LAS 5  VENTANAS ESPECTRALES 
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4.3.4 DET ER MIN A CIÓN  D E LA  FLUID EZ D E LA MEMB R ANA  US AN DO  

ES P ECTRO S COPI A  FT-IR 
Los cambios de fluidez de membrana de Campylobacter en función del tiempo de 

incubación se determinaron midiendo los modos vibracionales de la banda simétrica 

de estiramiento de la cadena acyl vsCH2, utilizando espectroscopía FT-IR. Diversos 

autores han mostrado (Beney et al., 2004; Scherber et al., 2009), que un aumento en la 

frecuencia del pico de la banda vsCH2 indica un aumento de la fluidez de membrana y 

viceversa. La región espectral w1 (3000-2800 cm-1) ha sido utilizada con este motivo al 

permitir obtener información de la composición y modos vibracionales de los ácidos 

grasos presentes en la muestra, manteniendo al mismo tiempo una reproducibilidad 

aceptable (ver figura anterior). Es sabido que Campylobacter, al igual que otros 

microorganismos como S. Typhimurium y S. Enteritidis, modula la composición de la 

pared celular y la membrana para adaptarse a los cambios medioambientales. La 

temperatura de crecimiento afecta de manera clara a la composición de la membrana 

y especialmente al perfil de ácidos grasos de la membrana (Álvarez-Ordóñez et al., 

2008), y se acepta que estos cambios en la composición química sirven para mantener 

un grado de fluidez compatible con la llamada adaptación homeoviscosa, ya que 

asegura un transporte de solutos adecuado y las funciones asociadas a la membrana, 

como por ejemplo la generación de energía.  

La presencia creciente de células cocoides al aumentar el tiempo de incubación 

modifica lógicamente el espectro IR como se ha demostrado anteriormente. Las 

variaciones en reproducibilidad observadas (Figura 4.12) se atribuyen a cambios en la 

composición química de la muestra, y son superiores a las detectadas entre muestras 

de Campylobacter procesadas en ensayos independientes. Se han detectado cambios 

claros en el espectro con variaciones en la frecuencia del pico perteneciente a la banda 

vsCH2, lo cual puede atribuirse a las modificaciones sufridas por la membrana celular al 

pasar a forma cocoide. Al aumentar el tiempo de incubación, se modifica el número de 

onda al que la absorbancia es máxima, desplazándose en el eje el máximo del pico 

vsCH2 (Figura 4.13 y Figura 4.14). 
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FIGURA 4.14.  REPRESENTACIÓN DEL PICO MÁXIMO VSCH2 (SEGUNDA DERIVADA, ALREDEDOR DE 2850  CM

-1
,  

REGIÓN W1)  EN FUNCIÓN DEL TIEMPO DE INCUBACIÓN (48, 72  Y 96  HORAS) 

Esto indicaría que al prolongarse la incubación se modifica la composición y la fluidez 

de la membrana citoplásmica, probablemente debido a que la composición química de 

la membrana celular en la forma cocoide (un estado de menores necesidades 

energéticas, con menor actividad metabólica) no exige una fluidez de membrana alta al 

disminuir las funciones vitales celulares.  
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FIGURA 4.15.  REPRESENTACIÓN BOX–WHISKER DE LOS VALORES DEL PICO MÁXIMO VSCH2  (SEGUNDA DERIVADA 

DEL ESPECTRO IR,  ALREDEDOR DE 2850  CM
-1

,  REGIÓN W1)  EN FUNCIÓN DEL TIEMPO DE INCUBACIÓN (48,  72  Y  

96  HORAS). 

 

4.3.5 AG RU PA MI EN TO  TA XON ÓMI CO  D E LAS  CEP AS  EST UDI A DA S  MEDI ANT E  

EL ESP ECTR O IR.  EV OLUCIÓ N Y DIS TRI B U CIÓN  D E LA S CEP A S  

SELECCION A DA S  
La Figura 4.16 nos muestra el agrupamiento jeráquico obtenido mediante el cálculo de 

similitudes entre cepas (usando el coeficiente de correlación de Pearson) y el análisis 

cluster (método de Ward) de los espectros IR de 68 cepas de Campylobacter spp. 

obtenidos por espectroscopía FT-IR. Los datos obtenidos nos muestran la existencia de 

cinco clusters compactos de entre los que destaca el cluster 2 que comprende cepas 

aisladas de avestruz, el cluster 3 (cepas aisladas de pollo ecológico) y el cluster 4 

(broiler). Los otros clusters (1 y 5) contienen elementos heterogéneos con cepas 

aisladas de broiler y producción ecológica. No se aprecia ninguna agrupación clara en 

función del lugar de toma de la muestra o del momento en el año (estación).  
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FIGURA 4.16.  AGRUPAMIENTO TRAS CÁLCULO DE SIMILITUDES (COEFICIENTE DE CORRELACIÓN DE PEARSON) Y 

ANÁLISIS CLÚSTER (MÉTODO WARD) DE 68  CEPAS DE CAMPYLOBACTER  SPP.  TRAS OBTENCIÓN Y 

TRANSFORMACIÓN DE LA VENTANA W4 DEL ESPECTRO IR. 
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Esta separación en función del tipo de producción animal es corroborada por los 

análisis de componentes principales (Figura 4.17) en los que de nuevo se observa una 

diferenciación según el tipo de producción animal. De la misma manera que en el 

análisis cluster, no se observa una agrupación clara de tipos basada en el FT-IR en 

función de la etapa de la cadena alimenticia (granja, matadero, distribución comercial) 

o de la estación del año (Figura 4.18, Figura 4.19). Estos resultados son destacables ya 

que es de esperar una división clara en las cepas microbianas en función de la 

producción animal de procedencia, mucho mayor que la que se puede encontrar en 

función del lugar o la estación del año donde se aíslan. En Suecia, los estudios 

taxonómicos empleando Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE) y análisis cluster de los 

perfiles genotípicos de C. jejuni aislados de gaviotas, gallinas y hombre, detectó dos 

grupos principales agrupándose las cepas de gaviota en un cluster, mientras las cepas 

de gallina y procedencia humana mostraban una más amplia distribución y cercanía 

(Broman et al., 2002). Al compararse 49 cepas de procedencia humana con 87 

procedentes de aves silvestres solamente dos de estas últimas tenían similitud 

reseñable a las de procedencia humana (Broman et al., 2004). Esta distinción entre 

genotipos aislados de diversas especies ha sido observada también en otro estudio 

realizado (también empleando PFGE) en Dinamarca donde se detectaron diferencias 

entre los perfiles de C. jejuni aislados de broilers y los de un grupo de mamíferos y aves 

silvestres (Petersen et al., 2001), agrupándose los aislados de procedencia humana en 

7 clusters conjuntamente con aislamientos de broiler, y no incluyendo aislados de 

otros orígenes. También empleando pruebas fenotípicas, se ha visto que las cepas de 

procedencia humana están más relacionadas con las de animales de granja que con las 

de animales salvajes (Devane et al., 2005; Garrett et al., 2007). 
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FIGURA 4.17.  REPRESENTACIÓN ESPACIAL DE LAS MUESTRAS SEGÚN PRODUCCIÓN ANIMAL, OBTENIDA MEDIANTE 

ANÁLISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES DE 68  CEPAS DE CAMPYLOBACTER  SPP.  TRAS OBTENCIÓN Y 

TRANSFORMACIÓN DE LA VENTANA W4 DEL ESPECTRO IR 

En cuanto al agrupamiento temporal, diversos autores han encontrado una 

distribución estacional clara pero referida al número de células encontradas en 

muestras (Jore et al., 2010; Kovats et al., 2005; Louis et al., 2005), en la que la 

temperatura parece tener una importancia clara al influir sobre el grado de excreción 

de Campylobacter al medio ambiente. Ahora bien, existe controversia sobre si los tipos 

presentes en el medio ambiente son los mismos. Varios estudios llevado a cabo en 

Nueva Zelanda (Garrett et al., 2007; Hudson et al., 1999) en el que se compararon 

aislamientos de muestras tomadas en invierno y verano encontraron claras diferencias 

en subtipos entre los dos períodos. Estos resultados no concuerdan con los obtenidos 

en este trabajo (Figura 4.19), donde, como puede verse existe una distribución 

homogénea de subtipos en las cuatro estaciones, y con los hallados por otros autores 

que tampoco han encontrado diferencias en tipos según estaciones (Koenraad et al., 

1994; Koenraad et al., 1995b). 
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FIGURA 4.18.  REPRESENTACIÓN ESPACIAL DE LAS MUESTRAS SEGÚN LUGAR OBTENIDA MEDIANTE ANÁLISIS DE 

COMPONENTES PRINCIPALES DE 68  CEPAS DE CAMPYLOBACTER  SPP.  TRAS OBTENCIÓN Y TRANSFORMACIÓN DE LA 

VENTANA W4  DEL ESPECTRO IR 

Por tanto, los resultados obtenidos en este trabajo parecen confirmar la existencia de 

reservorios bien definidos, que mantienen una población estable de genotipos de 

Campylobacter spp. y que son continuamente eliminados en heces, 

independientemente de la estación del año, contaminando el medio ambiente, y los 

alimentos procedentes de los reservorios. En cuanto a la capacidad del método de FT-

IR de servir para la discriminación de subtipos de Campylobacter jejuni y C. coli, los 

resultados confirman los mostrados en otros artículos (Mouwen et al., 2005) en los que 

se estudian las propiedades del FT-IR referidas a capacidad discriminante, 

reproducibilidad y correlación con métodos genotípicos. Los métodos fenotípicos 

presentan problemas derivados de falta de reproducibilidad y estandarización (Frost et 

al., 1998; Hanninen et al., 1999), y la presencia de una alta proporción de cepas que no 

se pueden tipificar (Wassenaar and Newell, 2000). Los dos métodos genotípicos no 

basados en secuenciación más usados para Campylobacter spp. son el PFGE (pulsed-

field gel electrophoresis) y el AFLP (amplified fragment length polymorphism). De entre 

ellos el AFLP parece estar en desventaja al tener menor capacidad discriminatoria con 

respecto al origen de las cepas (Duim et al., 1999; Hopkins et al., 2004; Schouls et al., 

2003; Siemer et al., 2004; Wieland et al., 2006). Los métodos basados en secuenciación 

del DNA (multi-locus sequence typing, MLST) presentan ventajas considerables por su 
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reproducibilidad y poder discriminante. Para Campylobacter se secuencian siete 

fragmentos de genes que codifican para funciones metabólicas esenciales (Dingle et 

al., 2001), escogidos para permitir el tipado de todas las cepas y la búsqueda de 

relación genética entre ellas. Esto permite la detección de cepas cercanas que 

comparten alelos idénticos y que pertenecen por tanto a un complejo clonal 

determinado.  

