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1. RESUMEN 

 

Las especies termófilas de Campylobacter, especialmente C. jejuni y C. coli, han sido 

reconocidas como importantes patógenos gastrointestinales desde finales de la 

década de los 70. En general, son microorganismos comensales del intestino de los 

animales que suelen dar lugar a patologías de distinta gravedad en el hombre que 

van desde procesos asintomáticos, dolor abdominal o diarrea, hasta neuropatías 

graves como el Síndrome de Guillain-Barré o su variante, el síndrome de Miller Fisher.  

Actualmente, la campilobacteriosis es la principal zoonosis de transmisión alimentaria 

en la Unión Europea, asociada al consumo y manipulación de alimentos de origen 

animal, en especial carne de ave. También se ha descrito la existencia de otras vías de 

transmisión como el consumo de agua contaminada y el contacto con animales 

(domésticos o salvajes) o con ambientes contaminados. Debido a su fragilidad y sus 

requerimientos específicos, se trata de un microorganismo de cultivo “fastidioso”. 

En el presente trabajo de tesis doctoral se ha estudiado la presencia de Campylobacter 

termófilos en muestras obtenidas en animales y alimentos en distintas fases de la 

cadena alimentaria (contenido cecal y piel de cuello de pollo, así como pechuga de 

pollo fresca envasada), en efluentes urbanos de una planta de tratamiento de aguas 

residuales y en heces de animales de vida libre (domésticos y salvajes) ubicados en un 

entorno geográfico compartido. La finalidad del estudio fue comparar diferentes 

protocolos de detección de Campylobacter y obtener información sobre su 

epidemiología. Adicionalmente, se propuso el estudio de la presencia de un sistema 

de secreción de proteínas (sistema de secreción tipo VI o SST6), relacionado con la 

patogenicidad y supervivencia de algunas cepas de Campylobacter. 

Los resultados obtenidos mediante cultivo descritos en los trabajos de investigación, 

implican la presencia de Campylobacter termófilos en prácticamente la totalidad de 

las matrices analizadas, con la excepción de la cabra montés. La proporción de 

muestras positivas varió en función de la matriz analizada, siendo mayor en muestras 

de piel de cuello (35/38; 92%) y contenido cecal (34/38; 90%), seguida de pechuga de 

pollo fresca envasada (29/38; 76%), efluentes urbanos (32/50; 64%), jabalí (22/150; 

15%) y ganado vacuno criado en extensivo (7/55; 13%). La proporción de positivos 

también varió en función de los distintos protocolos de detección utilizados, 
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funcionando mejor la siembra directa en muestras de contenido cecal (34/38, 90%) y 

piel de cuello (31/38; 82%), y el enriquecimiento en muestras de pechuga de pollo 

fresca envasada (26/38; 68%) y efluentes urbanos (19/50; 38%). Por otro lado, la PCR 

en tiempo real confirmó la presencia de ADN de C. jejuni y/o C. coli en un elevado 

porcentaje de muestras en todos los estudios: contenido cecal (37/38; 97%), piel de 

cuello (38/38; 100%), pechuga de pollo fresca envasada (37/38; 97%) y efluentes 

urbanos (50/50; 100%). Los resultados obtenidos podrían interpretarse como el 

máximo teórico de muestras positivas, teniendo en cuenta que la PCR no distingue 

entre células vivas, muertas o ADN libre. Además, esta técnica permitió la 

cuantificación de Campylobacter termófilos en las muestras de forma rápida, lo cual 

facilitaría la elección del protocolo de cultivo más adecuado en función de la carga 

bacteriana. 

En cuanto a las especies detectadas, la distribución de las mismas varió en función de 

la matriz analizada, siendo mayor la proporción de aislados de C. coli en muestras de 

contenido cecal (55/82; 67%), pechuga de pollo (27/48; 56%) y efluentes urbanos 

(53/77; 69%), mientras que en piel de cuello la proporción de C. jejuni fue mayor 

(64/103; 62%). Además, la proporción de especies detectadas se vio influenciada 

significativamente por el protocolo de detección empleado, observándose que el 

enriquecimiento favoreció la detección de C. coli en muestras de la cadena alimentaria 

y efluentes urbanos, mientras que la siembra directa obtuvo una mayor proporción de 

muestras positivas a C. jejuni. De esta manera, la utilización de diversos protocolos de 

detección de Campylobacter favorecería la identificación de las distintas especies 

presentes en la muestra.  

En el estudio llevado a cabo en animales de vida libre, se detectó C. jejuni en jabalí y 

ganado vacuno criado en extensivo (1/150; 0,7% vs 5/55; 9%), aunque C. coli sólo se 

identificó en muestras de jabalí (3/150; 2%). También se observó C. lanienae en ambos 

grupos (12% en jabalí vs 2% en ganado vacuno criado en extensivo), siendo la especie 

predominante en el jabalí. Estos resultados indicarían que podría existir un flujo 

potencial de Campylobacter entre jabalí y ganado bovino criado en extensivo. En 

nuestra zona de estudio, la cabra montés no desempeña ningún papel en la 

epidemiología de esta bacteria. 

Por otro lado, la caracterización genética de los aislados de la cadena alimentaria 

indica que la matriz con mayor riqueza de genotipos es la piel de cuello. En base a los 

genotipos obtenidos, los aislados de Campylobacter encontrados en las muestras de 
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pechuga y piel de cuello podrían proceder tanto del mismo animal y/o lote, como de 

contaminaciones cruzadas con cepas de animales y/o lotes diferentes en el matadero. 

Asimismo, la riqueza de genotipos encontrada fue disminuyendo al final de la cadena 

de producción, viéndose influenciada por el protocolo de cultivo empleado. De este 

modo, la elección de un determinado protocolo de cultivo microbiológico podría ser 

especialmente relevante en estudios epidemiológicos comparados. 

En lo referente a la caracterización de la resistencia a antimicrobianos en efluentes 

urbanos, se identificó una mayor proporción de resistencias en aislados de C. coli que 

en aislados de C. jejuni, siendo significativa la diferencia encontrada para 

estreptomicina y tetraciclina (p<0,001). El hecho de que los patrones de resistencia 

detectados sean similares a los descritos en aislados humanos, sugiere la posibilidad 

de utilizar esta matriz como un buen indicador del nivel de resistencias en cepas de 

Campylobacter de la comunidad. 

Por último, se detectaron los trece genes que conforman el SST6 en el 14% (9/63) de 

los aislados de C. jejuni analizados. Se identificaron aislados positivos en todas las 

matrices de la cadena alimentaria (contenido cecal, piel de cuello y pechuga de pollo 

fresca envasada), aunque ninguno de los aislados de efluentes urbanos fue positivo. 

Nuestros resultados indican que la presencia del gen hcp (hemolysin coregulated 

protein), utilizado como indicador de la presencia de SST6, no implica la presencia del 

sistema completo, ya que algunas cepas poseían dicho gen y carecían del resto de 

genes propios del sistema (2/63; 3%). Así, el gen hcp no debería ser utilizado como 

marcador único para determinar la presencia del SST6 completo. 
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2. SUMMARY 

 

Thermophilic Campylobacter species, in particular C. jejuni and C. coli, have been 

recognized as important gastrointestinal pathogens since the late 70s. Generally, they 

are commensal microorganisms of the animal intestine. However, these bacteria often 

result in pathological processes in the human gut, varying in severity from subclinical 

colonization, abdominal pain or diarrhea to severe neuropathies like Guillain-Barré 

syndrome or its variant, Miller Fisher syndrome.  

Currently, campylobacteriosis is recognized as the most frequent food-borne 

zoonoses in the European Union, associated with meat handling and consumption, 

especially poultry meat. In addition, there are alternative ways of transmission, such 

as consumption of contaminated water and contact with animals (both domestic and 

wild) or polluted environments. Due to its fragility and specific growth requirements, 

it is considered a "fastidious-growth" microorganism. 

In the present doctoral thesis, the presence of thermophilic Campylobacter in samples 

from foods and animals taken at different stages of the food chain (chicken ceacal 

content, chicken neck skin and packed fresh chicken breast) was investigated. In 

addition, urban effluents from a sewage water treatment plant, and faeces from free-

living animals (domestic and wild) located in a shared geographical environment, were 

included in the analyses. The purpose of the study was to compare different protocols 

for Campylobacter detection and to obtain information of its epidemiology. 

Additionally, the study of the presence of a protein secretion system (type VI secretion 

system or T6SS), related to pathogenicity and survival of some strains of 

Campylobacter, was performed. 

The results obtained by microbiological culture indicated presence of thermophilic 

Campylobacter in almost all matrices analyzed, with the exception of the Iberian ibex. 

The proportion of positive samples varied depending on the matrix analyzed, with 

higher incidence in neck skin samples (35/38; 92%) and ceacal content (34/38; 90%), 

followed by packed fresh chicken breast (29/38; 76%), urban effluents (32/50; 64%), 

wild boar (22/150; 15%) and free-ranging cattle (7/55; 13%). Moreover, the proportion 

of positive samples varied depending on the various protocols that were used. Direct 

plating obtained the best results for ceacal content (34/38, 90%) and neck skin (31/38;
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82%), while enrichment resulted in more positive samples for freshly packed chicken 

breast (26/38; 68%) and urban effluents (19/50; 38%). Real-time PCR confirmed the 

presence of C. jejuni and/or C. coli DNA in a high percentage of samples for all 

matrices: ceacal contents (37/38; 97%), neck skin (38/38, 100%), freshly packed chicken 

breast (37/38; 97%) and urban effluents (50/50, 100%). These results could be 

considered as the theoretical maximum of positive samples, acknowledging that PCR 

does not distinguish between presence of live, dead bacterial cells or free DNA. 

Additionally, this technique offered quantitative estimates on the amount of 

thermophilic Campylobacter DNA in each sample, which could be useful as a guide to 

choose the most suitable detection protocol that corresponded with the identified 

bacterial load. 

The distribution of the detected species varied depending on the matrix analyzed. A 

higher proportion of C. coli isolates was found in ceacal content (55/82; 67%), chicken 

breast (27/48; 56%) and urban effluents (53/77; 69%), while a higher proportion of C. 

jejuni was observed in neck skin samples (64/103; 62%). Furthermore, it was 

discovered that the proportion of species detected was significantly influenced by the 

detection protocol used, since enrichment favored the detection of C. coli in samples 

of the food chain and urban effluents, while direct plating achieved a higher 

proportion of samples positive to C. jejuni. Thus, the use of various protocols for 

Campylobacter detection could favor the identification of the different species present 

in the sample.  

In the study conducted in free-living animals, C. jejuni was detected in wild boar and 

free-ranging cattle (1/150; 0.7% vs 5/55; 9%), whereas C. coli was only identified in 

wild boar samples (3/150, 2%). Besides, C. lanienae was observed in both groups (12% 

in wild boar vs 2% in free-ranging cattle), being the predominant species in wild boar. 

These results indicate that there may be a potential exchange of Campylobacter 

populations between wild boar and free-ranging cattle. In our study area, it seems that 

Iberian ibex does not play a role in the epidemiology of these bacteria. 

The genetic characteristics of the isolates obtained from the food chain were 

determined. The results indicated that the bacterial population isolated from neck skin 

had the greatest richness of genotypes. Based on the genotypes obtained, it was 

concluded that Campylobacter isolates found in samples of breast and neck skin may 

have resulted from both contamination from the same animal and/or batch 

(autogenous contamination), as well as from cross contamination with strains coming 
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from different animal batches at the slaughterhouse. Moreover, the richness of 

genotypes found tended to decline towards the end of the production chain. These 

findings were influenced by the culture protocol used, which means that the choice of 

a particular microbiological culture protocol could have important implications when 

comparing epidemiological studies. 

The antimicrobial resistance of the obtained isolates was determined, and the 

outcome of this resulted in a higher proportion of resistance in C. coli than in C. jejuni 

isolated from urban effluents, although the difference found was only significant for 

streptomycin and tetracycline (p<0.001). The fact that the resistance patterns detected 

in urban effluents are similar to those described in human isolates, suggests the 

possibility of using this matrix as a reliable indicator of the level of resistance in 

Campylobacter isolates present in the community. 

A final analysis concentrated on the thirteen genes that make up the T6SS; these were 

detected in 14% (9/63) of C. jejuni isolates tested. Positive isolates to this mechanism 

were identified in all matrices of the food chain (ceacal content, neck skin and freshly 

packed chicken breast), although none of urban effluent isolates was found positive. 