 

 
FIGURA 4.19.  REPRESENTACIÓN ESPACIAL DE LAS MUESTRAS SEGÚN ESTACIÓN OBTENIDA MEDIANTE ANÁLISIS DE 

COMPONENTES PRINCIPALES DE 68  CEPAS DE CAMPYLOBACTER  SPP.  TRAS OBTENCIÓN Y TRANSFORMACIÓN DE LA 

VENTANA W4  DEL ESPECTRO IR 
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C. coli A

C. coli C

C. jejuni B

C. jejuni D

Capa de entrada

Capas ocultas

Capa de salida

FIGURA 5.1  REPRESENTACIÓN ESQUEMÁTICA DE UNA RED NEURONAL ARTIFICIAL,

MOSTRANDO LA CAPA DE ENTRADA,  CAPAS OCULTAS Y LA CAPA DE SALIDA 

5 CAPÍTULO V.  IDENTIFICACIÓN DE ESPECIES Y TIPOS DE 

CAMPYLOBACTER A PARTIR DE ESPECTROS 

INFRARROJOS PROCESADOS CON REDES NEURONALES 

ARTIFICIALES  

5.1 INTRODUCCIÓN  
Para estudiar la epidemiología de la campilobacteriosis, su prevención y control, es 

esencial disponer de herramientas capaces de identificar y tipificar a nivel de 

subespecie aislamientos (Wassenaar and Newell, 2000). La identificación y clasificación 

de microorganismos basada en las diferencias de sus espectros IR obtenidos mediante 

espectroscopía FT-IR se ha utilizado con éxito en la identificación de muchos grupos y 

especies bacterianos (Mariey et al., 2001), incluyendo Campylobacter (Mouwen et al., 

2005). El espectro IR de una muestra compuesta por biomasa celular purificada exhibe 

rasgos particulares que hacen de él una huella digital única, al constar de bandas 

características de absorción obtenidas al irradiar la muestra con un rango continuo de 

luz IR. Este espectro IR se compone de un conglomerado de bandas de absorción con 

contornos amplios y complejos en vez de picos diferenciados (Figura 4.2). Como se ha 

visto en el Capítulo IV, los rasgos característicos en los espectros de FT-IR tienen un 

trasfondo químico, y por lo tanto pueden ser utilizados para la clasificación y la 

identificación. Para encontrar diferencias entre los espectros IR, se pueden emplear 

sistemas adecuados de reconocimiento de patrones, dado que los datos espectrales de 

FT-IR son complejos, no lineales, y presentan un alto grado de solapamiento. 

5.1.1 RED ES NEU RON ALES  ARTI FICI A LES  
Las Redes Neuronales Artificiales (RNAs) constituyen un procedimiento supervisado 

que permite llevar a cabo estrategias de generalización, resolver problemas no lineales, 

y reconocer datos degradados, incompletos o con ruidos (Basheer and Hajmeer, 2000; 
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Haykin, 1999). Las RNAs simulan la estructura y el comportamiento de las redes 

neuronales biológicas mediante procesos de aprendizaje y procesamiento automático. 

Una red neuronal (Figura 5.1) es un modelo de cómputo paralelo que abarca un gran 

número de unidades de proceso adaptativas o neuronas (Figura 5.2), dispuestas en 

capas e interconectadas por medio de sinapsis o de conexiones con las fuerzas 

variables asociadas (pesos de conexión), y una función de activación (normalmente 

funciones sigmoideas no lineales como la logística) que determina la salida, dada la 

suma ponderada de las entradas. Las neuronas en la capa de la entrada reciben la 

información externa (datos experimentales), mientras que las neuronas situadas en la 

parte oculta y las capas de salida procesan esta información usando la suma ponderada 

de entradas como un argumento para la función de la activación. La entrada a cada 

neurona recoge la salida de todas las otras neuronas que estén conectadas con ella. La 

red está entrenada mediante la aplicación de un grupo de patrones de ensayo (datos 

de 

entrada 

emparejados con una salida deseada) que permite ajustar los pesos/ponderaciones 

asociados con las conexiones en la red repetidamente hasta lograr un nivel adecuado 

de error. El modelo obtenido se utiliza entonces, por ejemplo, para la identificación, 

ofreciendo una respuesta de salida ante un patrón desconocido. 

5.1.2 MOD ELO S  DE RED ES NEURON A LES  ARTI FI CI A LES  
Entre los modelos de redes neuronales adecuadas para la clasificación e identificación, 

la red perceptron multicapa (MLP) y la red neuronal probabilística (PNN) se han 

utilizado en la identificación de microorganismos (Carson et al., 1995; Chun et al., 

1993; Freeman et al., 1994; Goodacre et al., 1998). Ambos tipos de red tienen una 

FIGURA 5.2.  ESQUEMA DE FUNCIONAMIENTO DE UNA NEURONA ARTIFICIAL  
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topología unidireccional o feed-forward, están estructuradas en varias capas (entrada, 

ocultas y capa de la salida), y emplean una metodología de aprendizaje supervisada. En 

la red de topología unidireccional o feed-forward, los valores a analizar ingresan en la 

red neuronal a través de las unidades de entrada como valores de activación de dichas 

unidades. En el aprendizaje supervisado, la red crea un modelo que relaciona datos de 

entrada de ensayo (en nuestro caso, datos de espectros IR) con la respuesta o salida 

deseada (en nuestro caso la clase taxonómica de pertenencia). La red aprende cada vez 

que un patrón de ensayo (compuesto de datos de entrada y salida) se aplica a la red, 

modificándose los pesos/ponderaciones de conexión, y esto se realiza cientos o miles 

de veces (iteraciones o epochs) hasta que se alcanza un nivel adecuado, 

suficientemente bajo, de error. 

Las RNAs han sido utilizadas en identificación microbiana empleando distintos datos: 

perfiles del ácido graso (Bertone et al., 1996; Noble et al., 2000; Xu et al., 2003), 

pirólisis/espectrometría de masas (Chun et al., 1993; Freeman et al., 1994; Goodacre et 

al., 1994; Wilkes et al., 2005), pirólisis/cromatografía de gases (Donohue and Welsh, 

2004), patrones de DNA (Carson et al., 1995; Moschetti et al., 2001; Noble et al., 1997; 

Tuang et al., 1999), o datos de las proteínas de toda la célula (Giacomini et al., 2000; 

Piraino et al., 2006). Aunque con menor frecuencia, los espectros de FT-IR también han 

sido empleados con éxito en la identificación microbiana basada en redes neuronales 

artificiales (Goodacre et al., 1996; Mouwen et al., 2006; Tintelnot et al., 2000; 

Udelhoven et al., 2000). 

5.1.3 OB J ETIVO S  D EL T RA B AJ O  
El objetivo general de este capítulo ha sido comprobar la utilidad de las RNAs en la 

identificación microbiana usando espectros IR. El desarrollo y funcionamiento de una 

RNA es complejo pero la información previa disponible indicaba la plena adecuación y 

capacidad de estos modelos matemáticos en el tratamiento de patrones espectrales 

pertenecientes a bacterias. En este trabajo se han usado algunas características de 

RNAs no empleadas anteriormente: se ha ensayado con redes de cuatro capas y se ha 

modificado el procesado posterior (post-processing) para construir una red robusta 

capaz de lograr altos porcentajes de identificación, así como la detección de patrones 

muy similares pero atípicos. Para reducir el pre-procesado se analizan rangos enteros 

del espectro IR. El propósito final es reducir al mínimo el número de falsos negativos y 

falsos positivos que pueden interferir en sistemas de identificación asistidos por 

ordenador, especialmente importantes si se trabaja con microorganismos patógenos. 

Con este propósito, se han construido dos prototipos de RNA (MLP, PNN), ensayados y 

probados con huellas digitales espectrales pertenecientes a cepas de Campylobacter, 

algunas identificadas y tipificadas previamente como C. jejuni y C. coli, y otras 

pertenecientes a otros géneros, empleadas para comprobar la capacidad de las RNAs 

para la identificación a nivel de género y especie y la detección de falsos positivos. La 
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utilidad y eficacia de los dos prototipos de RNA se evaluó considerando sus porcentajes 

de éxito y de rechazo. 

5.2 MATERIAL Y MÉTODOS  
En la Figura 5.3 se presenta el protocolo seguido en el que se incluyen las etapas de 

preparación y análisis de las muestras, así como el desarrollo y topología de las RNAs, 

su ensayo y la selección de niveles para el post-procesado y asignación de patrones. 

 
FIGURA 5.3.  PASOS SEGUIDOS EN LA PREPARACIÓN Y ANÁLISIS DE LAS MUESTRAS PARA LA IDENTIFICACIÓN 

USANDO RNAS. 

5.2.1 CEPA S  U TILI ZA DA S  PAR A  LA  I D ENTI FI CA CIÓN  CO N RED ES  

NEURO NA LES ARTI FI CI ALES  
Se investigó la capacidad de las RNAs descritas en la identificación de Campylobacter 

spp. Para la construcción de la RNA se trabajó con un grupo de cepas de 

Campylobacter termofílicos previamente clasificadas (Tabla 5.1). Parte de ellas, 

pertenecientes a las especies C. coli y C. jejuni habían sido subclasificadas en 4 tipos 

según la técnica genotípica ERIC-PCR (Mouwen et al., 2005; Weijtens et al., 1999). 

Además, otras cepas tipo (Tabla 5.1) también fueron incluidas en el análisis con el 

objetivo de probar la capacidad de detección de falsos positivos o rechazo por parte de 

la RNA. También se incluyeron cepas aisladas en este trabajo (20) para comprobar la 

capacidad de la red en identificación y detección de falsos positivos. Todas las cepas se 

mantuvieron a -80°C en caldo BHI (Oxoid) al 20% de glicerol. Las cepas de 

Campylobacter spp. se cultivaron en caldo de BHI a 37°C durante 24 horas en 

condiciones de microaerofilia (5% O2, 10% CO2, 85% N2). Las cepas pertenecientes a 

otros géneros fueron cultivadas a 30°C (bacterias ácido-lácticas) o a 37°C durante 24 h 

en condiciones aeróbicas. Los inóculos se transfirieron con un asa de platino a placas 
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de BHI agar e incubaron (37°C, 48 h) en la atmósfera elegida. De cada cepa se 

obtuvieron tres réplicas de espectros IR en procesos independientes.  

 

TABLA 5.1.  IDENTIDAD, PERFIL ERIC-PCR, NÚMERO, CÓDIGO Y PATRONES DE LAS CEPAS DE REFERENCIA Y DE 

CAMPO EMPLEADAS PARA ENSAYAR Y VERIFICAR LAS RNAS  

Especie Perfil 
ERIC-
PCR  

Nº de 
cepas 

Código Patrones en 
grupo de 
ensayo / 
verificación 

Patrones 
en grupo 
de test 

C. coli A 6 25w, 26w, 27w, 510w, 
511w, 512w 

6 10 

C. coli C 8 371w, 425w, 427w, 
457w, 458w, 360w, 
444w, 459w 

17 10 

C. jejuni B 6 22w, 503w, 222w, 361w, 
557w, 527w 

13 10 

C. jejuni D 6 34w, 38w, 45w, 46w, 
47w, 299w 

4 10 

Campylobacter lari  1 CCUG 19512  3 

Campylobacter fetus 

subsp fetus 

 1 CCUG 24982  3 

Campylobacter 

upsaliensis 

 1 CCUG 19559  3 

Escherichia coli  1 CECT 101  3 

Lactobacillus sakei  1 DSM 20017  3 

Lactobacillus plantarum  1 CECT 220  3 

Weissella viridescens  1 ATCC 12706  3 

C. jejuni  18 6, 10, 13, 32, 40, 42, 47, 
71, 105, 111, 131, 156, 
167, 183, 198, 204, 305, 
306 

 54 

C. coli  2 165, 302  6 

5.2.2 OB T EN CIÓN  D E LO S ESP ECT ROS  FT-IR 
Se empleó un asa de platino estéril para recoger colonias de la superficie de las placas 

de agar y suspenderlas posteriormente en 100 μl de agua estéril destilada. Se 

colocaron en una ventana de ZnSe, y se secaron en estufa (5 minutos, 60°C). Los 

espectros IR se midieron empleando un espectroscopio de infrarrojos con 

transformación de Fourier (Perkin-Elmer System 2000 FT-IR) equipado con un detector 

DTGS. Las medidas se registraron en el rango de número de onda de 4000 a 600 cm-1, 

con intervalo de 1 cm-1. La resolución espectral fue de 4 cm-1. El espectro final de la 

muestra se obtuvo promediando un número de 20 espectros. Los espectros IR 

digitalizados (representados por un total de 3500 puntos) se almacenaron para la 

transformación posterior. 
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5.2.3 PR E-P RO CES A DO PR EVI O  
El espectro infrarrojo requiere un pre-procesado previo a su utilización como entrada a 

una red neuronal artificial. El alisado (10 puntos de alisado) se realizó para reducir la 

cantidad de ruido. Se realizó una normalización (valor de absorción mínimo a 1800 cm-

1, puesto a 0; valor de absorción máximo a alrededor de 1650 cm-1, puesto a 1) para 

reducir al mínimo cambios y desviaciones de la línea de fondo. La primera derivada 

(algoritmo de Savitzky-Golay) se aplicó para realzar la resolución espectral. Finalmente, 

se escogió la parte más informativa del espectro (3000-2800 cm-1; 1800-700 cm-1). Este 

pre-procesado fue realizado por una aplicación (Transform.oy) que funciona en el 

entorno “IR Data Manager” proporcionado por el fabricante (Perkin-Elmer). Una vez 

transformados, los espectros estaban listos para ser procesados por la RNA. 

5.2.4 DES AR RO LLO  D E LA  TOPO LO GÍ A D E LA S  R ED ES  N EURO NA LES  

ARTI FI CI A LES  P AR A  LA  ID ENTI FI CA CIÓ N D E CAMPY LO B AC TER  
Se utilizaron dos RNAs supervisadas (red perceptron multicapa (MLP) y red neuronal 

probabilística (PNN)), para comparar su capacidad de reconocimiento de especies y 

genotipos de C. coli y C. jejuni, y distinguirlos de otros espectros, en base a las 

diferencias observadas entre los espectros IR. Para desarrollar las RNAs se empleó el 

software Statistica Neural Networks (Statsoft Inc.). Se emplearon por separado dos 

ventanas del espectro medio IR, w4 (1200 a 900 cm-1) y w5 (900 a 700 cm-1) como sets 

de ensayo o vectores de entrada. No se realizaron reducciones de la 

multidimensionalidad del conjunto de datos (por ejemplo, mediante un análisis de 

varianza o análisis de componentes principales). Por lo tanto el conjunto de datos a 

procesar por la capa de entrada de las RNAs consistió en 300 ó 200 puntos de entrada, 

según se utilizase la ventana w4 o la w5.  

 

FIGURA 5.4.  VARIANTES ENSAYADAS COMO RNAS (8) PARA ENCONTRAR UNA ÓPTIMA SOLUCIÓN DE 

IDENTIFICACIÓN.  RED PERCEPTRON MULTICAPA (MLP)  Y RED NEURONAL PROBABILÍSTICA (PNN). 
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La capa oculta estaba compuesta de un número de neuronas calculadas 

empíricamente por el software, buscando el equilibrio entre la capacidad de 

aprendizaje y la bondad de ajuste a los datos presentados. Se optimizó la topología de 

la red modificando el número de capas y neuronas ocultas y calculando el error 

cruzado de validación entre las salidas predichas y las reales de los datos de ensayo y 

verificación. Es sabido que el número de neuronas en cada capa debe mantenerse 

preferiblemente bajo, ya que un número elevado, aunque consigue buenos ajustes al 

set de ensayo, impide un correcto reconocimiento de datos de entrada atípicos. En la 

estructura de las redes, cada ensayo de entrada está emparejado con un valor de 

salida (blanco de clasificación asignado), constituyendo un patrón de ensayo. Para la 

identificación a nivel de especie la capa de salida consistió en dos neuronas de salida (2 

especies: C. coli y C. jejuni), mientras que en la identificación a nivel de subespecie la 

capa de salida consistió en cuatro neuronas de salida (4 genotipos: C. coli A, C. coli C, C. 

jejuni B y C. jejuni D).  

El conjunto de datos de entrada o espectros infrarrojos preparados se dividió en tres 

subconjuntos: ensayo, verificación y examen (training, verification, test), según se 

indica en la Tabla 5.1. Para cada una de las 8 RNAs ensayadas se utilizaron en total un 

número de 121 patrones (espectros IR en su rango w4 o w5) en el ensayo, verificación y 

prueba de las redes. El ensayo de las RNAs se realizó con 40 espectros (33,06%) del 

total; y entre ellos 13 espectros como patrones de verificación (10,74%). Además, 81 

patrones fueron empleados para comprobar la capacidad de identificación de las RNAs 

(66,94%). De entre ellos, 60 patrones correspondían a espectros de cepas de campo 

aisladas en experimentos previos (ver capítulo II), nueve patrones fueron obtenidos de 

otras especies de Campylobacter (C. fetus subsp fetus, C. lari y C. upsaliensis) y doce de 

cepas de otros géneros distintos a Campylobacter (Escherichia coli, Lactobacillus sakei, 

Lactobacillus plantarum, Weissella viridescens). Estos dos últimos grupos se procesaron 

para comprobar la capacidad de rechazo de elementos atípicos por las RNAs. 

5.2.5 ENSA YO  D E LA R ED  P ER CEPT RON  MU LTI CAP A  
Un diagrama esquemático de la topología de la red perceptrón multicapa (MLP) se 

muestra en la Figura 5.1. En relación al número de capas, y específicamente para la 

topología de la RNA MLP, los ensayos se hicieron con topologías de tres y cuatro capas 

(1 ó 2 capas ocultas respectivamente). El número de capas ocultas, así como el número 

de las unidades en cada capa, son puntos clave en el diseño de la topología de la red, 

puesto que determinan la capacidad de la RNA de aprender (durante el ensayo) los 

patrones de ensayo de los espectros IR. Para optimizar y acelerar el proceso del ensayo 

de la red, el algoritmo de retropropagación (back-propagation, que utiliza la diferencia 

entre la salida deseada y el valor estimado para ajustar los pesos, y retroalimenta en 

dirección contraria modificando los pesos (Rumelhart et al., 1986), fue programado 

con una ratio de aprendizaje adaptativo entre 0,1 y 0,6 (interpolando entre los dos 

valores en cada iteración (epoch) y una ratio de momentum entre 0,1 y 0,3. Para 
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determinar el estatus de las iteraciones de ensayo y parada, la RNA fue preparada para 

obtener una suma de cuadrados del error inferior a 0,05. Para evitar el 

sobreaprendizaje, el error final para el set de verificación se obtuvo mediante 

validación cruzada con los sets de verificación de datos no usados en el ensayo. El 

ensayo se detenía automáticamente si el error de verificación superaba el valor de 

0,01. 

5.2.6 ENSA YO  D E LA R ED  N EU RONA L P RO BA BI LÍS TI CA  
Las redes neuronales probabilistícas (Specht, 1990) tienen en común con las MLP la 

topología de red (unidireccional o feed-forward) y el algoritmo de ensayo supervisado. 

En vez de ajustar los pesos de la capa de la entrada como ocurre en la red MLP, cada 

patrón de ensayo de entrada se utiliza para calcular el peso de conexión con una nueva 

unidad oculta, y por lo tanto el número de unidades ocultas es igual al número de 

elementos en el patrón de ensayo (200 ó 300 según la ventana IR empleada). Las 

unidades de la capa de clasificación agregan las salidas para el patrón para cada clase, 

estimando la probabilidad de pertenencia de un patrón desconocido a una clase. La 

identificación con PNN es inmediata porque las activaciones de la unidad de salida son 

realmente probabilidades de la pertenencia a una clase, y por lo tanto son mucho más 

fáciles de interpretar. Los resultados de identificación puede ser ajustados 

correctamente usando el llamado factor de alisado para evitar identificaciones 

incorrectas. 

5.2.7 POST-PRO CESA DO  Y A SI GN ACI ÓN  D E CEP AS  
Una vez se ensayaron las redes, los espectros FT-IR pertenecientes al conjunto de 

examen se interrogaron por la RNA correspondiente, para asignar así la 

correspondiente identificación. Se consideró la mejor red aquella que alcanza un buen 

rendimiento en la identificación, así como en el rechazo de patrones atípicos, lo cual 

significa niveles bajos de falsos negativos y falsos positivos. La función de post-

procesado realiza identificaciones comprobando los niveles de activación de la unidad 

de salida frente a dos umbrales ajustables: el nivel de aceptación y el nivel de rechazo. 

Se considera que la identificación es adecuada (desde el punto de vista técnico) si la 

unidad de salida tiene una activación por encima del umbral de aceptación, y las otras 

unidades por debajo del umbral de rechazo (en caso contrario no se alcanza 

identificación ya que el patrón no es asignado). Estos niveles de aceptación/rechazo se 

pueden interpretar como estimaciones de confianza: es decir, cuanto más alto es el 

nivel de aceptación, mayor es la confianza en la identificación alcanzada, y cuanto 

menor es el nivel del rechazo, mayor es la confianza en las asignaciones rechazadas. La 

opción extrema sería admitir la unidad de salida más alta de la RNA como valor de 

identificación, independientemente del valor alcanzado (el patrón desconocido se 

asigna a la neurona de salida con el valor más alto, o neurona ganadora), pero esta 

estrategia no se probó dado que ello no produciría ningún rechazo y un alto porcentaje 

de identificaciones erróneas. Se emplearon varios niveles de aceptación/rechazo para 



 

133 

 

comprobar cómo influyen en el porcentaje de identificaciones erróneas y patrones sin 

asignar. 