Our results indicate that the presence of the hcp gene (coding for hemolysin 

coregulated protein), cannot be used as a marker of the presence of T6SS, since some 

strains that contained this gene lacked other genes of T6SS (2/63; 3%). Consequently, 

hcp gene should not been applied as the sole indicator for the presence of a complete 

T6SS. 
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3. INTRODUCCIÓN 

 

3.1. Campylobacter 

3.1.1. Antecedentes históricos 

La primera observación de Campylobacter tuvo lugar en 1886 [1], aunque no fue hasta 

1906 cuando se aisló a partir de la mucosa uterina de una oveja gestante [2]. El mismo 

organismo también fue aislado en 1919 en abortos bovinos en Estados Unidos (EEUU), 

denominándose Vibrio fetus [3]. Años más tarde, este microorganismo se relacionó 

con casos de disentería en terneros y cerdos, describiéndose dos nuevas especies: 

Vibrio jejuni y Vibrio coli, respectivamente [1]. En 1942, se publicó un estudio en el 

que se advirtió la asociación entre la presencia de V. jejuni y un brote de gastroenteritis 

en varios centros penitenciarios del estado de Illinois, en EEUU [4].  

En la década de los 50, se hizo una clara distinción entre los vibrios clásicos (V. fetus), 

relacionados con problemas reproductivos, y aquellos cuya temperatura de 

crecimiento era cercana a los 42°C (V. jejuni y V. coli), asociados a procesos 

gastrointestinales [5]. La creación del género Campylobacter tuvo lugar en 1963 

gracias a Sebald y Véron, que propusieron la separación de estos microorganismos 

del género Vibrio, a pesar de su semejanza morfológica [6]. En 1968, se aisló 

Campylobacter jejuni a partir de muestras de sangre y heces de un paciente con fiebre 

y diarrea, siendo reconocido oficialmente como patógeno entérico para el hombre en 

la década de los 70 [1]. 

Actualmente, dentro de la familia Campylobacteraceae, se incluyen tres géneros: 

Campylobacter, Arcobacter y Sulfurospirillum. Tanto los microorganismos del género 

Campylobacter como los del género Arcobacter, incluido previamente en el género 

Campylobacter por su semejanza fenotípica, han sido reconocidos como patógenos 

para el hombre y los animales. Sin embargo, las bacterias del género Sulfurospirillum 

han sido aisladas de suelo y aguas contaminadas pero no han sido relacionadas ni con 

personas ni con animales [6]. 

3.1.2. Características generales 

Campylobacter es un microorganismo Gram negativo, incluido en el orden 

Campylobacterales, familia Campylobacteraceae, género Campylobacter. Se trata de 



Introducción 
 

24 
 

bacterias de pequeño tamaño (0,2-0,8 µm de grosor y 0,5-5 µm de longitud). 

Generalmente son oxidasa positivas, a excepción de Campylobacter gracilis [7]. Tienen 

forma de “S” o espiral en fase de crecimiento logarítmico, pero pueden adquirir forma 

cocoide en cultivos prolongados o cuando están expuestos a altas concentraciones 

de oxígeno [8]. Muestran un movimiento rápido y característico en forma de 

sacacorchos gracias a la presencia de un flagelo, el cual puede aparecer en uno o 

ambos extremos [9]. Existen algunas excepciones como algunas cepas inmóviles de 

las especies C. gracilis y Campylobacter hominis o con múltiples flagelos como 

miembros de la especie Campylobacter showae [6].  

3.1.3. Especies incluidas  

Actualmente existen 25 especies y 11 subespecies dentro del género Campylobacter 

(www.bacterio.net). En los últimos años se ha descrito la importancia que algunas 

tienen como patógenos para humanos y animales, reconociéndolas en algunos casos 

como emergentes [10]. Entre las especies más destacables del género se incluyen 

Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Campylobacter lari, Campylobacter 

upsaliensis, Campylobacter concisus, Campylobacter ureolyticus o Campylobacter 

fetus [11, 12]. 

Sin embargo, C. jejuni (C. jejuni subsp. jejuni) y C. coli son las que más frecuentemente 

se asocian con casos de campilobacteriosis en humanos (especialmente C. jejuni). A 

nivel europeo, la campilobacteriosis es la zoonosis de transmisión alimentaria más 

frecuente debido al consumo de alimentos de origen animal [11], siendo las aves de 

corral su principal hospedador [13]. Por este motivo, el presente trabajo se ha basado 

fundamentalmente en el estudio de estas dos especies.  

3.1.4. Características relacionadas con el crecimiento 

Campylobacter es una bacteria de crecimiento lento (hasta 96h), habiéndose 

observado diferencias en la velocidad de crecimiento en función de la especie [10]. 

Son organismos muy sensibles al oxígeno y los radicales libres, por lo que son 

consideradas bacterias esencialmente microaerofílicas (85% N2, 3-5% CO2, 5-10% O2) 

[7]. Sin embargo, se han descrito algunas cepas capaces de crecer aeróbica y 

anaeróbicamente, o incluso que requieren una atmósfera concreta (enriquecida con 

hidrógeno o ácido fórmico) [6].
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En relación con la temperatura, la mayoría de las especies del género son 

denominadas termófilas [13]. No obstante, no existe uniformidad en el uso de este 

término y algunos autores califican a estas bacterias como termo-tolerantes, ya que 

no presentan crecimiento a temperaturas elevadas (55°C o superiores) [14]. 

Normalmente, la mayoría de las especies crecen de forma óptima a 41,5°C, aunque 

también pueden hacerlo a temperaturas inferiores como 37°C, pero no por debajo de 

los 30°C [7]. Existen excepciones como algunas cepas de C. fetus, que no suelen ser 

capaces de crecer a 42°C pero sí lo hacen a temperaturas inferiores (incluso menores 

de 30°C) [6]. En general, cuando se emplee el término “termófilos” se hará referencia 

a las especies C. jejuni y C. coli. 

3.1.5. Características relacionadas con la supervivencia 

Campylobacter es una bacteria relativamente sensible a diversos factores de estrés 

ambiental como temperatura, desecación, radiación ultravioleta, altas 

concentraciones de cloruro de sodio o bajos niveles de pH [15]. Asimismo, el 

crecimiento de Campylobacter fuera del hospedador es limitado, como consecuencia 

de su carácter termófilo y microerofílico [13, 16, 17]. Sin embargo, es capaz de persistir 

en el ambiente y en los alimentos, considerándose una de las bacterias más ubicuas 

de la cadena alimentaria [15]. Normalmente, la supervivencia de Campylobacter se ve 

favorecida a bajas temperaturas, en ausencia de luz y a bajas concentraciones de 

oxígeno, aunque la presencia de organismos competidores dificulta su aislamiento [8, 

18]. 

Se ha sugerido que algunos genes de respuesta al estrés propios de cada cepa pueden 

influir en la supervivencia bacteriana ante condiciones ambientales desfavorables [19]. 

Igualmente, en situaciones de estrés ambiental o condiciones de crecimiento 

potencialmente letales, Campylobacter entra en un estado de célula viable pero no 

cultivable (VPNC) [20]. Éste se ha definido como un estado de inactividad en el cual el 

crecimiento bacteriano en los medios de cultivo frecuentemente usados cesa, 

mientras que la bacteria se mantiene viable con una actividad metabólica mínima [21].  

3.1.6. Detección y caracterización 

El cultivo bacteriológico de Campylobacter puede ser un reto debido a la fragilidad y 

los requerimientos específicos de estos organismos para crecer en condiciones de 

laboratorio, habiendo sido descritos como microorganismos de “cultivo fastidioso” 

[22]. Generalmente, las metodologías descritas para el cultivo de la bacteria dependen 
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de la naturaleza de la muestra que se pretende analizar, siendo necesario mantener 

un equilibrio entre la inhibición de microorganismos competidores y la recuperación 

específica de Campylobacter hasta límites detectables [23]. No obstante, en las últimas 

décadas se ha dedicado mucho esfuerzo para mejorar los protocolos de detección de 

este microorganismo y facilitar el aislamiento rutinario del mismo [13].  

Debido a las dificultades descritas en el cultivo tradicional, en la actualidad también 

es común el uso de otras técnicas más rápidas que proporcionan nuevas 

oportunidades para la detección de Campylobacter [24]. Por ejemplo, la PCR en 

tiempo real ha supuesto una mejora en la identificación del patógeno en muestras de 

diversos orígenes [24-28], ya que permite la detección de Campylobacter spp. de 

forma más rápida y sensible [29]. Sin embargo, aunque es posible cuantificar la 

cantidad de bacteria presente en la muestra, no diferencia si se trata de bacterias vivas, 

muertas, VPNC o ADN libre [30]. 

En lo que respecta a la caracterización genética de Campylobacter, una de las técnicas 

más utilizadas en la actualidad está basada en la secuenciación de la región variable 

del gen de la flagelina, flaA (flaA-SVR, short variable region). La secuencia obtenida se 

contrasta con la información depositada en una base de datos pública denominada 

PubMLST (http://pubmlst.org/campylobacter/) para obtener un perfil numérico [31]. 

Otra técnica ampliamente utilizada es el MLST (Multilocus Sequence Typing), la cual 

se basa en la secuenciación de un fragmento de siete genes conservados que permite 

la obtención de un perfil alélico denominado secuencia tipo (Sequence Type o ST) 

[32]. 

3.2. Patogénesis de las infecciones por Campylobacter  

Las características de la infección (síntomas, severidad y duración) producida por 

Campylobacter termófilos dependen de la virulencia del aislado y de la respuesta 

inmune del hospedador [6, 7]. La diversidad genética y fenotípica que existe entre 

cepas y la habilidad de la bacteria para regular la expresión de sus genes, podría 

explicar la diferencia en patogenicidad de estos microorganismos [33]. A continuación 

se presenta un resumen no exhaustivo de algunos de los factores que pueden 

contribuir a la patogenicidad de Campylobacter en las especies termófilas. 
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3.2.1. Flagelo 

La motilidad de Campylobacter se produce mediante flagelos polares que pueden 

aparecer en un extremo o en ambos. Se ha observado que el flagelo es esencial para 

contrarrestar los movimientos peristálticos del intestino favoreciendo la colonización, 

además de para acceder y atravesar la mucosa del epitelio intestinal. Así, el flagelo 

desempeña un papel activo en el proceso de invasión de las células epiteliales y se ha 

relacionado con la supervivencia bacteriana a lo largo del tracto gastrointestinal [6, 7].  

3.2.2. Adhesinas 

Campylobacter puede sobrevivir libre en la mucosa intestinal o adherirse a las células 

del epitelio intestinal. Tras la adhesión, se puede llevar a cabo la invasión de las células, 

lo cual conlleva un daño celular y la consecuente pérdida de funcionalidad y diarrea 

[6]. Existen diversos factores que están relacionados con la adherencia e invasión 

bacteriana, destacando el papel de las adhesinas. En C. jejuni se han descrito diversas 

adhesinas como la PEB1 (binding periplasmic protein), la JlpA (jejuni lipoprotein A), la 

CapA (putative autotransporter), la PorA (major outer membrane protein, MOMP) o la 

proteína de superficie CadF (Campylobacter adhesion to fibronectin), esta última 

también descrita en C. coli [33-35]. 

3.2.3. Cápsula y lipopolisacárido/lipoligosacárido 

La cápsula de C. jejuni presenta una estructura hiper-variable, dentro de la misma cepa 

y entre cepas, y ha sido relacionada con la adhesión, invasión y virulencia bacteriana 

[35]. Además, C. jejuni es capaz de producir lipopolisacárido (LPS), lipoligosácarido 

(LOS) o ambos y, al igual que la cápsula, tienen una estructura altamente variable. 

Estos componentes se han involucrado con la adhesión e invasión celular y la evasión 

de la respuesta inmune del hospedador [35]. La estructura del LOS de algunas cepas 

de C. jejuni puede presentar mimetismo molecular con gangliósidos neuronales, lo 

cual se ha asociado con el desarrollo del síndrome de Guillain-Barré y Miller-Fisher 

(ver apartado 3.3) por la reacción cruzada de los anticuerpos producidos [14, 35]. 