5.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

5.3.1 EVALU A CIÓN  Y  CO MP A RA CIÓN  D E R ED ES  N EU RONA LES  A RTI FI CIA LES  

SU PERVI SA D AS  P A RA  LA  ID ENTI FI CA CIÓN  D E C.  JEJUN I  Y  D E C.  CO L I  

La Figura 5.5 muestra cómo funciona esquemáticamente una RNA, mostrando 

mediante intensidad de color la activación de neuronas en la capa de entrada, las 

capas ocultas y la capa de salida.  

Los espectros IR obtenidos se dividieron previamente en tres sets o conjuntos: ensayo, 

verificación y prueba. El set de ensayo se utiliza solamente para obtener una correcta 

topología y para ajustar los pesos de la conexión. El set de verificación (usado 

solamente en las redes MLP, en las redes PNN se emplea un set conjunto 

ensayo/verificación) comprueba el funcionamiento basándose en el error de 

verificación, identifica la mejor red, y detiene el ensayo en caso de sobreaprendizaje 

(over-learning). El set de prueba proporciona una evaluación independiente (capacidad 

de generalización, o de identificación correcta de patrones no analizados 

anteriormente) del funcionamiento de la red. La capacidad de generalización se evaluó 

mediante el porcentaje de identificaciones correctas y de rechazos correctos. El 

porcentaje de rechazo nos indica la capacidad de la red de detectar cepas cuyo patrón 

no se incluye en la base de datos (detección de falsos positivos). 

ID EN TI F ICA CI ÓN A  N IV E L D E E SP E CI E  

Set de ensayo/validación. Una vez concluido el ensayo, las redes fueron primeramente 

interrogadas con los mismos sets de ensayo y validación. Para la identificación a nivel 

de especie, el número de iteraciones del ensayo (Tabla 5.2) fue de 100 (MLP, w4), y 80 

(MLP, w5). Las redes PNN no necesitan realizar iteraciones para alcanzar la 

convergencia necesaria. Se obtuvo un error final de ensayo más bajo para la red MLP, 

lo que indica un mejor funcionamiento global y un mejor ajuste. Para ambas redes, 

todas las cepas incluidas en los sets de ensayo y validación (100% de 40 patrones 

espectrales) fueron asignadas correctamente a sus clases respectivas (dos especies), 

independientemente del tipo de red o ventana. Este resultado no es sorprendente, 

puesto que estos tipos de redes neuronales pueden ajustar a cualquier función con la 

exactitud requerida. La mayor parte de los autores alcanzan un éxito del 100% al 

trabajar con el set de ensayo (Giacomini et al., 2000; Goodacre et al., 1996; Moschetti 

et al., 2001; Tintelnot et al., 2000). 
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FIGURA 5.5.  REPRESENTACIÓN ESQUEMÁTICA DE UNA RED NEURONAL ARTIFICIAL EN FUNCIONAMIENTO,  

MOSTRANDO MEDIANTE INTENSIDAD DE COLOR LA ACTIVACIÓN DE NEURONAS EN LA CAPA DE ENTRADA, LAS 

CAPAS OCULTAS Y LA CAPA DE SALIDA 

Set de datos de prueba. La Tabla 5.2 muestra asimismo los porcentajes de éxito en el 

reconocimiento de patrones para el set de datos de prueba (60 patrones espectrales). 

Para la identificación a nivel de especie (Tabla 5.2) se obtuvieron identificaciones del 

100% con las dos RNA, para el rango w4 y con un nivel del aceptación/rechazo de 

50/50. Sin embargo el rango de ventana empleado fue determinante, ya que la 

ventana w5 ofreció valores menores en identificación. Con la MLP se identificaron 

correctamente 59 cepas de 60 (98,3%) y con la PNN, 58 (96,7%).  

Uno de los objetivos principales del estudio era comprobar si las RNAs eran capaces de 

discriminar entre patrones estrechamente relacionados pertenecientes a otras cepas 

de Campylobacter y otros géneros. Esto conferiría a las RNAs una ventaja con respecto 

a otras técnicas multivariantes tales como el análisis cluster o el análisis discriminante. 

Con este objetivo, se emplearon varios patrones atípicos (Tabla 5.1). La red MLP dejó 

sin asignar todos los patrones atípicos. Por el contrario, el PNN identificó 

erróneamente varios patrones, asignando las huellas digitales de C. lari como 

pertenecientes a C.jejuni D. Así pues la capacidad de las redes para detectar elementos 

atípicos fue distinta, comportándose mejor la red MLP, que consiguió un 100% de 

detección tanto con el rango w4 como con el w5. Por el contrario, la red PNN obtuvo 

porcentajes muy bajos, y no fue capaz de detectar 3 cepas de 21 (85,71%) para el 

rango w4 y 5 cepas de 21 (76,19%) para el rango w5. 
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La efectividad de las RNAs en la identificación (expresado por las ratios de 

identificación y rechazo) está influida por varios factores: el tipo y la complejidad de la 

red, la calidad y el número de de patrones en los datos del set de ensayo, y el equilibrio 

entre el set de ensayo (número de ejemplos de ensayo para cada clase a identificar) 

(Al-Haddad et al., 2000; Basheer and Hajmeer, 2000; Moschetti et al., 2001). Aunque 

ambos tipos de redes (MLP, PNN) presentaron buenos porcentajes de identificación, la 

red MLP de cuatro capas ofreció resultados más positivos. La calidad de los datos de 

ensayo influyó también significativamente ya que de las dos ventanas usadas como 

entradas (Tabla 5.2), el rango w4 de la ventana obtuvo las ratios más altas de 

identificación y esto además de acuerdo con sus mejores propiedades de 

reproductibilidad (ver Capítulo 0). La variabilidad dentro del rango w5 es más alta que 

la de w4, e impide una buena discriminación por las RNAs. A pesar de emplearse sets 

de ensayo pequeños (40 patrones) en comparación el set de prueba (para que el 

proceso de computación no se sobrecargara), éste no interfirió en la capacidad de 

identificación de las redes, como describen otros autores (Carson et al., 1995; Freeman 

et al., 1994; Giacomini et al., 2000; Goodacre et al., 1994). El set de ensayo tenía el 

tamaño y la calidad adecuadas para cubrir todas las variaciones biológicas 

intragenotípicas dentro de cada taxón. Por esta razón, el set de ensayo no estaba 

equilibrado (los genotipos que demostraban alta variabilidad interna estaban 

sobrerrepresentados), pero el funcionamiento de las redes neuronales artificiales no se 

vio afectado. 

 

TABLA 5.2.  FUNCIONAMIENTO DE DOS RNAS CON RESULTADOS DE LA IDENTIFICACIÓN A NIVEL DE ESPECIE DE C.  

COLI  Y C.  JEJUNI EMPLEANDO LA PRIMERA DERIVADA DE ESPECTROS DE FT-IR  DEL SET DE PRUEBA,  CON UN NIVEL 

DE ACEPTACIÓN/RECHAZO DE 0,5/0,5. 

Identificación a nivel de especie   

Tipo de red MLP PNN 

Rango IR w4 w5 w4 w5 

Topología 300-38-38-2 200-36-36-2 300-27-2 200-27-2 

Nº de iteraciones 100 80   

Error final (training sum-square) 0,003342 0,004954 0,001301 0,00251 

Error final (test sum-square) 0,177627 0,144983 0,213745 0,293414 

% cepas correctamente identificadas 100 98,33 100 96,67 

% cepas erróneamente identificadas 0,0 1,67 0 3,33 

% cepas no asignadas 0 0 0 0 

% de valor de rechazo correcto 100 100 85,71 76,19 
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La Figura 5.6 y la Figura 5.7 muestran el porcentaje de éxito de la RNA MLP al modificar 

el nivel de aceptación/rechazo, para los rangos w4 y w5, respectivamente. Un nivel más 

alto de aceptación aumenta la confianza de la identificación, puesto que los patrones 

“dudosos” se dejan sin asignar. La confianza de la identificación puede ser medida y 

ajustada de esta manera, lo cual es importante en identificaciones que requieren 

rigurosidad como la identificación de patógenos. Para la red MLP, bajando el nivel de 

aceptación no se aumentó el porcentaje de identificaciones incorrectas. Otros autores 

han obtenido porcentajes de éxito variables aunque las diferencias en la metodología y 

en la tipología de RNAs no facilitan una comparación directa. Por ejemplo, usando una 

combinación de 3 patrones genómicos distintos, con tres redes de MLP se obtuvo un 

100% de éxito en identificación (Tuang et al., 1999). Se han obtenido también 

porcentajes superiores al 80%, superando métodos tales como el análisis discriminante 

(Moschetti et al., 2001). Tintelnot et al. (2000a) obtuvieron un 100% de 

discriminaciones entre dos especies de Candida. 
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FIGURA 5.6.  RESULTADOS DEL MÉTODO DE VALIDACIÓN CRUZADA PARA LA RNA.  FUNCIONAMIENTO DE LA RED 

MLP  (%  IDENTIFICACIONES CORRECTAS, ERRÓNEAS Y SIN ASIGNAR) PARA EL SET DE PRUEBA, EN EL RANGO W4,  

EMPLEANDO DISTINTOS NIVELES DE ACEPTACIÓN/RECHAZO 

 
FIGURA 5.7.  RESULTADOS DEL MÉTODO DE VALIDACIÓN CRUZADA PARA LA RNA.  FUNCIONAMIENTO DE LA RED 

MLP  (%  IDENTIFICACIONES CORRECTAS, ERRÓNEAS Y SIN ASIGNAR) PARA EL SET DE PRUEBA, EN EL RANGO W5,  

EMPLEANDO DISTINTOS NIVELES DE ACEPTACIÓN/RECHAZO. 
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En lo referente a la complejidad de la red, las redes MLP de cuatro capas con grandes 

sets de entrada (300 ó 200 puntos de las ventanas w4 y w5), con topología compleja 

(elevado número de neuronas de entrada y ocultas), era más lenta de ensayar pero no 

demostró problemas de sobreajuste (over-fitting) y por esa razón, se asumió que las 

técnicas para reducir la multidimensionalidad de los datos (PCA, (Goodacre et al., 

1996); ANOVA, (Tintelnot et al., 2000)) eran innecesarias, simplificando el pre-

procesado. 

ID EN TI F ICA CI ÓN A  N IV E L D E SU B ESP EC IE  

Los resultados mostrados en el anterior apartado ilustran la capacidad de la red 

neuronal artificial de cuatro capas para procesar los datos espectrales de FT-IR. En este 

experimento se quiso comprobar la capacidad de discriminación entre un número 

limitado de genotipos de Campylobacter jejuni y C. coli, teniendo en cuenta que 

presumiblemente, en las cepas de campo aisladas, no se encontrarían los patrones 

incluidos en la base de datos, y considerando el éxito obtenido en la identificación a 

nivel de especie. Los resultados obtenidos (Tabla 5.3) indican que las redes alcanzaron 

bajos porcentajes de identificación, lo que sería atribuible a la calidad del set de 

ensayo/verificación, que no contenía la mayoría de patrones espectrales 

pertenecientes a los genotipos presentes en las cepas de campo aisladas en nuestros 

experimentos anteriores. Así, empleando la ventana w4, la red MLP consiguió asignar 

un 60% de las cepas, y la PNN, un exiguo 33,33%. Por su parte, utilizando la ventana w5 

como datos de entrada, la red MLP alcanzó un 45% de asignación (27 cepas) y la PNN 

un 15% (9 cepas) (Figura 5.8).  

Estos resultados ponen de manifiesto, 1), la capacidad de las redes para dejar sin 

asignar los patrones no reconocidos en la base de datos, lo cual es una cualidad 

importante en los procedimientos de identificación, 2) que las bases de datos basadas 

en tipos FT-IR necesitan un gran número de patrones para que espectros nuevos 

puedan ser asignados con fiabilidad, 3), la necesidad de contar con patrones de 

calidad, lo que se pone de manifiesto observando la diferencia en eficiencia entre las 

ventanas w4 y w5. 
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TABLA 5.3.  FUNCIONAMIENTO DE DOS RNA  CON RESULTADOS DE LA IDENTIFICACIÓN A NIVEL DE SUBESPECIE DE 

C.  COLI  Y C.  JEJUNI (4  GENOTIPOS)  EMPLEANDO LA PRIMERA DERIVADA DE ESPECTROS IR,  CON UN NIVEL DE 

ACEPTACIÓN/RECHAZO DE 0,5/0,5 

Identificación a nivel de subespecie   

Tipo de red MLP PNN 

Rango IR w4 w5 w4 w5 

Topología 300-46-46-4 200-43-43-4 300-24-4 200-24-4 

Nº de iteraciones 310 250   

Error final (training sum-square) 0,08342 0,1249 0,0332 0,07841 

Error final (test sum-square) 0,431747 0,557491 0,21281 0,649314 

% cepas identificadas 60,00 45 33,33 15 

     

% cepas no asignadas 40,00 55 66,67 85 

 

La mayoría de las redes MLP desarrolladas para identificación microbiana se componen 

de 3 capas (con una única capa oculta), y la topología de cuatro capas no se ha 

utilizado apenas. En cualquier caso, al aumentar el número de neuronas en capas 

ocultas, igualmente lo hace la capacidad de modelización de la RNA (ajuste a patrones 

y capacidad de reconocimiento), pero también se enlentece el ensayo, y hay una 

tendencia mayor al sobreajuste (overfitting). Las RNAs desarrolladas con topología MLP 

de cuatro capas eran superiores en su funcionamiento, no viéndose afectada la 

capacidad de generalización. Las redes de cuatro capas han demostrado ser más 

eficaces que las de tres capas en la solución de problemas de gran complejidad, como 

por ejemplo el análisis gráfico de electroencefalogramas (Zhang and Roy, 2006) o la 

extracción de información (Han et al., 2003). De los resultados obtenidos se infiere que 

el reconocimiento de espectros derivatizados se consigue mejor con redes de cuatro 

capas. Es de destacar que se emplearon rangos completos del espectro (w4 y w5) como 

datos de entrada, y quizás esto explica el excelente comportamiento de este tipo de 

RNAs. 
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FIGURA 5.8.  RESULTADOS DE LA IDENTIFICACIÓN A NIVEL DE SUBESPECIE DE C.  COLI Y C.  JEJUNI (4  GENOTIPOS)  

EMPLEANDO LA PRIMERA DERIVADA DE ESPECTROS IR,  PARA DOS VENTANAS ESPECTRALES (W4 Y W5),  

EMPLEANDO DOS RNAS (MLP  Y PNN),  CON UN NIVEL DE ACEPTACIÓN/RECHAZO DE 0,5/0,5. 

 

Los dos prototipos de RNA, perceptron multicapa (MLP) y neuronal probabilística 

(PNN), fueron utilizados para analizar los datos de los espectros IR obtenidos de células 

intactas de Campylobacter jejuni y Campylobacter coli. Para establecer un 

procedimiento de identificación y tipificado consistente, los espectros infrarrojos 

medios de estas especies fueron obtenidos mediante espectroscopía de infrarrojos por 

transformada de Fourier (FT-IR). Los patrones de FT-IR de 81 cepas fueron 

preprocesados (normalizado, alisado y derivatización) y agrupados en sets de ensayo, 

de verificación y de prueba. Las dos topologías probadas (PNN, MLP) fueron 

desarrolladas y ensayadas para identificar o rechazar un número de patrones IR. Dos 

rangos de ventana (w4, 1200 - 900 cm−1; y w5, 900 - 700 cm−1) en el espectro medio IR 

se usaron como entrada a modelos de RNA empleados como sistemas de 

reconocimiento de patrón. Independientemente del sistema de RNA utilizado, todos 

los sets de ensayo fueron identificados correctamente a nivel de especie. Para el set de 

prueba, la red de cuatro capas de MLP resultó apropiada para reconocer datos de FT-IR 

puesto que identificó correctamente el 99,16% de patrones previamente desconocidos 

usando la ventana w4, y consiguió detectar patrones atípicos de cepas estrechamente 

relacionadas de Campylobacter y otras especies bacterianas. La red PNN obtuvo 

porcentajes más bajos en asignación y rechazo. En conjunto, las RNAs constituyen una 

herramienta matemática excelente en la identificación microbiana, puesto que pueden 
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reconocer con un alto grado de confianza huellas digitales FT-IR típicas y atípicas de 

Campylobacter spp. 

En el procedimiento de identificación de RNA desarrollado, una característica es la 

eficiencia desde el punto de vista del tiempo empleado puesto que elimina los pasos 

intermedios en el análisis matemático, simplemente realizando asignaciones a 

desconocidos. Si la red es desarrollada adecuadamente y se ensaya con los patrones de 

calidad, logra índices excelentes en la identificación y el rechazo, eliminando los 

problemas comunes en los ejercicios de identificación, tales como la existencia de 

falsos negativos y de falsos positivos. 
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6 CAPÍTULO VI.  IDENTIFICACIÓN DE ESPECIES Y TIPOS 

DE CAMPYLOBACTER EMPLEANDO ESPECTROS 

INFRARROJOS Y TÉCNICAS DE ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

MULTIVARIANTE (SDA  E INDICE DE DIFERENCIACIÓN) 

6.1 INTRODUCCIÓN  

6.1.1 S IST EMÁ TICA  BA CT ERI AN A  
En Taxonomía bacteriana, la Clasificación es el agrupamiento de organismos en grupos 

taxonómicos sobre la base de las relaciones o similitudes entre sus características. La 

Identificación se define como el proceso mediante el cual se asigna un elemento 

desconocido, representado por un conjunto de caracteres, a un grupo taxonómico 

encuadrado en una clasificación previa establecida y nominada. Es, por tanto, un 

proceso secundario en el tiempo, que presupone la existencia de información, 

adecuadamente catalogada, sin la cual el proceso posterior de asignación resulta 

infructuoso. Tanto la clasificación como la identificación hacen uso de técnicas 

matemáticas de agrupamiento y asignación. Clasificación e Identificación, forman, 

juntamente con la Nomenclatura (el proceso de asignar nombres a los grupos 

taxonómicos), lo que es conocido como Sistemática, que estudia la diversidad y los 

vínculos entre los organismos (Magee, 1993; Priest and Williams, 1993). 

6.1.2 ID ENTI FI CA CIÓN  
Entre los elementos comunes en todo proceso de asignación o identificación, se 

encuentran: 

• Base de datos fenotípicos o genotípicos donde se ordena la 

información referente a los diferentes grupos taxonómicos. 

• Elemento desconocido (a identificar) definido por un conjunto de 

caracteres fenotípicos o genotípicos. 

• Procedimientos matemáticos empleados para asignar el elemento 

desconocido al grupo taxonómico. Estos procedimientos comparan el 

elemento desconocido con la base de datos, midiéndose el grado de 

semejanza por medio de diversos coeficientes. 

El éxito del procedimiento de identificación va a depender de la clasificación previa, así 

como de la cantidad y calidad de los atributos utilizados en la caracterización. Por 

supuesto, la comparación matemática es clave. 

Existen disponibles una gran variedad de métodos fenotípicos y genotípicos para la 

clasificación e identificación de microorganismos patógenos, incluyendo 

Campylobacter (Moore and Madden, 2003; Wassenaar and Newell, 2000). Muchos de 

estos métodos generan patrones complejos cuya interpretación en los procesos de 
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clasificación e identificación necesita de técnicas estadísticas multivariantes (Moschetti 

et al., 2001). Entre las técnicas que ya se han descrito anteriormente se incluyen PFGE, 

AFLP, RAPD-PCR (Randomly amplified polymorphic DNA-PCR), o FT-IR. El tratamiento 

estadístico para clasificación de los patrones genotípicos o fenotípicos conlleva el 

cálculo de una matriz de similitudes o distancias y el uso de un procedimiento de 

agrupamiento como el análisis cluster (Mouwen et al., 2005). Una vez se dispone de 

una base de datos de patrones sistematizados (clasificados y nombrados) se puede 

realizar identificaciones o asignaciones de patrones desconocidos a los grupos ya 

establecidos.  

Entre los métodos para asignar elementos desconocidos a grupos ya establecidos está 

el análisis discriminante, mediante el cual se calculan funciones lineales (variables 

canónicas) de las variables que permiten una mejor discriminación de los taxones a 

diferenciar, al estar más cercanos al centroide de un grupo (Jackson et al., 1996; 

Jenrich, 1960; Moschetti et al., 2001). Otro procedimiento es el empleo de coeficientes 

que miden el grado de semejanza entre el elemento a identificar y los elementos 

incluidos en la base de datos. Un ejemplo de ello es el Índice de Diferenciación (Dziuba 

et al., 2007; Keirsse et al., 2006; Naumann et al., 1988; Naumann, 2000), que se ha 

empleado ocasionalmente en procesos de identificación. 

6.1.3 OB J ETIVO S  D EL T RA B AJ O  
Se ha pretendido evaluar y comparar la eficacia de dos sistemas de identificación 

numéricos (Análisis discriminante e Índice de Diferenciación), con el propósito final de 

minimizar los falsos negativos y falsos positivos que pueden interferir en sistemas de 

identificación asistidos por ordenador, especialmente importantes si se trabaja con 

microorganismos patógenos. Para ello se ha hecho uso de una base de datos de 

espectros IR pertenecientes a especies de Campylobacter, con el suficiente grado de 

separación taxonómica para permitir el uso de coeficientes de distancia o similitud. 