También se ha comprobado que el LOS/LPS bacteriano, debido a la presencia del 

lípido A, tiene actividad endotóxica como ocurre en el resto de bacterias Gram 

negativas [35]. 
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3.2.4. Sistema de secreción de proteínas 

Se ha observado que C. jejuni posee diferentes sistemas de secreción de proteínas. El 

sistema de secreción flagelar tipo III (SST3 o flagellar export apparatus) está localizado 

en el flagelo. Este sistema es capaz de facilitar la secreción de proteínas no flagelares 

como las proteínas Cia o FlaC, las cuales se ha sugerido que podrían desempeñar un 

papel relacionado con la virulencia de la bacteria [33-35]. Recientemente se ha 

descrito la presencia de otro sistema de secreción denominado sistema de secreción 

tipo VI o SST6 (Figura 1a y 1b). En el caso de C. coli, se han identificado mediante 

secuenciación masiva algunos genes putativos que podrían codificar proteínas de este 

sistema, aunque no se ha identificado su papel en relación a la patogenicidad [12]. En 

C. jejuni se ha sugerido que el SST6 contribuye a la patogénesis de la bacteria 

mediante la liberación de macromoléculas al medio, que pueden ser tóxicas para otras 

bacterias y para las células eucariotas, como los glóbulos rojos. Asimismo, se ha 

relacionado la presencia de este sistema con la supervivencia bacteriana en presencia 

de sales biliares y deoxicolato y con mecanismos de colonización, adherencia e 

invasión celular [36, 37].  

 

Figura 1a. Representación esquemática de los componentes del sistema de secreción 

tipo VI inactivo. Las tres proteínas de membrana (TssJ, TssL, TssM) forman un complejo 

en contacto con el peptidoglicano (PG) que permite la unión de la estructura tubular, 

formada por las proteínas Hcp (hemolysin coregulated protein) y VgrG (valine-glycine 

repeat protein G), a la membrana externa (ME). Asimismo, esta estructura tubular está 

conectada a la membrana interna (MI) gracias a una plataforma que sirve de base 

(baseplate-like). 
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Figura 1b. Representación esquemática del sistema de secreción tipo VI activo. La 

activación del sistema supone la liberación de proteínas efectoras a la célula diana o 

al medio a través del tubo formado por hexámeros de Hcp. 

3.2.5.  Toxina CDT 

Campylobacter es capaz de producir una holotoxina denominada CDT (cytolethal 

distending toxin). Esta toxina está formada por tres subunidades, codificadas por los 

genes cdtA, cdtB, cdtC, necesarias para que la toxina sea activa. El principal efecto que 

produce es la muerte de las células eucariotas, probablemente al impedir la mitosis o 

inducir daño en el ADN [38]. 

3.3. Aspectos clínicos de la infección 

El proceso infeccioso ocasionado por las bacterias incluidas en el género 

Campylobacter se denomina campilobacteriosis. La mayoría de las investigaciones se 

han dirigido al estudio de C. jejuni, especialmente en el área de las complicaciones 

extra-intestinales asociadas. No obstante, el proceso clínico producido por C. jejuni y 

C. coli es muy similar, siendo su sintomatología indistinguible [39]. De esta manera, 

ambas especies se tratan de forma conjunta en este epígrafe. 

Las infecciones ocasionadas por Campylobacter termófilos en el hombre suelen 

producir malestar, fiebre, dolor abdominal intenso, náuseas y, ocasionalmente 

vómitos (15% de los casos) [39]. Los pacientes presentan diarrea que puede ser leve, 

severa, mucosa y frecuentemente sanguinolenta, que suele prolongarse 3-4 días [40]. 
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Se trata de una enfermedad auto-limitante cuya duración suele ser menor a una 

semana [39]. 

Sin embargo, tras la infección por Campylobacter en personas, pueden aparecer 

complicaciones (Tabla 1) tales como trastornos reumatológicos (artritis reactiva) o 

neuropatías periféricas (síndrome de Guillain-Barré o su variante, el síndrome de Miller 

Fisher). En la actualidad, el síndrome de Guillain-Barré es una de las complicaciones 

más severas de la campilobacteriosis y la forma más común de parálisis fláccida que 

afecta al sistema nervioso periférico en los países occidentales [41]. Se ha descrito que 

una de cada 1.000 infecciones por C. jejuni tiene como consecuencia la aparición de 

esta complicación [42]. En el caso del síndrome de Miller Fisher, caracterizado por 

oftalmoplejia y ataxia, hasta el 20% de los casos están asociados con una infección 

previa por C. jejuni [43]. Otra complicación severa es la bacteriemia, que suele 

producirse únicamente en el 1% de los pacientes, normalmente individuos 

inmunocomprometidos, mujeres embarazadas o ancianos [39]. Según datos de la 

EFSA (European Food Safety Authority), la severidad en términos de letalidad (case-

fatality rate) suele ser baja teniendo en cuenta el elevado número de casos de 

campilobacteriosis, estando en el 0,05% en la Unión Europea (UE) en 2013 [11].  

A continuación se presenta una tabla resumen (Tabla 1) de las principales 

complicaciones descritas tras la infección por Campylobacter termófilos [6, 39, 40]. 

Tabla 1. Complicaciones asociadas a la infección por C. jejuni y C. coli.

Intestinales Sistema 
hepatobiliar 

Sistema renal 
y urinario 

Otras Tardías 

Apendicitis Hepatitis Nefritis Bacteriemia Síndrome de 
Guillain-Barré 

Megacolon 
tóxico 

Colecistitis Prostatitis Miocarditis Síndrome de 
Miller Fisher 

Hemorragia 
intestinal Pancreatitis Cistitis Rotura esplénica Artritis reactiva 

Absceso 
perirrectal   

Urticaria/eritema 
nodoso  

Peritonitis   Abortos  

EII* post-
infección 

  Sepsis neonatal  

*EII: enfermedad inflamatoria intestinal. 
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En los animales, la presencia de Campylobacter suele cursar de forma subclínica, 

aunque se ha observado diarrea en animales jóvenes como perros, gatos y terneros 

[6, 44], hepatitis en aves como gallinas y avestruces [45] y abortos en rumiantes [46]. 

Por otro lado, también hay otras especies del género Campylobacter distintas de C. 

jejuni y C. coli que son capaces de ocasionar diarrea en el hombre como es el caso de 

C. lari, C. upsaliensis, C. concisus o C. fetus subsp. fetus [12, 47]. Además, esta última 

especie puede ocasionar infecciones sistémicas en personas, especialmente en 

individuos inmunocomprometidos [47, 48], y abortos esporádicos en ovejas y vacas. 

Finalmente, C. fetus subsp. veneralis causa problemas reproductivos como infertilidad, 

disminución de las tasas de preñez o abortos en el ganado bovino (campilobacteriosis 

genital bovina) [49].  

Por último, algunas especies de la familia Campylobacteraceae, como el género 

Arcobacter (Arcobacter butzleri, Arcobacter cryaerophilus, Arcobacter skirrowii), son 

consideradas patógenas ya que pueden ocasionar diarrea acuosa y otros síntomas 

gastrointestinales en el hombre, así como abortos, mastitis y diarrea en animales 

domésticos [6, 50]. 

3.4. Resistencia a antimicrobianos 

Generalmente, el tratamiento de las infecciones producidas por Campylobacter 

termófilos está basado en la aplicación de antimicrobianos únicamente en casos 

concretos. Este tipo de situaciones incluyen pacientes en los que la infección lleve 

asociada complicaciones graves, en infecciones sistémicas o como medida de control 

en grupos de alto riesgo [1, 9, 51]. Actualmente, en los casos en los que este 

tratamiento sea necesario, las quinolonas y, especialmente los macrólidos, son los 

antimicrobianos más utilizados [48, 52], aunque en casos de bacteriemia o infección 

sistémica, es habitual la utilización de aminoglucósidos por vía intravenosa [53].  

La aparición de cepas de Campylobacter resistentes a antimicrobianos dificulta el 

tratamiento de los pacientes y supone así un importante problema de Salud Pública 

[53, 54]. Además, se ha descrito que los pacientes infectados con cepas resistentes a 

quinolonas o eritromicina sufren un proceso más severo (mayor duración, enfermedad 

sistémica o muerte) que los pacientes infectados con cepas sensibles [55], aunque se 

desconoce si estos problemas son resultado de la resistencia a antimicrobianos o de 

otros factores de virulencia asociados a estas cepas resistentes [54]. De hecho, otros 

autores han concluido que las infecciones con cepas resistentes a fluoroquinolonas 
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no ocasionan un proceso más largo y severo que las ocasionadas por cepas sensibles 

[56]. 

Campylobacter posee mecanismos de resistencia frente a antimicrobianos que son 

inherentes a la bacteria, mientras que otros han sido adquiridos mediante mutaciones 

o transferencia genética horizontal. Algunos de los mecanismos más frecuentes 

descritos en este microorganismo son la síntesis de enzimas modificadoras o 

inactivadoras, la alteración o protección del lugar de unión del antimicrobiano, la 

expulsión del antimicrobiano fuera de la célula mediante bombas de eflujo o la 

reducción de la permeabilidad de la bacteria [57, 58]. En la Tabla 2 se resumen los 

principales mecanismos de resistencia de C. jejuni y C. coli frente a los grupos 

antimicrobianos empleados con mayor frecuencia en clínica [52, 53, 58-60]. 

Tabla 2. Principales mecanismos de resistencia frente a antimicrobianos en C. jejuni 

y C. coli. 

Grupo 
antimicrobiano 

Antimicrobiano Principal mecanismo de 
resistencia 

Otros 
mecanismos 

Quinolonas Ciprofloxacina, 
ácido nalidíxico 

Mutación en la subunidad gyrA 
de la enzima ADN girasa 

Bomba de 
eflujo CmeABC 

Macrólidos Eritromicina 

Mutación en el gen 23S rRNA o 
en las proteínas ribosómicas L4 

o L22 

Metilación en el gen 23S rRNA 

Bomba de 
eflujo CmeABC 

Aminoglucósidos 
Estreptomicina, 

gentamicina 

Enzimas modificadoras de 
antimicrobiano 

(fosfotransferasas, 
adenililtransferasas o 

acetiltransferasas) 

 

Las cepas de Campylobacter termófilos resistentes a antimicrobianos pueden aparecer 

tanto en animales como en personas [54]. Actualmente, se llevan a cabo programas 

de vigilancia sobre los niveles de resistencia encontrados en animales de abasto, 

alimentos y personas, siendo variables los resultados en función del país [48]. Estos 

programas de vigilancia permiten comparar la evolución de los perfiles de resistencia 

a antimicrobianos a lo largo del tiempo, así como la detección de nuevos patrones de 

resistencia. En 1997, se creó en España la Red VAV (Red de Vigilancia de Resistencias 

a Antimicrobianos en Bacterias de Origen Veterinario) con el objetivo de proporcionar 

información sobre los niveles de resistencia a antimicrobianos en las bacterias 

presentes en animales sanos, animales enfermos y alimentos de origen animal. El 
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programa se basa fundamentalmente en el estudio de las bacterias productoras de 

zoonosis transmitidas por alimentos, así como de los microorganismos indicadores de 

resistencia a antimicrobianos [61]. Además, desde el año 2004, los datos obtenidos 

por esta Red son incluidos en el Informe Anual de Resistencias Antimicrobianas de la 

UE publicado por la EFSA [48]. 

En el caso de las quinolonas, en las últimas dos décadas se ha observado un 

incremento rápido de los porcentajes de resistencia a ciprofloxacina en cepas de 

Campylobacter en todo el mundo. Según datos de la EFSA, el 54,6% de las cepas de 

C. jejuni y el 66,6% de C. coli procedentes de casos clínicos en personas en la UE, 

fueron resistentes a ciprofloxacina [48]. Algunos estudios han relacionado este 

incremento en las resistencias con el uso de estos antimicrobianos en animales de 

abasto, especialmente en la industria avícola [1, 62, 63]. En la UE, los elevados niveles 

de resistencia a ciprofloxacina en Campylobacter procedentes de muestras de pollos 

de aptitud cárnica (broiler) y, especialmente de carne (53% C. jejuni y 76,2% C. coli), 

se han convertido en un serio problema de Salud Pública, ya que se estima que hasta 

el 30% de las infecciones por Campylobacter en humanos se atribuyen al manejo y/o 

consumo de este tipo de muestras/alimentos [48].  