6.2 MATERIAL Y MÉTODOS  
En la Figura 6.1 y la Figura 6.2 se presentan los protocolos seguidos en los que se 

incluyen las etapas de preparación y análisis de las muestras, así como el desarrollo de 

las bases de datos, y la realización del proceso de identificación, bien con el Índice de 

Diferenciación o mediante el Análisis Discriminante (SDA). 
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FIGURA 6.1.  PASOS SEGUIDOS EN LA PREPARACIÓN Y ANÁLISIS DE LAS MUESTRAS PARA EL ANÁLISIS E 

IDENTIFICACIÓN USANDO SDA. 

 
FIGURA 6.2.  PASOS SEGUIDOS EN LA PREPARACIÓN Y ANÁLISIS DE LAS MUESTRAS PARA EL ANÁLISIS E 

IDENTIFICACIÓN USANDO EL ÍNDICE DE DIFERENCIACIÓN (D). 
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6.2.1 CEPA S  UTI LI ZA D AS  PA R A  LA  I D ENTI FI CA CIÓ N  CON SDA  E  ÍN DI CE D E  

DI FER EN CI ACIÓ N D  
Para la construcción de la base de datos se seleccionó un grupo de cepas previamente 

identificadas de Campylobacter termofílicos (Tabla 6.1), pertenecientes a las especies 

C. coli y C. jejuni, previamente genotipificadas en 4 tipos ERIC-PCR (Mouwen et al., 

2005; Weijtens et al., 1999). Además, se incluyeron en el análisis otras cepas tipo del 

género Campylobacter (Tabla 6.1) para probar la capacidad del sistema de 

identificación de detección de falsos positivos o rechazo. El resto de las cepas (20) 

permitió comprobar la capacidad de los sistemas en identificación y detección de falsos 

positivos. El mantenimiento de cepas y preparación de los inóculos se realizó como se 

ha descrito en 5.2.1. 

TABLA 6.1.  IDENTIDAD,  PERFIL ERIC-PCR, NÚMERO, Y CÓDIGO DE LAS CEPAS DE REFERENCIA INCLUIDAS EN LA 

BASE DE DATOS PARA LA IDENTIFICACIÓN 

Especie Perfil ERIC-PCR Nº cepas Código Espectros 

Campylobacter coli A 3 25w, 26w, 27w 3 

Campylobacter coli C 3 371w, 425w, 427w 3 

Campylobacter jejuni B 3 22w, 503w, 222w 3 

Campylobacter jejuni D 3 34w, 38w, 45w 3 

Campylobacter lari  1 CCUG 19512 3 

Campylobacter fetus 

subsp. fetus 

 1 CCUG 24982 3 

Campylobacter upsaliensis  1 CCUG 19559 3 

     

Escherichia coli  1 CECT 101 3 

Lactobacillus sakei  1 DSM 20017 3 

Lactobacillus plantarum  1 CECT 220 3 

Weissella viridescens  1 ATCC 12706 3 

C. jejuni  18 6, 10, 13, 32, 40, 
42, 47, 71, 105, 
111, 131, 156, 
167, 183, 198, 
204, 305, 306 

54 

C. coli  2 165, 302 6 

6.2.2 OB T EN CIÓN  D E LO S ESP ECT ROS  FT-IR 
Tras recogerse las colonias de la superficie de las placas de agar Brain Heart Infusion 

(BHIA) con asa de platino estéril, se suspendieron en 100 μl de agua estéril destilada y 

colocaron en una ventana de ZnSe, y se secaron en estufa (5 minutos, 60°C). Los 

espectros IR se midieron empleando un espectroscopio FT-IR (Perkin-Elmer System 

2000 FT-IR) equipado con un detector DTGS. Las medidas se registraron en el rango 

4000 a 600 cm-1, con intervalo de 1 cm-1 y resolución espectral de 4 cm-1. Se 

promediaron 20 espectros para obtener el espectro final. Los espectros IR se 

almacenaron digitalmente para la transformación posterior. 
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6.2.3 PRO CES ADO  PR EVIO  
Los espectros IR se procesaron (Transform.oy, “IR Data Manager”, Perkin-Elmer) 

conforme a lo explicado en el capítulo IV. El alisado (10 puntos de alisado) se realizó 

para reducir la cantidad de ruido. Se realizó una normalización (valor de absorción 

mínimo a 1800 cm-1, puesto a 0; valor de absorción máximo a alrededor de 1650 cm-1, 

puesto a 1) para reducir al mínimo cambios y desviaciones de la línea de fondo. La 

primera derivada (algoritmo Savitzky-Golay) se aplicó para realzar la resolución 

espectral. Finalmente, se escogió la parte más significativa del espectro (3000-2800 cm-

1; 1800-700 cm-1).  

6.2.4 DES AR RO LLO  D E LA  BA SE D E D ATO S  
Como primer paso del proceso de identificación, se creó una base de datos de 

referencia incluyendo un rango (450 puntos de las ventanas w1, w4 y w5) perteneciente 

a espectros IR (primera derivada) seleccionados de un número de cepas reducido (7). 

En comparación con la base de datos empleada en la identificación empleando RNA, la 

base de datos es mucho más reducida ya que teóricamente el proceso de identificación 

no requiere de muchos patrones IR, aunque sí se necesita que incluya una amplia 

representación de taxones caracterizados para que se produzcan identificaciones 

correctas. Aun disponiendo de un número bajo de cepas de referencia, se optó por 

limitar el número de réplicas, e incluir sólo aquellas genotipadas. 

6.2.5 EMP LEO  D EL ÍN DI CE D E DI FER EN CIA CIÓN  PA RA  LA  I D ENTI FI CA CIÓ N  
Para la identificación de espectros IR se calculó el índice de diferenciación 

(Differentiation Index, D; (Naumann, 2000)), que representa una medida de la similitud 

o diferencias existentes entre dos espectros IR.  
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En donde y1i, y2i son valores individuales de absorbancia de los dos espectros a 

comparar; n es el número de puntos en el rango de espectro a comparar; 1y  y 2y  son 

los valores de media aritmética de y1 y y2. Del valor del coeficiente de correlación 

obtenido, (ry1y2), se define el Índice de diferenciación Dy1y2 de acuerdo a la ecuación: 

Dy1y2 = (1- ry1y2) * 1000. D4 puede tener valores entre 0 y 2000. 

                                                           

4 D será cero cuando los valores en los rangos espectrales son idénticos, 1000 para 

valores que presentan una correlación inversa, y 2000 para espectros con correlación 

completa negativa (espectros no correlacionados). 
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El índice de Diferenciación (D) se obtuvo empleando una fracción del espectro IR 

(primera derivada) perteneciente a las ventanas w1, w4 y w5 compuesta de 450 puntos, 

comparando dicha fracción del espectro a examen con los espectros de taxones 

incluidos en la base de datos. En el proceso de identificación, el espectro a identificar 

se compara con todos aquellos incluidos en la base de datos, asignándose a aquél cuyo 

valor D es inferior. De acuerdo a la fórmula matemática, un valor D próximo a cero nos 

indica un alto grado de similitud entre los espectros comparados. De manera empírica 

se ha determinado que cuando se emplea el índice de diferenciación D para evaluar la 

similitud entre dos cepas, valores globales inferiores a 10 se consideran adecuados al 

analizar réplicas de muestras preparadas en ensayos independientes, y los valores D 

pueden ser de hasta 300 al comparar cepas de distintos géneros (Naumann, 2000). En 

otros estudios se acepta generalmente que valores inferiores a 75 indican que las 

cepas a estudio pertenecen a la misma especie (Mouwen et al., 2005). Hay que 

puntualizar que estos valores se ven influidos por la heterogeneidad del grupo 

microbiano a estudio y la variabilidad en su composición química. 

6.2.6 AN ÁLI SI S DI S CRI MIN AN TE CO MO  MÉTODO  D E I D ENTI FI CA CIÓ N  
Se empleó un análisis discriminante (SDA, Stepwise Discriminant Analysis) (Jenrich, 

1960) para seleccionar la parte del espectro (números de onda individuales) con el 

mayor poder de discriminación. En primer término se llevó a cabo un análisis canónico 

(canonical analysis) para crear una función de clasificación que permitiera diferenciar 

las cepas de la base de datos (a nivel de especie/subespecie). En procedimientos de 

identificación supervisados como el SDA, se lleva a cabo una clasificación previa de los 

elementos antes del análisis. En nuestro estudio, se pre-clasificaron las cepas de 

referencia en 7 grupos o clases, de acuerdo a los taxones identificados o genotipados 

disponibles.  

El análisis canónico maximiza la varianza existente entre categorías o clases y minimiza 

la presente dentro de cada grupo o clase. Durante el desarrollo de la función 

discriminante, se añaden o eliminan variables en función de su efecto sobre el 

parámetro lambda de Wilks (relación entre la variabilidad general intra-categoría y la 

variabilidad total) y su significación estadística medida por un test F. Se estiman las 

funciones lineales (variables canónicas) de las variables que dan lugar a la mejor 

discriminación de casos entre los grupos/clases predefinidos, y los casos sin asignar se 

atribuyen mediante la función de clasificación al grupo para el que se obtiene la mayor 

puntuación, o de manera equivalente, al grupo cuyo centroide está más próximo. Los 

valores canónicos (scores) y la distancia Mahalanobis se calculan de igual manera para 

presentar elementos gráficos en dos dimensiones. La distancia Mahalanobis, M, se 

define como M12=(x1-x2)S
-1(x1-x2), en donde S es la estimación conjunta de la matriz de 

covariancia intra-grupos y x1 y x2 son los vectores medios para los dos grupos. Así, M12 

es la distancia entre grupos en unidades de desviación estándar intra-grupos.  
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Todos los análisis, (incluyendo el cálculo de coeficientes, el agrupamiento de variables, 

el análisis canónico y los gráficos) se realizaron con el programa Statistica for Windows 

v. 4.5 (Statsoft Inc., USA). 

6.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

6.3.1 ID ENTI FI CA CIÓN  B AS A D A EN SDA 
Para construir el esquema de identificación, se realizó un SDA usando la ventana w4 

(1,200-900 cm-1) con las cepas de referencia (7 cepas pertenecientes al género 

Campylobacter, Tabla 6.1). El proceso matemático seleccionó 15 puntos (números de 

de onda) como parte de la función discriminante de identificación. La significación 

estadística de la separación de los grupos se detecta mediante la F ratio. El F ratio se 

calcula para cada pareja de clases o grupos, y el estadístico F se compara con la 

distribución F. Este valor (F) superó el valor crítico (P<0.001) (lo que indica que la 

varianza entre grupos es superior a la varianza intra-grupos) para todas las clases (7) 

consideradas. La separación de las clases previamente definidas se aprecia en la Figura 

6.3 donde se presenta el gráfico con las dos primeras dimensiones canónicas. 
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FIGURA 6.3.  D IFERENCIACIÓN DE 7  CEPAS DE REFERENCIA DE CAMPYLOBACTER  EMPLEANDO LOS COEFICIENTES DE 

LAS DIMENSIONES CANÓNICAS PRIMERA Y SEGUNDA EXTRAÍDAS DEL ANÁLISIS DISCRIMINANTE DE LA DERIVADA 

SEGUNDA DEL ESPECTRO IR EN EL RANGO 1,200-900 CM
-1

.  SE INCLUYERON TRES RÉPLICAS PERTENECIENTES A 

LAS CEPAS DE REFERENCIA. 