Si nos fijamos en la resistencia a eritromicina, los porcentajes detectados en aislados 

clínicos en la UE son bajos para C. jejuni (1,5%) y moderadamente altos para C. coli 

(13,4%) [48]. En los últimos años se ha descrito un incremento de la resistencia a 

eritromicina, especialmente en cepas animales de C. coli, en algunas regiones del 

mundo. Por ejemplo, en Estados Unidos se han registrado porcentajes de resistencia 

a eritromicina superiores al 40% en cepas de C. coli procedentes de pavos y cerdos 

[59] y del 56,7% en muestras de pollo en Letonia [64]. No obstante, los porcentajes de 

resistencia simultánea a ciprofloxacina y eritromicina (co-resistencia) en cepas clínicas 

humanas se mantienen bajos en la UE (1,7% C. jejuni y 4,1% C. coli) [48].  

Por último, la resistencia frente a gentamicina se mantiene moderada en la UE para 

cepas clínicas de C. coli (11,1%) y baja para C. jejuni (0,6%) [48]. 

3.5. Epidemiología 

El estudio de la epidemiología de Campylobacter termófilos es complejo, ya que hay 

un gran número de casos esporádicos de campilobacteriosis y múltiples causas de 

infección a partir de organismos con una elevada diversidad genética [32]. A 
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continuación se exponen algunas de las características epidemiológicas relacionadas 

con la infección de Campylobacter. 

3.5.1. Estacionalidad 

Una característica importante de la epidemiología de Campylobacter termófilos es su 

marcada estacionalidad [65]. En Europa, fundamentalmente en los países que tienen 

un clima templado, suele aparecer una mayor incidencia de casos a finales de 

primavera y comienzos de verano [13, 66]. Sin embargo, la causa de dicho fenómeno 

no ha sido claramente identificada y diferentes aspectos han sido relacionados con la 

estacionalidad. Así, el aumento de la temperatura ambiental [44] podría suponer un 

incremento en la población de moscas (vectores), que aumentarían las posibilidades 

de contacto con el microorganismo [65]. También se han relacionado los cambios en 

los hábitos alimentarios durante esta época, siendo más frecuente el consumo de 

alimentos crudos y/o poco cocinados (barbacoas, picnics). Igualmente, los hábitos de 

ocio se modifican y las actividades recreativas ligadas al agua son más habituales [44, 

66].  

3.5.2. Distribución de los casos 

La campilobacteriosis es una enfermedad de carácter esporádico y, por lo tanto, la 

aparición de brotes suele ser poco frecuente [8]. Generalmente, son pequeños y de 

carácter familiar, siendo la identificación microbiológica de la fuente de 

contaminación complicada. En ocasiones, el alimento ha sido completamente 

consumido o, tras un almacenamiento prolongado, la recuperación de la bacteria 

puede resultar difícil debido a la exposición al oxígeno y la desecación [18, 67]. Según 

la EFSA, el 8% de los brotes transmitidos por alimentos en 2013 (414 casos) fueron 

producidos por Campylobacter termófilos, siendo la carne de pollo la fuente más 

común de infección [11]. 

3.5.3. Incidencia 

La incidencia de campilobacteriosis varía entre países industrializados y países en vías 

de desarrollo. En el primer escenario, personas de todas las edades pueden desarrollar 

la enfermedad, siendo la gran mayoría de los infectados sintomáticos. Los dos grupos 

en los que la incidencia suele ser superior son jóvenes y adultos de entre 15-44 años 

y los niños menores de cuatro años [1, 9, 44]. También se ha observado que la 

incidencia de la infección es generalmente más alta en hombres que en mujeres, lo 

cual podría asociarse con la diferencia de hábitos alimenticios entre los dos grupos 



Introducción 
 

35 
 

[67]. Por el contrario, en los países en vías de desarrollo los pacientes son 

frecuentemente asintomáticos y la enfermedad es considerada esencialmente 

pediátrica, siendo los niños menores de 2 años los más afectados [6].  

3.5.4. Prevalencia  

A nivel mundial las especies de Campylobacter termófilos son reconocidas como la 

principal causa bacteriana de enteritis [7]. En los países industrializados, C. jejuni 

produce el 80-90% de las infecciones y C. coli el 5-10% [67], aunque se estima que la 

frecuencia de C. coli podría ser superior a los datos publicados [68, 69]. Según los 

últimos datos de la EFSA, en 2013 se confirmaron 214.779 casos de campilobacteriosis 

en personas en la UE, siendo la tasa de notificación de 64,8 casos por cada 100.000 

habitantes [11]. Generalmente, los datos varían entre países, e incluso entre regiones 

dentro de un mismo país. Estas discrepancias se deben, probablemente, a las 

diferencias en los sistemas de producción de alimentos, los hábitos de consumo o 

incluso, el sistema de diagnóstico y de notificación [44]. Frecuentemente, el número 

de casos no confirmados también es importante, estimándose que la incidencia real 

de campilobacteriosis humana en Europa es de aproximadamente 9 millones de casos 

[70]. Además, el alto número de infecciones relacionadas con esta bacteria conlleva 

un coste económico considerable derivado de los gastos médicos y de productividad 

[7]. A pesar de que los síntomas no suelen ser graves (ver apartado 3.3), la proporción 

de casos que requieren hospitalización es elevada, habiéndose estimado en un 43,6% 

para el año 2013 en la UE [11, 42]. Según la EFSA, el coste derivado de los casos 

declarados de campilobacteriosis en la UE es de 2.400 millones de euros al año [71].  

3.5.5. Principales hospedadores  

Aunque las especies termófilas de Campylobacter han sido descritas incluso en 

insectos [72], estos microorganismos colonizan mayoritariamente el tracto intestinal 

de animales homeotermos, tanto domésticos como de vida libre, siendo la mayor 

parte de ellos hospedadores asintomáticos [13]. En general, se ha observado que el 

intestino de aves, especialmente aves de corral, es un ambiente favorable para estas 

especies [73].  

3.5.5.1. Animales domésticos 

Las aves de corral, incluidos los broiler, las gallinas ponedoras, los pavos o los patos, 

son los principales portadores asintomáticos de Campylobacter termófilos, 

habiéndose observado cargas superiores a 108 Unidades Formadoras de Colonias 
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(UFC)/g en el ciego [70]. También se ha descrito la presencia de Campylobacter 

termófilos en otras especies como cerdos y rumiantes [74-76], aunque la carga 

bacteriana presente en sus heces es inferior a la observada en aves (alrededor de 102 

UFC/g) [18]. Asimismo, los perros y los gatos han sido reconocidos como 

hospedadores asintomáticos de Campylobacter termófilos [44]. 

A continuación se presenta una tabla con datos de prevalencia de Campylobacter 

termófilos en distintos estudios llevados a cabo en animales domésticos. Se puede 

observar la elevada variabilidad de resultados en función del estudio, el método de 

detección, la especie animal muestreada o la localización geográfica, entre otros 

(Tabla 3). 

Tabla 3. Estudios de detección de Campylobacter termófilos en animales domésticos. 

Referencia Año Localización Animal Muestreo 
Detección de 

Campylobacter 
(%) 

[77] 2014 Vietnam Pollo/Pato/Cerdo Granja 32/24/54 

[78] 2014 Portugal Pollo cría intensiva Matadero 79 

[79] 2014 EEUU Pavo 
Granja/ 

Matadero 
56 

[74] 2014 Grecia Oveja/Cabra Matadero 34/8 

[80] 2014 España Pollo cría intensiva Granja 38 

[81] 2013 Polonia Perro/Gato 
Doméstico/ 

Refugios 
4/10 

[75] 2013 Alemania Cerdo engorde Granja 38 

[82] 2013 Malasia Pato Granja 12 

[83] 2012 Nueva 
Zelanda 

Pollo granja 
familiar Granja 58 

[84] 2012 Reino Unido Pollo cría orgánica Matadero 94 
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Referencia Año Localización Animal Muestreo 
Detección de 

Campylobacter 
(%) 

[85] 2011 Reino Unido Pato Granja 93-100 

[86] 2010 Francia 
Vacuno carne y 

leche Matadero 16 

[87] 2010 Suecia Pollo cría intensiva Matadero 47 

[88] 2009 Irlanda Pollo cría intensiva Granja 82 

[89] 2007 EEUU Vacuno leche Matadero 51 

 

3.5.5.2. Animales salvajes  

Aunque los animales salvajes son portadores y tienen un papel potencial en la 

transmisión de Campylobacter termófilos [90-93], su importancia relativa es menor 

que la de los animales domésticos [94-96]. En general, en animales salvajes las 

prevalencias varían en función de la ecología de cada especie, incluyendo hábitos 

alimenticios, coprofagia, patrones de migración, hábitat, cría o periodo de muda [90, 

93, 95]. Además, en estudios realizados en este tipo de animales, se han aislado otras 

especies de Campylobacter distintos de C. jejuni y C. coli como Campylobacter 

lanienae, C. lari, Campylobacter hyointestinalis subsp. hyointestinalis, Campylobacter 

sputorum o C. fetus [97-102], cuya significación clínica no es del todo conocida.  

A continuación se presenta una tabla con un resumen de diferentes estudios de 

prevalencia de Campylobacter termófilos en animales salvajes llevados a cabo en los 

últimos años (Tabla 4). 
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Tabla 4. Estudios de detección de Campylobacter termófilos en animales salvajes. 

Referencia Año Localización Animal Detección de 
C. jejuni (%) 

Detección de 
C. coli (%) 

[97] 2014 España Ciervo/Jabalí 0/2 2/6 

[103] 2014 Italia 
Codorniz 
común 9 21 

[91] 2014 España Buitre leonado 1 0 

[90] 2013 España Aves acuáticas 1 12 

[98] 2013 España Jabalí 0 0 

[100] 2012 EEUU Cerdo salvaje 20 3 

[92] 2012 EEUU 
Aves silvestres 

(granjas) 4 1 

[104] 2009 Reino Unido 
Gorrión 
europeo 31 1 

[105] 2009 Italia Ardilla roja 8 0 

[95] 2009 Reino Unido Aves silvestres 1 0 

[106] 2007 Rep. Checa Faisán silvestre 17 1 

[107] 2005 Noruega Corzo 3 0 

[102] 2003 Suecia 
Alce/Corzo/ 

Liebre 
1/3/0 0/0/1 

[93] 2002 Suecia 
Aves 

migratorias 5 1 

3.5.6. Vías de transmisión 

3.5.6.1. Transmisión alimentaria  

La campilobacteriosis es reconocida como una zoonosis en la cual la vía alimentaria 

es la principal forma de transmisión de la bacteria desde los animales al hombre [108]. 

A nivel mundial, Campylobacter ha sido descrita como la principal causa de 
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enfermedad diarreica de carácter bacteriano transmitida a través de los alimentos [7]. 

De hecho, la infección en personas se asocia fundamentalmente con el consumo de 

alimentos de origen animal contaminados, en especial productos de origen aviar [18, 

44]. 

3.5.6.1.1. Carne de pollo 

En la actualidad, los estudios epidemiológicos revelan que existe una asociación 

significativa entre la infección en humanos y el consumo de carne de ave cruda o poco 

cocinada, especialmente pollo, ya que es la carne más consumida [13, 32]. Según datos 

de la EFSA, el 31,4% de las muestras de carne fresca de broiler de la UE fueron positivas 

a Campylobacter termófilos en 2013 [11]. 

En la granja, la difusión de Campylobacter se produce rápidamente debido, entre otros 

factores, al comportamiento de coprofagia habitual en las aves, la contaminación del 

agua de bebida, de la cama o mediante vectores (como insectos, roedores o incluso 

el personal de la granja) [17, 80]. La colonización de los animales tiene lugar a partir 

de las 2-3 semanas de vida [109]. Cuanto mayor es la tasa de contaminación de los 

animales, mayor es el riesgo de contaminación de los productos obtenidos tras su 

procesado en el matadero; aunque la mayor fuente de contaminación procede del 

tracto intestinal, los animales también pueden presentar la bacteria en la piel o las 

plumas [18]. Así, animales procedentes de lotes no infectados pueden contaminarse 

en el matadero, especialmente en las etapas de aturdimiento, desplumado, 

evisceración y refrigeración [44, 110].  

Los niveles de Campylobacter termófilos en productos frescos varían desde menos de 

102 hasta 106 UFC en la superficie de las canales, dependiendo de los estudios y la 

metodología empleada [18].  

3.5.6.1.2. Otros alimentos 

La carne de ternera o cerdo también puede estar implicada en la transmisión 

alimentaria de Campylobacter termófilos [11], aunque normalmente en este tipo de 

productos la presencia de Campylobacter es infrecuente y la tasa de contaminación 

es baja [111]. Asimismo, se ha identificado la presencia de Campylobacter en canales 

de avestruz, jabalí o venado [112, 113]. Existen otros productos de origen animal como 

la leche cruda de vaca o cabra o los huevos que se han asociado con casos de 

campilobacteriosis [71]; mientras que la leche se ha relacionado con la aparición de 
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brotes, los huevos no son un vehículo frecuente para la bacteria debido a su alta 

sensibilidad a la desecación [18]. Otros alimentos como verduras, frutas o 

champiñones pueden contener Campylobacter siendo la carga observada baja [114, 

115], principalmente debido a su contaminación ocasional por la aplicación de 

enmiendas orgánicas, contacto con aves, animales salvajes o agua superficial no 

tratada o por contaminaciones cruzadas con otros alimentos [18].  

En relación con otras especies de Campylobacter, se ha observado que los moluscos 

y los crustáceos pueden presentar C. lari si se encuentran próximos a focos de 

contaminación como vertidos de depuradora, deshechos de granja o en zonas con 

intenso contacto con aves acuáticas como gaviotas [44, 115].  

3.5.6.2. Transmisión a través del agua 

El consumo de agua de bebida contaminada ha sido reconocido como una vía de 

transmisión de Campylobacter termófilos a personas y animales domésticos, aunque 

de menor importancia que el consumo de alimentos de origen animal [8]. A pesar de 

que la infección por Campylobacter no suele ocasionar grandes brotes, se han descrito 

algunos asociados al consumo de agua contaminada en diversos países [116]. 

La presencia de la bacteria en el agua se debe normalmente a la contaminación fecal 

por aves salvajes o animales domésticos de vida libre, así como por el vertido de 

deshechos derivados de la agricultura [17]. Asimismo, se ha identificado que el vertido 

de aguas de depuradora procedentes de centros urbanos, es una de las principales 

fuentes de contaminación del agua [116].  

3.5.6.3. Otras vías de transmisión 

La transmisión de Campylobacter termófilos también se puede producir por contacto 

directo con animales o personas infectadas [70]. La transmisión por contacto directo 

con animales es generalmente profesional, ya que el riesgo suele aumentar en 

personas con mayor exposición, especialmente durante el manejo de los animales y 

el procesado de la canal/carne [44, 112]. También puede producirse a nivel doméstico 

por contacto directo con animales de compañía como perros y gatos [17, 44]. La 

transmisión perinatal e interpersonal es infrecuente, siendo esta última normalmente 

descrita en niños [1, 51].  

El medio ambiente también puede participar de forma activa en la transmisión de 

estas especies patógenas [44, 117]. Se ha descrito que la bacteria puede permanecer 
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en el suelo, la arena de playa y, especialmente en ambientes acuáticos, como el agua 

dulce o marina [14, 17, 95, 118, 119]. El baño en aguas recreativas como agua de mar, 

de río, de lago o de piscina ha sido identificado como un factor de riesgo para la 

infección por Campylobacter [119-121]. Además, la contaminación fecal del ambiente 

(pastos, granjas y particularmente aguas superficiales), supone una posible fuente de 

contaminación para el hombre y los animales [17, 122]. Dicha contaminación varía de 

forma estacional, como consecuencia de la carga bacteriana de los animales 

portadores y los vertidos procedentes de la actividad humana y ganadera (estiércol), 

y por la influencia de los factores ambientales que pueden condicionar su 

supervivencia en el medio ambiente [118]. 

Asimismo, se ha descrito que las aves salvajes pueden actuar como vectores de 

Campylobacter a larga distancia, fundamentalmente si se trata de aves migratorias 

[103, 123]. Además, la concentración de animales de vida libre en el entorno urbano 

(gorriones, palomas, gaviotas, ardillas o jabalíes), facilitaría el intercambio de 

patógenos como consecuencia del contacto directo con las defecaciones de estos 

animales en zonas frecuentadas por personas o animales como parques públicos, 

zonas verdes, fuentes o piscinas [124-126]. 
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4. OBJETIVOS 

 

Las especies termófilas de Campylobacter pueden sobrevivir a lo largo de la cadena 

de producción de alimentos, siendo los de origen animal la principal fuente de 

infección para el hombre. Además, estos microorganismos son capaces de persistir en 

medios acuáticos, como aguas residuales, suponiendo una posible fuente de 

contaminación para el medio ambiente y, de forma indirecta, para el hombre y los 

animales. Por otro lado, también colonizan el tracto intestinal de animales de vida 

libre, por lo que podría existir un flujo bacteriano potencial entre animales salvajes, 

domésticos y medio ambiente, especialmente en hábitats compartidos. 

En el presente trabajo de tesis doctoral se estableció la necesidad de analizar la 

presencia de Campylobacter termófilos i) en muestras tomadas en diferentes fases de 

la cadena alimentaria (contenido cecal, piel de cuello y pechuga de pollo fresca 

envasada), como reflejo de las bacterias presentes en los animales de abasto, ii) en 

efluentes urbanos de una planta de tratamiento de aguas residuales, como muestra 

representativa de la población humana, y iii) en animales de vida libre (salvajes y 

domésticos), para evaluar el posible intercambio de Campylobacter en un entorno 

natural con bajo impacto humano. 

Ante la dificultad de aislar Campylobacter mediante técnicas tradicionales y la 

diversidad de resultados descritos, se propuso llevar a cabo una comparación de 

diferentes protocolos de detección de esta bacteria. Asimismo, se estableció la 

necesidad de caracterizar los aislados obtenidos en las diferentes matrices con el fin 

de obtener información sobre la epidemiología del microorganismo. Adicionalmente, 

se planteó el estudio de la presencia de un sistema de secreción de proteínas 

recientemente descrito (SST6), relacionado con la patogenicidad y supervivencia de 

Campylobacter.  

De esta manera, esta tesis ha sido organizada siguiendo los objetivos que se detallan 

a continuación: 
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4.1. Objetivo I. Detección y aislamiento de Campylobacter termófilos en 

diferentes matrices: comparación de métodos de detección  

La dificultad en la detección de Campylobacter termófilos, así como la variedad de 

resultados descritos, nos llevó a evaluar diferentes protocolos de cultivo 

microbiológico y de detección molecular en muestras tomadas en diferentes fases de 

la cadena alimentaria (contenido cecal, piel de cuello y pechuga de pollo fresca 

envasada) y efluentes urbanos de una planta de tratamiento de aguas residuales. El 

trabajo realizado ha permitido obtener las siguientes publicaciones: 

 Evaluación de métodos para la detección de Campylobacter termófilos en la 

cadena alimentaria, publicado en 2012 (Ugarte-Ruiz M., et al. 2012. “Evaluation 

of four protocols for the detection and isolation of thermophilic Campylobacter 

from different matrices”. Journal of Applied Microbiology 113: 200-208). 

 Evaluación de métodos para la detección de Campylobacter e identificación del 

perfil de resistencia a antimicrobianos en efluentes urbanos, publicado en 2015 

(Ugarte-Ruiz M., et al. 2015. “Method comparison for enhanced recovery, 

isolation and quantitative detection of C. jejuni and C. coli from wastewater 

effluent samples”. International Journal of Environmental Research and Public 

Health 12: 2749-2764). 

4.2. Objetivo II. Caracterización de Campylobacter termófilos a lo largo de la 

cadena alimentaria 

Con el objeto de llevar a cabo un estudio epidemiológico y evaluar la influencia del 

método de cultivo en la detección de Campylobacter termófilos en las distintas etapas 

de la cadena alimentaria, se llevó a cabo la caracterización genética de los aislados 

obtenidos. Como consecuencia del análisis realizado se obtuvo la siguiente 

publicación: 

 Efecto del protocolo de aislamiento en la detección y caracterización genética 

de Campylobacter termófilos en la cadena alimentaria, publicado en 2013 

(Ugarte-Ruiz M., et al. 2013. “The effect of different isolation protocols on 

detection and molecular characterization of Campylobacter from poultry”. 

Letters in Applied Microbiology 57: 427-435).
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4.3. Objetivo III. Análisis de la presencia del sistema de secreción tipo VI en 

aislados de Campylobacter jejuni 

Recientemente se ha descrito la presencia de un nuevo sistema de secreción de 

proteínas (sistema de secreción tipo VI), relacionado con la patogenicidad y 

supervivencia de algunas cepas de C. jejuni. Debido a la falta de conocimiento sobre 

la presencia de este mecanismo en cepas de C. jejuni en España, nos propusimos la 

evaluación del mismo en aislados obtenidos en el estudio I y II (contenido cecal, piel 

de cuello, pechuga de pollo fresca envasada y efluentes urbanos). Este objetivo ha 

dado lugar a la siguiente publicación: 

 Prevalencia del sistema de secreción tipo VI en cepas de Campylobacter jejuni 

procedentes de España, publicado en 2014 (Ugarte-Ruiz M., et al. 2014. 

“Prevalence of Type VI secretion system in Spanish Campylobacter jejuni 

isolates”. Zoonoses and Public Health doi: 10.1111/zph.12176). 

4.4. Objetivo IV. Detección de Campylobacter en muestras de animales de vida 

libre (domésticos y salvajes) 

El papel que la fauna salvaje juega en la epidemiología de Campylobacter termófilos 

no ha sido completamente identificado. Por lo tanto, se decidió llevar a cabo un 

análisis sobre la presencia de Campylobacter termófilos en animales de vida libre 

(domésticos y salvajes) en un entorno geográfico natural compartido con bajo 

impacto humano. Esta investigación ha sido recogida en el siguiente trabajo de 

investigación: 

 Identificación e importancia de la transmisión de Campylobacter spp. entre 

animales salvajes y domésticos de vida libre, publicado en 2014 (Navarro-

Gonzalez N., and Ugarte-Ruiz M., et al. 2014. “Campylobacter shared between 

free-ranging cattle and sympatric wild ungulates in a natural environment (NE 

Spain)”. Ecohealth 11: 333-342). 

Además, como parte de este trabajo de tesis, se ha completado la escritura de la 

sección del capítulo de un libro centrado en la perspectiva europea sobre la relevancia 

que los animales salvajes pueden tener en la circulación de Campylobacter spp. entre 

animales y personas: 
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 Perspectiva europea sobre la transmisión de Campylobacter spp. entre animales 

salvajes, domésticos y personas, en fase de revisión (Navarro-Gonzalez N., 

Ugarte-Ruiz M., et al. 2015 “A European perspective on the transmission of food-

borne pathogens at the wildlife-livestock-human interface”. Dentro del libro 

Food Safety Risks from wildlife: Challenges in Agriculture, Conservation and 

Public Health. Springer). 
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5. OBJECTIVES 

 

Thermophilic Campylobacter species can survive along the food chain, with foods of 

animal origin as the main source of human infection. In addition, these 

microorganisms are able to persist in aquatic environments, such as wastewater, 

considered a possible source of environmental contamination, which could have an 

impact in humans and animals. Moreover, they can also colonize the intestinal tract of 

free-living warm-blooded animals, so there might be a potential bacterial flow 

between wild and domestic animals, as well as the environment, especially in shared 

habitats. 

In this doctoral thesis, we have analyzed the presence of thermophilic Campylobacter 

i) in chicken samples taken at different stages of the food chain (ceacal content, neck 

skin and fresh chicken breast already packed), reflecting the bacteria present in food 

animals, ii) in urban effluents of a wastewater treatment plant, as a representative 

sample of the population present in an urban environment, and iii) in free-living 

animals (wild and domestic), to assess the possible exchange of Campylobacter in a 

natural environment with low human impact. 

Given the difficulty of detecting Campylobacter using traditional culture techniques 

and the diversity of results reported, a comparison of different protocols for detection 

and isolation of this species was performed. In addition, in order to obtain information 

about the epidemiology of the microorganism, the isolates obtained in the different 

matrices were characterized. Moreover, the presence of a recently described protein 

secretion system (type VI secretion system) was investigated, since this secretion 

system is related to survival and pathogenicity of Campylobacter. 

Thus, this thesis is structured according to the objectives described below: 

5.1. Objective I. Detection and isolation of thermophilic Campylobacter from 

different matrices: comparison of detection protocols 

The difficulty of thermophilic Campylobacter detection and the wide range of results 

reported, led us to evaluate different microbiological and molecular detection 

protocols in samples taken at different stages of the food chain (ceacal contents, neck 
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skin and fresh chicken breast already packed) and urban effluents from a wastewater 

treatment plant. The work resulted in the following publications: 

 Evaluation of four protocols for the detection and isolation of thermophilic 

Campylobacter from different matrices, published in 2012 (Ugarte-Ruiz M., et al. 