6.3.2 ID ENTI FI CA CIÓN  B AS A D A EN EL ÍN DI CE D  
La identificación empleando el índice de diferenciación permitió la asignación de 21 

espectros, no pudiendo realizarse para 39 patrones. Todas estas identificaciones se 

realizaron alcanzándose valores D inferiores a 75. El valor de 75 indica que, para el 

rango empleado (450 puntos de las ventanas w1, w4 y w5) existe un 92,5% de similitud 

entre los espectros comparados. Este valor de 75 ha sido seleccionado de manera 

empírica, pudiéndose emplear otro valor cercano. El empleo de valores inferiores 

incrementa la seguridad de la identificación y al mismo tiempo reduce el porcentaje de 

asignaciones. Se consideró el valor D de 75 como el idóneo después de consultar la 

bibliografía, y a la vista de las pruebas realizadas con el valor D de 50 (9 espectros 

asignados) y de 100 (100% de espectros asignados). 

6.3.3 CO MPA R A CIÓN  DE LO S  TR ES  SIST EMA S  EMP LEADO S  P AR A  L A  

ID ENTI FI CA CIÓ N D E CEPA S D E CAMP Y LO B ACT E R  T ER MO FÍ LI CO S  
La Figura 6.4 presenta los resultados obtenidos por los tres sistemas de identificación 

empleados.  
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Los resultados muestran que las RNA poseen una mayor capacidad de discriminación e 

identificación, aunque debe señalarse que los porcentajes de identificación a nivel de 

subespecie son bajos. Las RNA identificaron al 60% de los espectros presentados 

mientras que el índice de diferenciación lo hizo con el 35% mientras que el SDA se 

quedó en el 25%. Estos porcentajes son en general muy inferiores a los obtenidos por 

otros autores, siendo usual encontrar valores superiores al 80-90% de cepas 

identificadas con sistemas clásicos o moleculares. 

 

 
FIGURA 6.4.  RESULTADOS DEL PROCESO DE IDENTIFICACIÓN REALIZADO POR LOS SISTEMAS RNA (REDES 

NEURONALES ARTIFICIALES,  MLP  CON 4  CAPAS Y RANGO DE ENTRADA W4),  SDA (STEPWISE DISCRIMINANT 

ANALYSIS) Y D  (DIFFERENTIATION INDEX) SOBRE EL CONJUNTO DE CEPAS DE CAMPYLOBACTER. 

Existen varias razones que justifican estos pobres resultados en la identificación. En 

primer lugar, la base de de datos de referencia que se empleó era muy limitada en 

número y la representación de especies y genotipos mucho más reducida que la 

hallada por ejemplo en muestras de campo. Otro factor que puede tener gran 

influencia es el grado de diferenciación entre los distintos taxones, aunque el análisis 

SDA nos indica que la variabilidad intergrupos es muy superior a la intragrupos. 

En cuanto a la diferencia en porcentaje de identificación entre los métodos, existen 

varias razones que explican la distinta capacidad y eficacia de los sistemas. Uno de los 

motivos es quizás el número de puntos utilizados en cada sistema, siendo el más bajo 

para el SDA (15). El sistema de RNA emplea un rango entero (w4 o w5) con lo que el 

número de puntos empleados es de 300 ó 200 respectivamente. En el caso del índice 

de discriminación, se emplearon 450 puntos. Quizás el motivo más importante sea las 

diferencias en los análisis matemáticos, las que explican la eficiencia en términos de 
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porcentajes de identificación. Las RNAs emplean un grupo de patrones de ensayo 

(datos de entrada emparejados con una salida deseada) como entrenamiento y ajustan 

las ponderaciones asociadas con las conexiones mediante iteraciones hasta minimizar 

el error. El modelo de red obtenido permite realizar identificaciones, al reconocer un 

patrón desconocido y asignarlo a un elemento de la base de datos, incluso en caso de 

datos erróneos, o incompletos. 
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7 CONCLUSIONES  
 

1. La prevalencia media de Campylobacter termofílicos confirmados 

genotípicamente y detectada en el conjunto de muestras tomadas fue del 

45,5%, lo que representa tasas inferiores a las registradas a nivel nacional en 

otros estudios. Según el lugar de muestreo, la prevalencia media fue del 

44,8% en granja, 44,7% en matadero y 48,1% en comercio. Las muestras de 

broiler fueron las más contaminadas (55,6% global) seguidas por las de pollo 

ecológico (53,2%) y las de avestruz (30,4%). La prevalencia detectada en 

primavera fue del 43,4%, 61% en verano, 40,2% en otoño, y 39% en invierno.  

2. La antibiorresistencia media encontrada en Campylobacter termofílicos fue 

del 55,0% considerando las cepas aisladas y confirmadas genotípicamente. 

La tasa de resistencia media hallada fue del 58,3% en pollo de cría ecológica, 

57,0% en broilers y 46,2% en avestruz, lo que indica un importante uso de 

antibióticos en todos los tipos de producciones. Según el lugar de muestreo, 

la tasa de resistencia media hallada fue del 56,6% en granja, 55,7% en 

matadero y 51,0% en comercio minorista. Según la estación del año, la tasa 

de resistencia media hallada fue del 55,5% en primavera, 50,3% en verano, 

56,9% en otoño y 59,5% en invierno.  

3. La espectroscopía FT-IR posee propiedades apropiadas para su uso como 

método de caracterización y tipificación y para el estudio de relaciones 

taxonómicas entre las cepas. Puede asimismo emplearse en la identificación 

microbiana, requiriendo para ello una apropiada puesta a punto, una base 

de datos extensa y heterogénea, y un correcto análisis multivariante. 

Basándose en el análisis multivariante de los datos de espectros IR se 

observó un agrupamiento en función de la producción animal de 

procedencia, con las cepas aisladas de avestruz representando un clúster 

homogéneo y separado del resto. 

4. Las Redes Neuronales Artificiales constituyen un procedimiento adecuado 

para su empleo en la identificación de Campylobacter mediante espectros 

IR, siempre que la base de datos sea cualitativa y cuantitativamente 

adecuada en la inclusión de taxones. Empleando redes de cuatro capas, la 

ventana w4 como datos de entrada y con un nivel del aceptación/rechazo de 

50/50, se obtuvo un porcentaje de identificación a nivel de especie del 100% 

con las dos RNA. A nivel de subespecie, la red MLP consiguió asignar un 60% 

de las cepas, y la PNN, un 33,33%. Las redes mostraron una gran efectividad 

en la detección de falsos positivos. Empleando la ventana w4, ambas redes 
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detectaron el 100% de patrones atípicos, descendiendo al 85,71% y 76,19% 

para MLP y PNN respectivamente cuando se utilizaba la ventana w5.  

5. Los procedimientos de identificación de Campylobacter a nivel de 

subespecie basados en el Análisis discriminante y el Índice de diferenciación 

obtuvieron resultados inferiores a las RNAs con porcentajes de identificación 

del 35% (D) y del 25% (SDA), mostrando que ambos poseen menor 

flexibilidad que las RNA y requieren de bases de datos amplias, no siendo 

además completamente eficaces en la detección de elementos atípicos.  
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8 ANEXO  

8.1 GLOSARIO  
Absorbancia. Unidad usada para la medición de la cantidad de radiación IR absorbida 

por una muestra. La absorbancia, empleada generalmente como unidad del eje Y en la 

representación de los espectros IR, viene definida por la Ley de Beer y es directamente 

proporcional a la concentración. 

Alisado. Técnica de manipulación de espectros empleada para reducir la cantidad de 

“ruido” presente en el mismo. 

Aprendizaje supervisado. Procedimiento empleado al disponer de conjuntos de datos 

de entrada previamente clasificados o cuya respuesta objetivo se conoce. En el 

aprendizaje no supervisado o autoorganizado, no necesitan de tal conjunto previo.  

Aprendizaje. Consiste en proporcionar a la RNA datos como entrada a su vez que se le 

indica cuál es la salida (respuesta) esperada. 

Co-adición. El proceso de añadir interferogramas para aumentar la relación 

señal/ruido. 

Corresistencia. Se produce cuando la información genética que codifica varios 

mecanismos de resistencia no relacionados se transmite en una sola ocasión/un solo 

proceso (generalmente mediante elementos móviles tales como plásmidos) y se 

expresa en los nuevos huéspedes bacterianos. 

Detector DTGS (Deuterated Triglycine Sulfate). Detector piroeléctrico de sulfato de 

triglicina deuterada. Usado en los espectroscopios FT-IR, dado su fácil manejo, buena 

sensibilidad, amplia respuesta espectral y excelente linealidad. 

Espectro de fondo (background). Espectro adquirido sin muestra interpuesta en el haz 

infrarrojo. El objetivo de un espectro de fondo es medir la contribución del 

instrumental y del medio al espectro.  

Función de Activación. Se utiliza para, en una neurona, definir la salida a partir de una 

entrada o un conjunto de entradas. La función de activación combina el potencial 

postsináptico, que nos proporciona la función de propagación, con el estado actual de 

la neurona para conseguir el estado futuro de activación de la neurona. 

Función de error. Se usan al ensayar una RNA, existiendo varios tipos según el tipo de 

red. Por ejemplo, se puede emplear el criterio de mínimos cuadrados para medir el 

ajuste de la red entre el patrón de ensayo y el valor esperado (salida real y esperada). 

El error de la neurona se propaga normalmente dentro del algoritmo de aprendizaje de 

otra neurona. Este término de error es algunas veces denominado error actual. El error 
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nos da una medida de la capacidad del modelo para predecir los datos de 

ensayo/verificación. 

Función de propagación (o ponderación). Se encarga de transformar las entradas que 

provienen de la sinapsis en el potencial de la neurona. Normalmente se usa como 

función de propagación la suma ponderada de las entradas multiplicadas por los pesos. 

Función de Salida. Esta función convierte el estado de la neurona en la salida hacia la 

siguiente neurona que se transmite por las sinapsis. Usualmente no se considera y se 

toma la identidad, esto es, de manera que la salida es el propio estado de activación de 

la neurona. 