2012. Journal of Applied Microbiology 113: 200-208). 

 Method comparison for enhanced recovery, isolation and quantitative detection 

of C. jejuni and C. coli from wastewater effluent samples, published in 2015 

(Ugarte-Ruiz M., et al. 2015. International Journal of Environmental Research and 

Public Health 12: 2749-2764). 

5.2. Objective II. Characterization of thermophilic Campylobacter from the food 

chain 

In order to carry out an epidemiological survey and to evaluate the influence of culture 

methods in thermophilic Campylobacter detection at various stages of the food chain, 

a genetic characterization of the isolates obtained was carried out. This analysis 

resulted in the following publication: 

 The effect of different isolation protocols on detection and molecular 

characterization of Campylobacter from poultry, published in 2013 (Ugarte-Ruiz 

M., et al. 2013. Letters in Applied Microbiology 57: 427-435). 

5.3. Objective III. Analysis of the presence of type VI secretion system in C. jejuni 

isolates 

Recently, the presence of a new protein secretion system (type VI secretion system) 

related to pathogenicity and survival of particular strains of C. jejuni was described. 

Due to the lack of knowledge about the presence of this mechanism in strains of C. 

jejuni circulating in Spain, we evaluated presence of this secretion system in strains 

obtained from the studies described under Objective I (isolated from chicken ceacal 

contents, neck skin and fresh chicken breast already packed as well as from urban 

effluents). This work was described in the following publication: 

 Prevalence of Type VI secretion system in Spanish Campylobacter jejuni isolates, 

published in 2014 (Ugarte-Ruiz M., et al. 2014. Zoonoses and Public Health doi: 

10.1111/zph.12176).
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5.4. Objective IV. Detection of Campylobacter from free-living animals 

(domestic and wild animals) 

The role of wildlife in the epidemiology of thermophilic Campylobacter has not been 

fully identified. Therefore, an analysis of the presence of thermophilic Campylobacter 

was performed in free-living animals (both domestic and wild animals) in a shared 

natural geographical area with low human impact. This research has given rise to the 

following article: 

 Campylobacter shared between free-ranging cattle and sympatric wild ungulates 

in a natural environment (NE Spain), published in 2014 (Navarro-Gonzalez N., 

and Ugarte-Ruiz M., et al. 2014. Ecohealth 11: 333-342). 

As a further output, a chapter was contributed to a book that focused on the European 

perspective of the relevance that wild animals might have on the dissemination of 

Campylobacter spp. between animals and humans: 

 A European perspective on the transmission of food-borne pathogens at the 

wildlife-livestock-human interface. In Food Safety Risks from wildlife: Challenges 

in Agriculture, Conservation and Public Health. Springer, to be published in 2015 

(Navarro-Gonzalez N., Ugarte-Ruiz M., et al. 2015). 

 



 

50 
 

 



 

51 
 

6. TRABAJOS PUBLICADOS 

 

6.1. Estudio I. Evaluación de métodos para la detección de Campylobacter 

termófilos en la cadena alimentaria 

Numerosos estudios han confirmado que la prevalencia de Campylobacter termófilos 

en el tracto intestinal de aves de corral es especialmente elevada [7, 73]. 

Frecuentemente, esta bacteria contamina las canales, siendo capaz de sobrevivir a lo 

largo de la cadena de producción de alimentos [8, 109]. No obstante, el cultivo de 

Campylobacter es complejo como consecuencia de su sensibilidad a factores 

ambientales como el oxígeno, por sus requerimientos nutritivos o por la presencia de 

otras bacterias competidoras [22, 23]. Dadas las dificultades descritas para el 

aislamiento de este microorganismo en el laboratorio, se propuso una evaluación de 

métodos de detección. 

Para identificar el método más adecuado de detección de Campylobacter termófilos 

(C. coli y C. jejuni) en muestras tomadas en diferentes fases de la cadena alimentaria, 

se compararon diferentes protocolos. Se tomaron muestras de contenido cecal (n=38) 

y piel de cuello (n=38) en matadero, así como muestras de pechuga de pollo fresca 

envasada en matadero y punto de venta (n=38) durante los años 2010 y 2011. Se 

evaluaron seis métodos de cultivo diferentes empleando siembra directa o 

enriquecimiento con Bolton (ISO 10272:2006) o Preston, seguido del cultivo en 

mCCDA (modified charcoal cefoperazone deoxycholate agar) o CFA (Campyfood 

agar). Además, todas las muestras fueron analizadas y cuantificadas mediante un 

método de detección molecular (PCR en tiempo real cuantitativa, qPCR).  

La siembra directa en CFA obtuvo el mayor número de positivos sobre la totalidad de 

las muestras analizadas de contenido cecal (33/38; 87%) y piel de cuello (29/38; 76%), 

mientras el enriquecimiento en caldo Preston seguido de la incubación en mCCDA 

identificó el mayor número de muestras positivas en pechuga de pollo (20/38; 53%). 

Si se comparan estos resultados de pechuga con los identificados usando caldo Bolton 

(9/38; 24%), recomendado en la norma ISO 10272:2006, la diferencia observada fue 

estadísticamente significativa (p<0,05). Finalmente, la qPCR identificó una mayor 

proporción de muestras positivas (98,2%) que el cultivo microbiológico (22,8-60,5%, 

en función del protocolo), interpretándose estos resultados como el máximo teórico 
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de muestras positivas, dado que esta técnica permite la detección de células muertas 

y VPNC, además de células vivas o ADN libre. 

Así, en muestras muy contaminadas como el contenido cecal y la piel de cuello, la 

siembra directa fue el protocolo que permitió detectar un mayor número de muestras 

positivas. Sin embargo, en muestras con menor carga de Campylobacter termófilos o 

incluso con cepas potencialmente dañadas (como por ejemplo la pechuga de pollo), 

el uso de una etapa de enriquecimiento previa fue más efectivo, especialmente con 

caldo Preston.  
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6.2. Estudio II. Evaluación de métodos para la detección de Campylobacter e 

identificación del perfil de resistencia a antimicrobianos en efluentes 

urbanos 

Las especies termófilas de Campylobacter son capaces de mantenerse de forma 

prolongada en muestras de agua, habiéndose identificado en efluentes urbanos [117]. 

No obstante, el aislamiento del microorganismo en este tipo de muestras usando 

métodos tradicionales (como la normativa ISO 17995: 2005) es laborioso y suele tener 

una baja sensibilidad [116]. El sobre-crecimiento de otras bacterias o la tendencia de 

Campylobacter a entrar en un estado de VPNC, dificultan el aislamiento en el 

laboratorio [8].  

Con el objeto de comparar diferentes protocolos de aislamiento de Campylobacter 

termófilos en aguas residuales, procedimos a analizar 50 muestras de efluentes 

urbanos obtenidos en una planta depuradora. Las muestras estaban constituidas por 

el agua residual de diversos colectores urbanos que fueron analizadas tras la 

separación de solutos groseros durante el periodo comprendido entre 2010 y 2013. 

En este trabajo se evaluaron diferentes protocolos para el aislamiento de 

Campylobacter termófilos, usando varias combinaciones de medios selectivos (con o 

sin enriquecimiento) e incluyendo una etapa de filtrado en una selección de muestras. 

Para esta comparación se incluyeron tres medios selectivos (mCCDA, CFA y CASA) y 

tres caldos de enriquecimiento (Bolton, Preston y CFB, Campyfood broth), así como 

qPCR. Además, para caracterizar las cepas obtenidas, se analizó el perfil de resistencia 

a antimicrobianos mediante microdilución en caldo.  

Los resultados mostraron que todas las muestras contenían ADN de Campylobacter 

según los datos de la qPCR, sin embargo, sólo el 64% (32/50) de las muestras fueron 

positivas al aislamiento. La qPCR fue un método sensible para la detección de ADN, 

cuyos resultados fueron interpretados como el máximo teórico de muestras positivas 

ya que detecta células vivas, muertas, VPNC o incluso ADN libre. El enriquecimiento 

obtuvo un mayor número de muestras positivas (19/50; 38%) que la siembra directa 

(14/50; 28%), aunque esta diferencia no fue significativa (p>0,05). Comparando los 

resultados de los caldos de enriquecimiento, el caldo Preston (18/50; 36%) consiguió 

más muestras positivas que el Bolton (2/50; 4%) o el CFB (0/50; 0%), siendo la 

diferencia significativa (p<0,001). Además, el filtrado y/o el enriquecimiento, 

especialmente con caldo Preston, fueron capaces de detectar muestras positivas no 

reconocidas utilizando siembra directa. Por otro lado, la recuperación de 



Trabajos publicados 
 

64 
 

Campylobacter utilizando siembra directa fue mayor (p<0,05) empleando agar CASA 

(10/24; 42%) que empleando mCCDA (0/50; 0%) o CFA (5/50; 10%). El aislamiento de 

C. coli fue más frecuente tras el uso de una etapa de enriquecimiento, 

fundamentalmente Preston seguido de agar CASA (8/16; 50%), mientras que la 

recuperación de C. jejuni se vio favorecida por el uso de siembra directa con agar 

CASA (11/12; 92%). 

El análisis de resistencia a antimicrobianos realizado (n=62 aislados), reveló que las 

cepas de C. coli presentaban una menor susceptibilidad, detectándose resistencia a 

todos los antimicrobianos analizados (ciprofloxacina, ácido nalidíxico, tetraciclina, 

eritromicina, estreptomicina y gentamicina), comparado con los aislados de C. jejuni, 

que sólo presentaban resistencia a ciprofloxacina, ácido nalidíxico y tetraciclina. En 

general, aislados pertenecientes a una misma muestra presentaron diferentes perfiles 

de resistencia a antimicrobianos. 

Nuestros resultados mostraron que el método de aislamiento determina en parte los 

resultados obtenidos y que el uso de diferentes protocolos incrementa las 

posibilidades de detectar diferentes especies en la misma muestra, así como la 

diversidad de los aislados obtenidos. El hecho de que los patrones de resistencia 

detectados fueran similares a los descritos para la especie humana y dado el origen 

de la muestra, nuestros datos apuntan a la posibilidad de emplear los estudios de 

Campylobacter en agua residual como un indicador de los Campylobacter termófilos 

presentes en el entorno urbano. 
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6.3. Estudio III. Efecto del protocolo de aislamiento en la detección y 

caracterización genética de Campylobacter termófilos en la cadena 

alimentaria 

Los estudios de caracterización genética de Campylobacter termófilos son 

especialmente útiles para determinar cuáles son los aislados que, de forma más 

predominante o persistente, pueden llegar a contaminar los alimentos, permitiendo 

evaluar posibles vías de transmisión [19]. Por otro lado, se ha observado que el 

método de aislamiento influye tanto en la recuperación de muestras positivas como 

en la distribución de las especies de Campylobacter [127, 128], de manera que el 

estudio de las poblaciones de esta bacteria, obtenidas por diferentes protocolos 

microbiológicos, permitiría comparar el efecto del método de cultivo en los genotipos 

detectados. 

Así, procedimos a realizar un estudio de los aislados de Campylobacter termófilos 

obtenidos a partir de diversas fases de la cadena alimentaria mediante diferentes 

protocolos de aislamiento (capítulo 5.1). Se analizaron 296 cepas procedentes de 

muestras de pollo (n=98), incluyendo aislados de contenido cecal (n=97 aislados de 

34 muestras), piel de cuello (n=133 aislados de 35 muestras) y pechuga de pollo fresca 

envasada (n=66 aislados de 29 muestras). Para cubrir la máxima diversidad de cepas 

posible, en este estudio se diferenciaron dos subgrupos, A y B: 

- El subgrupo A (n=226 aislados de 76 muestras) incluía muestras procedentes 

de 28 lotes de animales muestreados en diferentes fases de la cadena 

alimentaria en el matadero (contenido cecal, piel de cuello y pechuga de 

pollo fresca envasada).  

- El subgrupo B (n=70 aislados de 22 muestras) estaba compuesto por las 

mismas matrices, pero las muestras pertenecían a lotes de producción no 

relacionados y fueron obtenidas en matadero (contenido cecal y piel de 

cuello) y en supermercados locales (pechuga de pollo fresca envasada). En 

total se incluyeron muestras de diez lotes de contenido cecal, cuatro lotes de 

piel de cuello y diez lotes de pechuga de pollo envasada.  

Para llevar a cabo la caracterización genética, se utilizó el tipado de la región variable 

del gen de la flagelina y se analizó la riqueza de genotipos (fla-gt), entendida como el 

número de genotipos de flaA distintos detectados. Este dato fue corregido 
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matemáticamente para la categoría (matriz o protocolo de aislamiento) con el menor 

número de aislados. 

Analizando los datos del subgrupo A y el B de forma conjunta, se identificaron 51 

genotipos distintos (33 en contenido cecal, 41 en piel de cuello y 24 en pechuga de 

pollo). El genotipo más frecuente fue el flaA 30 (21 aislados), aunque únicamente fue 

identificado en nueve muestras de las 98 analizadas (9/98; 9%). Considerando los 

genotipos por subgrupos, 31 fueron detectados solamente en el subgrupo A, ocho en 

el subgrupo B y 12 fueron compartidos entre ambos subgrupos. Los resultados 

reflejan la elevada variabilidad genética obtenida en la población de Campylobacter, 

así como la presencia de genotipos (n=12) compartidos entre ambos grupos (n=59 

aislados del subgrupo A y n=52 aislados del subgrupo B), lo que podría estar 

relacionado con un mayor grado de diseminación de los mismos.  

En el subgrupo A se detectaron en total 43 genotipos (28 en contenido cecal, 39 en 

piel de cuello y 18 en pechuga de pollo). La fla-gt fue mayor en las cepas de piel de 

cuello (29; IC 95%, 25–33) y contenido cecal (24; IC 95%, 21–26), que en aislados de 

pechuga (18; IC 95%, 18–18). Además, analizando los resultados para una misma 

muestra, el mayor número de genotipos diferentes fue encontrado en piel de cuello 

(de uno a cinco flaA diferentes/muestra), mientras que las muestras de contenido cecal 

y pechuga de pollo presentaban entre uno y dos genotipos distintos. Al examinar los 

aislados procedentes del mismo lote de producción, al menos uno de los genotipos 

detectados en pechuga fue también detectado en contenido cecal en trece de los 22 

lotes positivos en las tres matrices (13/22; 59%). En tres de los lotes (3/22; 14%), los 

genotipos de los aislados de pechuga eran compartidos con los de piel de cuello. Sin 

embargo, en seis lotes (6/22; 27%), los genotipos observados en pechuga fueron 

completamente distintos a los aislados obtenidos en piel de cuello o contenido cecal.  

Si analizamos los resultados obtenidos en el subgrupo B, el número de genotipos 

detectados fue 20 (7 en contenido cecal, 5 en piel de cuello y 10 en pechuga de pollo). 

En este caso, la riqueza de genotipos fue mayor en aislados de pechuga de pollo 

envasada (10; IC 95%, 10–10) y contenido cecal (6; IC 95%, 4–7) que en aislados de 

piel de cuello (5; IC 95%, 3–5), lo que podría estar relacionado con que en el caso de 

la piel de cuello las diez muestras analizadas pertenecían a cuatro lotes, mientras que 

en contenido cecal y pechuga de pollo las diez muestras se correspondían con diez 

lotes distintos. Comparando los datos por matriz para una misma muestra, el mayor 

número de genotipos diferentes se recuperó a partir de piel de cuello y pechuga de 



Trabajos publicados 
 

83 
 

pollo (de uno a tres flaA diferentes/muestra), mientras que las muestras de contenido 

cecal presentaban entre uno y dos genotipos distintos. Además, se identificaron 

genotipos compartidos para una misma matriz en el subgrupo B, tanto en contenido 

cecal (flaA 34) como en piel de cuello (flaA 9), pero no en el caso de las muestras de 

pechuga de pollo.  

En general, la riqueza de genotipos disminuyó aplicando enriquecimiento, tanto caldo 

Bolton como Preston, comparado con la siembra directa para una misma muestra, lo 

que se explica por la propia selección de genotipos esperada al hacer enriquecimiento 

en caldo de cultivo. Por otro lado, la utilización de placas (con o sin enriquecimiento) 

de CFA, incrementó la riqueza de genotipos en comparación con el uso de placas de 

mCCDA.  

Con el fin de comparar los datos de flaA con MLST, una selección de aislados basada 

en los distintos genotipos de flaA obtenidos en las diferentes matrices (n=112), fue 

caracterizada por MLST. Los resultados de ambas técnicas presentaron un grado 

equivalente de discriminación, ya que para los 112 aislados caracterizados, 

observamos 43 genotipos diferentes con flaA y 45 con MLST.  

Nuestros resultados mostraron una gran variabilidad de genotipos, confirmando que 

la riqueza de los mismos disminuye al final de la cadena de producción de alimentos, 

siendo mayor en piel de cuello cuando analizamos muestras de lotes de producción 

relacionados. En el caso de la pechuga, destaca que los genotipos detectados son en 

algunos casos no identificados en el resto de matrices. Así, las cepas de Campylobacter 

identificadas en las muestras de pollo podrían proceder tanto de contaminaciones con 

cepas del mismo animal y/o lote, como de contaminaciones cruzadas con cepas de 

animales y/o lotes diferentes a lo largo del procesado. Además, la riqueza de 

genotipos se vio influenciada por el protocolo de cultivo microbiológico utilizado, 

variable que debería ser considerada en estudios epidemiológicos al facilitar la 

detección de la diversidad presente en las muestras.  
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6.4. Estudio IV. Prevalencia del sistema de secreción tipo VI en cepas de 

Campylobacter jejuni procedentes de España 

Debido a la alta frecuencia de infecciones alimentarias producidas por C. jejuni, se han 

destinado gran cantidad de recursos a la identificación de mecanismos implicados en 

la patogenicidad y la supervivencia de la bacteria en los últimos años. Recientemente 

se ha descrito un sistema de secreción de proteínas en cepas de C. jejuni, relacionado 

con la supervivencia bacteriana en presencia de sales biliares y deoxicolato y con 

mecanismos de colonización, adherencia e invasión celular denominado SST6 [36, 37].  

Este trabajo se desarrolló con el objeto de conocer la presencia de este mecanismo 

de secreción en los aislados de C. jejuni de nuestra colección. El análisis se llevó a cabo 

mediante secuenciación masiva usando Illumina MiSeq en una selección al azar de 63 

cepas de C. jejuni obtenidas en dos estudios previos (capítulos 5.1 y 5.2). Estas cepas 

procedían de la cadena alimentaria (n=17 de contenido cecal, n=23 de piel de cuello 

y n=19 de pechuga de pollo fresca envasada) y de efluentes urbanos (n=4).  

Los datos obtenidos reflejaron que la proporción de cepas que contenía los 13 genes 

característicos del SST6 descritos para la cepa de referencia (C. jejuni 108) era del 14% 

(9/63). Por otro lado, el 81% (51/63) fueron consideradas negativas, ya que carecían 

de todos los genes propios del sistema, mientras que el 5% restante (3/63) poseían 

parte de los genes (faltando 1, 5 ó 10 respectivamente), siendo clasificadas igualmente 

como negativas. Las muestras positivas correspondían con cepas procedentes de 

contenido cecal (4/17; 24%), piel de cuello (3/23; 13%) y pechuga de pollo (2/19; 11%), 

sin embargo, ninguna de las cepas de efluentes urbanos fue positiva a ninguno de los 

13 genes que componen el SST6. Aunque aparentemente hay una diferencia en la 

proporción de aislados de C. jejuni positivos al SST6 en función del origen de los 

aislados, el número de cepas analizadas de efluentes urbanos no permite establecer 

si existe una relación entre la matriz y la detección del SST6. 

Asimismo, aunque la presencia del gen hcp había sido propuesta como un marcador 

de la presencia del SST6, nuestros datos mostraron que dicho marcador no implica la 

presencia del SST6 completo, ya que algunas cepas contenían dicho gen pero carecían 

de otros genes propios del sistema (2/63; 3%). 

A pesar de que nuestros datos demuestran que el SST6 está presente en aislados de 

diferentes matrices en España, serían necesarios más estudios para determinar la 
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prevalencia de dicho mecanismo y, sobre todo, para identificar su papel específico en 

la patogenicidad o supervivencia de las cepas de C. jejuni positivas al mismo. 
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6.5. Estudio V. Identificación e importancia de la transmisión de Campylobacter 

entre animales salvajes y domésticos de vida libre 

Existe una gran variedad de animales salvajes que pueden ser portadores de 

Campylobacter termófilos, suponiendo un riesgo potencial para el hombre y los 

animales de abasto [17]. Algunos autores han sugerido que el papel que los animales 

salvajes podrían tener en la transmisión de Campylobacter a animales domésticos es 

poco importante [129], mientras que otros sostienen que existe un flujo significativo 

de microorganismos entre ambos grupos, a pesar de que no haya sido claramente 

establecido el sentido del mismo [92, 95]. Dado que en determinadas áreas los 

animales salvajes pueden contactar con animales domésticos criados en extensivo, se 

planteó la necesidad de realizar este estudio.  

Se analizaron muestras de heces de jabalí (n=150), de cabra montés (n=181), y de 

ganado vacuno de aptitud cárnica y lidia (n=55) en el Parque Natural de Els Ports de 

Tortosa i Beseit, localizado en el noreste de España. Las muestras recogidas fueron 

analizadas usando siembra directa en mCCDA (n=386) y una selección de las mismas 

(n=172) fue procesada en paralelo con dos caldos de enriquecimiento (Bolton y 

Preston) y cultivada posteriormente en dos medios selectivos (mCCDA y CFA).  

Todas las muestras de cabra montés fueron negativas, mientras que en jabalí se aisló 

C. coli en dos animales (2/150; 1,3%) y C. jejuni en uno (1/150; 0,67%). C. jejuni también 

fue identificado en ganado vacuno (3/55; 5,45%), aunque en este caso ninguna 

muestra fue positiva a C. coli. Además de C. coli y C. jejuni, se detectó C. lanienae, 

tanto en jabalí como en vacuno. Esta especie fue la que se aisló con más frecuencia 

en el caso del jabalí (15/150; 10%) y, además, fue hallada en una vaca (1/55; 1,82%) 

que habitaba en el mismo barranco que jabalíes positivos a C. lanienae.  Utilizando los 

datos de la siembra directa y el enriquecimiento de forma combinada, el porcentaje 

de muestras positivas a C. lanienae en jabalí (13/57; 22,81%) fue superior (p<0,01) al 

observado en el ganado vacuno (1/55; 1,81%). Por otro lado, la proporción de 

positivos a C. jejuni en el ganado doméstico (5/55; 9,09%) fue superior (p=0,045) a la 

observada en jabalí (0/150; 0%). Por último, se aisló una cepa de C. fetus subsp. 

venerealis en una muestra de vaca (1/55; 1,81%), microorganismo normalmente 

presente en el tracto genital del ganado bovino o en abortos. 

A pesar de que el jabalí y el ganado vacuno parecen tener su propia especie 

predominante de Campylobacter, la presencia de C. jejuni y C. lanienae en ambos 

hospedadores podría indicar una transmisión de aislados de Campylobacter entre 
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ellos. Además, en nuestra zona de estudio, la cabra montés parecía no desempeñar 

un papel importante en la epidemiología de Campylobacter.  
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6.6. Estudio VI. Perspectiva europea sobre la transmisión de Campylobacter 

spp. entre animales salvajes, domésticos y personas 

El capítulo titulado “A European perspective on the transmission of food-borne 

pathogens at the wildlife-livestock-human interface”, incluido dentro del libro “Food 

Safety Risks from wildlife: Challenges in Agriculture, Conservation and Public Health. 

Springer”, describe la perspectiva europea sobre la importancia que los animales 

salvajes pueden tener en la circulación de microorganismos productores de zoonosis 

de transmisión alimentaria entre animales y personas. La sección del capítulo incluida 

en este trabajo de tesis contiene la información referida a Campylobacter, centrada en 

las vías de transmisión y en el papel que los animales de vida libre, especialmente las 

aves, tienen en la epidemiología de esta bacteria. 