Gen doméstico (housekeeping gene). Gen involucrado en el mantenimiento de las 

funciones básicas de la célula. 

Interferograma. Es la medida original obtenida por un espectroscopio FT-IR, la cual 

sufre la transformación de Fourier para generar un espectro infrarrojo. 

Iteración o epoch. Al realizarse el ensayo de la red neuronal, es una exposición única 

del conjunto de ensayo completo, seguida por la exposición del set de verificación. 

Longitud de onda. Distancia entre dos máximos adyacentes o valles de una onda de 

luz. 

Neurona artificial. Dispositivo simple de cálculo que, a partir de un vector de entrada 

procedente del exterior o de otras neuronas, proporciona una única respuesta o salida. 

Neurona. Una unidad de la red neuronal. 

Normalización. El resultado de dividir todos los valores de absorbancia de un espectro 

por el valor máximo de absorbancia. Ello sitúa la escala del eje Y en un valor entre 0 y 

1. 

Número de onda. 1/longitud de onda; la unidad del número de onda es cm-1, y se 

emplean frecuentemente como unidades del eje X en la representación de los 

espectros infrarrojos (1 µm = 1,000 nm = 10,000 cm-1, 5 µm = 5,000 nm = 2,000 cm-1). 

Producción ecológica. De acuerdo a lo establecido en el Reglamento (CE) Nº 834/2007 

del Consejo de 28 de junio de 2007, sobre producción y etiquetado de los productos 

ecológicos, la producción ecológica incluye el uso de métodos de producción 

conformes a las normas establecidas en dicho Reglamento en todas las etapas de la 

producción, preparación y distribución. 

Red Neuronal Probabilística (PNN). Son un tipo de RNA que usa aproximaciones 

(basadas en kernel) para obtener una estimación de las funciones de densidad de 

probabilidad de clases para resolver un problema de clasificación.  
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Red perceptron multicapa (MLP). Son un tipo de RNA que constan de una capa de 

entrada y una capa de salida y una o más capas ocultas. Dichas capas se unen de forma 

total hacia delante, esto es, la capa entrada se une con la primera capa oculta y esta 

con la siguiente y la última capa oculta se une con la capa de salida (ver Figura 5.1). 

Redes neuronales artificiales (RNA). Son sistemas que hacen uso de los principios 

conocidos de la organización del cerebro humano. Consisten en un número de 

procesadores independientes y simples, llamadas neuronas. Estas neuronas se 

comunican con otras por medio de conexiones ponderadas, los pesos sinápticos. 

Redes unidireccionales o feedforward. Son redes multicapa, en las que las neuronas 

de cada capa reciben información de las de la capa precedente y la transmiten a la 

capa siguiente, y donde las neuronas no están interconectadas dentro de cada capa de 

la red. 

Resistencia cruzada. Se refiere al fenómeno de resistencia antibiótica mediado por un 

mismo mecanismo bioquímico que confiere resistencia para múltiples drogas. El 

término Resistencia cruzada se usa para referirse a una cepa que posee un mecanismo 

de resistencia que le permite sobrevivir a los efectos de varias moléculas 

antimicrobianas. 

Resistencia múltiple o multirresistencia. Se define cuando una cepa bacteriana es 

resistente a varios antimicrobianos o tipos de antimicrobianos distintos.  

Resolución. Medida de la capacidad de un espectrómetro IR para distinguir rasgos o 

características en un espectro próximas entre sí. Por ejemplo, si dos atributos están 

separados por 4 cm-1 y pueden ser fácilmente distinguidos, el espectro tiene al menos 

una resolución de 4 cm-1. 

Retropropagación (back propagation). Es un potente algoritmo de ensayo muy usado 

en la mayor parte de las RNA, y muy apropiado para los ensayos con las redes 

perceptron multicapa. El sistema de ensayo retropropagación consiste en:  

• Empezar con unos pesos sinápticos cualquiera (generalmente elegidos al azar). 

• Ensayar unos datos de entrada elegidos al azar. 

• Dejar que la red genere un vector de datos de salida (propagación hacia delante). 

• Comparar la salida generada por la red con la salida deseada. 

• La diferencia obtenida entre la salida generada y la deseada (denominada error) 
se usa para ajustar los pesos sinápticos de las neuronas de la capa de salida. 

• El error se propaga hacia atrás (back-propagation), hacia la capa de neuronas 
anterior, y se usa para ajustar los pesos sinápticos en esta capa. 

• Se continua propagando el error hacia atrás y ajustando los pesos hasta que se 
alcance la capa de entradas. 

Sobreaprendizaje. Al emplear un algoritmo de ensayo iterativo, se produce 

sobreaprendizaje cuando el algoritmo se ejecuta en muchas ocasiones (epochs), con lo 

que la red aprende los patrones del conjunto de ensayo de forma muy precisa, pero 
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pierde en capacidad de generalización al enfrentarse a nuevos datos del conjunto de 

validación. 

Topología de la RNA. Se refiere a la estructura de la RNA incluyendo el número de 

elementos (neuronas de las distintas capas, etc.) así como a la interconexión entre 

ellos. 

Transformada de Fourier. Cálculo realizado en un interferograma para convertirlo en 

un espectro infrarrojo. 

Umbral de clasificación. Las RNA que realizan clasificación deben traducir el nivel de 

activación numérica de la neurona de salida a una variable nominal. En nuestro caso, el 

nivel de activación numérica de la neurona de salida determina la clase (o grupo 

taxonómico) de salida. 

Verificación cruzada (cross-verification, cross-validation). Empleo de un conjunto de 

datos auxiliares (conjunto de verificación) durante el ensayo. Mientras que el conjunto 

de ensayo se usa para ajustar los pesos, el conjunto de verificación mantiene un 

control independiente que garantiza que la RNA aprende a generalizar.  

8.2 ACRÓNIMOS Y ABREVIATURAS  
AFLP. Amplified Fragment Length Polymorphism 

Bp. Pares de bases 

CSR. Community Summary Report on trends and sources of zoonoses, zoonotic agents 

and food-borne outbreaks in the European Union 

DALY. Disability Adjusted Life Years 

DSMZ. Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen  

DTGS. Sulfato de triglicina deuterada 

ECDC. European Center for Disease Prevention and Control 

EFSA. European Food Safety Authority 

ELISA. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ensayo por inmunoabsorción ligado a 

enzimas) 

ERIC-PCR. Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-Polymerase Chain Reaction 

FT-IR spectroscopy (Fourier Transform Infrared spectroscopy). Espectroscopía de 

infrarrojos con transformada de Fourier 

ICMSF. International Commission on Microbiological Specifications for Foods  

ICSB. International Committee on Systematic Bacteriology  
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ICSP. International Committee on Systematics of Prokaryotes 

IR. Infrarrojos  

LPS. Lipopolisacárido  

MAPA. Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentación 

MARM. Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Marino 

MSC. Ministerio de Sanidad y Consumo 

NACMCF. National Advisory Committee on Microbiological Criteria for Foods 

NAG. N-acetilglucosamina  

NAM. Ácido N-acetilmurámico 

NCCLS. National Committee for Clinical Laboratory Standards 

OFSP. Office Fédéral de la Santé Publique (Suiza) 

PCA. Principal Components Analysis (Análisis de componentes principales) 

PFGE. Pulsed-Field Gel Electrophoresis (Electroforesis en gel de campo pulsante) 

RFLP-PCR. Restriction Fragment Length Polymorphism-Polymerase Chain Reaction 

RNA. Red Neuronal Artificial 

rRNA. Acido ribonucleico ribosomal 

SDA. Stepwise Discriminant Analysis 

SII. Síndrome de intestino irritable 

SIM. Sistema de Información Microbiológica 

USDA-FSIS. United States Department of Agriculture. Food Safety and Inspection 

Service  
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8.3 PREPARACIÓN DE MEDIOS DE CULTIVO  

Preston Campylobacter Selective Enrichment Broth (PEB): Se disolvieron 12,5 g de 

Nutrient Broth (Oxoid) en 475 ml de agua destilada y se esterilizó mediante 

autoclavado (15 min.; 121°C). Seguidamente se enfrió en baño de agua a 47°C y 

posteriormente se añadieron en condiciones asépticas 25 ml de sangre lisada de 

caballo (Oxoid), un vial de Preston Campylobacter Selective Supplement (Oxoid) 

reconstituido con 2 ml 50/50 de agua destilada estéril y acetona (Panreac), y un vial de 

Campylobacter Growth Supplement (Oxoid) con 2 ml de agua destilada estéril. 

Preston Campylobacter Selective Agar (PA): Se disolvieron 18,5 g de Campylobacter 

Agar Base (Oxoid) en 475 ml de agua destilada y se llevó a ebullición hasta disolución, 

esterilizándose mediante autoclavado a 121°C, 15 min. Seguidamente se enfrió en 

baño de agua a 47 °C y se añadieron asépticamente 25 ml de sangre lisada de caballo 

(Oxoid), y un vial de Preston Campylobacter Selective Supplement (Oxoid) 

reconstituido con 2 ml 50/50 de agua destilada estéril y acetona. 

Campy-Blood Free Selective Medium (CCDA): Se disolvieron 45,5 g de medio en 1l de 

agua purificada mediante enérgica agitación y se llevó a ebullición hasta disolución, 

esterilizándose mediante autoclavado a 121°C durante 15 min. Tras enfriarse a 45 - 

50°C, se añadieron 4 ml de una solución acuosa filtrada y esterilizada con 32 mg de 

cefoperazona. Tras su mezclado final del medio se prepararon las placas de Petri. 

TABLA 8.1.  COMPOSICIÓN DE LOS DIFERENTES SUPLEMENTOS Y MEDIOS  

Nutrient Broth Nº2 (OXOID CM67) Lab-Lemco Powder (10 g / l) 
 Peptona (10 g / l) 
 Cloruro sódico (5 g / l) 
 pH = 7,5 +/- 0,2 

Campylobacter Agar Base (OXOID CM689) Lab-Lemco Powder (10 g / l) 
 Peptona (10 g / l) 
 Cloruro sódico (5 g / l) 
 Agar (12 g / l) 
 pH = 7,5 +/- 0,2 

Campylobacter Selective Supplement (OXOID SR117) Polimixina B 2500 IU 
 Rifampicina 5 mg 
 Trimetoprim 5 mg 
 Cicloheximida 50 mg 

Campylobacter Growth Supplement (OXOID SR 84) Piruvato sódico 0,125 g 
 Metabisulfito sódico 0,125 g 
 Sulfato ferroso 0,125 g 

Campy-Blood Free Selective Medium (Modified CCDA-Preston) Caldo nutritivo nº 2 25 g 
 Carbón bacteriológico (charcoal) 4 g 
 Hidrolizado ácido de caseína 3 g 
 Desoxicolato sódico 1 g 
 Sulfato ferroso 0,25 g 
 Piruvato sódico 0,25 g 
 Agar 12 g 
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