La principal vía de transmisión de Campylobacter termófilos es a través del consumo 

de alimentos de origen animal, en particular aves de corral [18]. Sin embargo, a pesar 

de que el consumo de carne de caza es menor que el consumo de carne de animales 

domésticos en Europa, la carne de especies cinegéticas también se ha relacionado con 

el desarrollo de campilobacteriosis [130], habiéndose observado la presencia de 

Campylobacter en carne de jabalí y corzo [112, 113]. Asimismo, el manejo de animales 

o cadáveres, sobre todo durante la caza, ha sido identificado como una fuente de 

infección de Campylobacter para el hombre [97, 112]. 

También se han definido otras vías de transmisión de Campylobacter spp. como el 

contacto con ambientes contaminados [44]. En este contexto, las heces de animales 

salvajes, fundamentalmente de aves, han sido reconocidas como una fuente de 

contaminación ambiental, tanto para animales domésticos como para personas [90, 

92]. No obstante, se ha descrito que su papel podría ser limitado debido a la alta 

especificidad bacteria-hospedador encontrada en las cepas de aves de vida libre [94].  

Respecto a los resultados sobre la recuperación de Campylobacter spp. a partir de 

animales salvajes, no hay estudios realmente comparables, ya que los datos varían en 

función de la época del año, la metodología utilizada, las especies analizadas, los 

patrones de migración o la localización geográfica, entre otros (introducción, tabla 4). 

En definitiva, todos estos estudios reflejan la necesidad de contemplar los animales 

salvajes de vida libre en los estudios epidemiológicos de Campylobacter puesto que 

podrían participar de forma activa en la transmisión de esta zoonosis. 
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7. DISCUSIÓN 

 

Campylobacter, especialmente C. jejuni y C. coli, es una de las bacterias más 

frecuentemente asociadas con diarrea en personas [131]. La transmisión se produce 

por el consumo de alimentos de origen animal, fundamentalmente aves de corral [18, 

32] y, con menor frecuencia, por el consumo de agua contaminada [8]. También 

existen otras vías de transmisión como el contacto con animales (domésticos o 

salvajes) o el contacto con ambientes contaminados [1, 44]. En el presente trabajo de 

tesis doctoral se ha analizado la presencia de Campylobacter en muestras tomadas en 

diferentes fases de la cadena alimentaria (contenido cecal, piel de cuello y pechuga 

de pollo fresca envasada), en efluentes urbanos y en animales de vida libre 

(domésticos y salvajes), analizando diferentes protocolos de detección y 

caracterizando los aislados mediante técnicas fenotípicas y genotípicas, con el fin de 

obtener información sobre la epidemiología de este microorganismo. 

7.1. Detección de Campylobacter en las diferentes matrices 

La frecuencia de detección de Campylobacter encontrada en las distintas matrices 

analizadas utilizando cultivo microbiológico (considerando el resultado de todos los 

protocolos) fue muy variable. En el primer estudio, centrado en muestras de broiler 

tomadas en diferentes fases de la cadena alimentaria (capítulo 5.1), la mayor 

proporción de positivos a Campylobacter termófilos correspondió con muestras de 

piel de cuello (35/38; 92%), seguido de contenido cecal (34/38; 90%) y pechuga de 

pollo fresca envasada (29/38; 76%). Estos resultados reflejan el alto grado de 

contaminación de las muestras de origen aviar. También se observaron altas 

prevalencias de Campylobacter spp. en contenido cecal y canales de pollo (piel) en un 

estudio global de prevalencia llevado a cabo en Francia a partir de muestras de 

matadero durante el año 2008 [110]. En dicho estudio se identificaron el 77,2% de 

lotes positivos a partir de contenido cecal y el 87,5% a partir de canales [110]. Por otro 

lado, los últimos datos del informe de fuentes y tendencias publicados por la EFSA 

indican que el 31,4% de la totalidad de muestras de carne de pollo fresca analizadas 

en 2013 (matadero, planta de procesado o punto de venta) fueron positivas a 

Campylobacter [11]. Asimismo, un estudio realizado en 2009 estimaba la prevalencia 

de Campylobacter en carne de pollo a la venta en torno al 60% [132]. 
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En el caso del estudio llevado a cabo en efluentes urbanos (capítulo 5.2), la proporción 

de muestras positivas a Campylobacter mediante cultivo fue del 64% (32/50). En otro 

estudio realizado en España, el porcentaje de detección de Campylobacter termófilos 

en aguas residuales fue menor (3/10; 30%) [133], mientras que en Canadá el 

porcentaje de aguas residuales positivas a Campylobacter spp. fue del 10% [134] y del 

25,6% [135], en función del estudio consultado. Así, la presencia de Campylobacter en 

efluentes urbanos (capítulo 5.2) podría estar reflejando una potencial vía de 

diseminación de la bacteria al medio ambiente y, de forma indirecta, al hombre y los 

animales. 

Por último, en los animales de vida libre analizados (capítulo 5.5), el porcentaje de 

muestras positivas al aislamiento de Campylobacter spp. más elevado correspondió 

con muestras de jabalí (22/150; 15%), seguido del ganado vacuno criado en extensivo 

presente en la reserva (7/55; 13%), mientras que todas las muestras analizadas de 

cabra montés fueron negativas. En general, las prevalencias fueron muy inferiores a 

las detectadas en animales de abasto (broiler), lo que iría en línea con el mayor riesgo 

de adquirir campilobacteriosis tras el consumo de carne de pollo que tras el consumo 

de carne de especies cinegéticas [130]. Los resultados obtenidos en jabalíes en otros 

estudios realizados en España son muy heterogéneos (introducción, tabla 4). Por un 

lado, Díaz-Sánchez et al. [98] describieron una prevalencia de Campylobacter spp. del 

66% en muestras de heces, mientras que Carbonero et al. [97] identificaron el 38,9% 

de las muestras de jabalíes positivas a Campylobacter spp., también en heces. En lo 

referente a la cabra montés, parece que esta especie no desempeña ningún papel en 

la ecología de la bacteria en nuestra zona de estudio (capítulo 5.5, tabla 2 y 3). Una 

posible explicación sería su preferencia por altitudes elevadas y sus hábitos 

alimenticios, lo cual reduciría la posibilidad de contacto con otros animales como 

jabalí o ganado criado en extensivo. Este hecho ya había sido reflejado en diversos 

estudios de cabra montés llevados a cabo en el mismo entorno geográfico frente a 

otros patógenos [136, 137]. 

Las diferencias observadas entre nuestros datos y otros estudios podrían deberse a 

las diferencias en el muestreo, la matriz analizada, la localización geográfica, la época 

del año y, especialmente, a los métodos de cultivo empleados. Al comparar los 

distintos protocolos de detección utilizados en cada matriz en nuestros trabajos, los 

resultados obtenidos fueron muy variables. Se ha visto que la siembra directa funciona 

mejor en muestras de contenido cecal (34/38, 90%) y piel de cuello (31/38; 82%), sin 

embargo, la diferencia entre los resultados obtenidos con enriquecimiento (14/38; 
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37% en contenido cecal y 29/38; 76% en piel de cuello) y siembra directa sólo fue 

significativa para las muestras de contenido cecal (p<0,001). Por otro lado, en 

muestras de pechuga de pollo fresca envasada, el enriquecimiento (26/38; 68%) 

aumentó la detección de Campylobacter termófilos (p<0,001) (capítulo 5.1, tabla 1). 

En el estudio de aguas residuales, aunque el enriquecimiento (19/50, 38%) obtuvo un 

mayor número de muestras positivas comparado con la siembra directa (14/50, 28%), 

la diferencia no fue significativa (capítulo 5.2, tabla 1). Desafortunadamente, en el 

estudio de detección de Campylobacter en animales salvajes (capítulo 5.5), aunque se 

utilizaron diferentes protocolos de aislamiento, el número de muestras positivas no 

permitió llevar a cabo un estudio comparado de los protocolos de detección 

aplicados.  

Si comparamos los resultados de siembra directa en mCCDA y CFA, se ha descrito que 

el crecimiento de otras bacterias podría enmascarar la identificación y el recuento de 

colonias de Campylobacter [138]. Ahmed et al. [139] encontraron que el porcentaje 

de falsos-positivos (colonias sospechosas y no confirmadas como Campylobacter en 

muestras de pollo naturalmente contaminadas de carne y piel) fue superior utilizando 

CFA que mCCDA (13% vs 10%). Sin embargo, Habib et al. [140] identificaron una buena 

correlación entre los resultados obtenidos con mCCDA y CFA para la enumeración de 

Campylobacter a partir de muestras de carne de pollo, indicando también la mayor 

facilidad en la identificación de colonias con el medio cromogénico (CFA). En este 

sentido, si comparamos los resultados de mCCDA y CFA en el estudio realizado en 

muestras de contenido cecal o piel de cuello (capítulo 5.1, tabla 2), no se observaron 

diferencias significativas entre su uso en siembra directa. Asimismo, de forma 

equivalente a Habib et al. [140], las características del medio cromogénico (CFA) 

también permitieron diferenciar con mayor claridad las colonias sospechosas de ser 

Campylobacter por su color rojizo (capítulo 5.1).  

En relación al caldo Bolton, Baylis et al. [23] determinaron que en muestras de 

alimentos crudos naturalmente contaminados (canales, carne e hígado de aves, 

ternera, cordero y cerdo), el caldo Bolton (66/100) favorecía el crecimiento de 

Campylobacter e inhibía las bacterias competidoras de forma más efectiva que el 

caldo Preston (53/100). Sin embargo en nuestro estudio (capítulo 5.1, tabla 1), el 

porcentaje de las muestras de pechuga de pollo que fueron positivas a Campylobacter 

termófilos fue mayor (p=0,001) empleando caldo Preston (24/38; 63%), en particular 

usando mCCDA como agar selectivo, en relación al uso del caldo Bolton (9/38; 24%), 

especialmente seguido de mCCDA. En línea con nuestros resultados, el aumento de 
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efectividad de Preston y mCCDA respecto al enriquecimiento con Bolton y mCCDA, 

también fue confirmado por Habib et al. [140]. Además, en nuestro estudio, la 

recuperación de Campylobacter termófilos a partir de pechuga de pollo usando caldo 

Bolton estuvo influido por el medio selectivo utilizado posteriormente (capítulo 5.1, 

tabla 2), incrementándose el porcentaje de las muestras positivas recuperadas con 

CFA (8/9; 89%) comparado con mCCDA (2/9; 22%). De forma equivalente, Habib et al. 

[140] también observaron una clara diferencia entre los resultados obtenidos con 

caldo Bolton seguido del cultivo en placas de mCCDA o CFA (30,61% vs 53,06%).  

Así, en base a los resultados obtenidos en nuestro estudio (capítulo 5.1), en muestras 

de alimentos, una etapa previa de enriquecimiento favorece la recuperación de 

Campylobacter. Este hecho podría estar relacionado con que las muestras alimentarias 

presenten una carga contaminante que suele ser baja y que los Campylobacter 

presentes puedan estar en menor concentración o incluso dañados subletalmente 

como consecuencia de las técnicas de procesado utilizadas (congelado, refrigeración, 

calentamiento, salado, etc.) o factores intrínsecos al alimento (composición, pH, etc.) 

[18, 23]. Por otro lado, la siembra directa resultó más adecuada en muestras donde se 

estima una alta carga contaminante [22, 141, 142], como contenido cecal y piel de 

cuello (capítulo 5.1, tabla 1 y 4). 

En el caso de las muestras de aguas residuales, se ha observado que la alta proporción 

de bacterias fecales puede enmascarar el crecimiento de Campylobacter tras una 

etapa de enriquecimiento [116]. Otros autores han descrito que una etapa de 

enriquecimiento favorece la recuperación de las células dañadas o estresadas en 

muestras de agua [143]. Sin embargo, Jokinen et al. [144] describieron que el 

enriquecimiento con caldo Bolton utilizando una etapa previa de filtración no 

aumentaba significativamente la recuperación de Campylobacter a partir de aguas 

superficiales (38,3% vs 36,7%), aunque disminuía la proporción de falsos positivos 

(97% vs 56%). En consonancia con estos trabajos, en las muestras de efluentes urbanos 

analizadas se comprobó que, aunque el filtrado y/o el enriquecimiento no 

aumentaban significativamente el porcentaje de detección de Campylobacter, eran 

capaces de detectar muestras positivas no identificadas utilizando siembra directa 

(capítulo 5.2, tabla 1).  

A pesar de que se han visto grandes diferencias al aplicar técnicas de cultivo 

microbiológico en las diferentes matrices, los resultados obtenidos mediante qPCR 

han revelado un alto porcentaje de muestras positivas al aislamiento de ADN de 
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Campylobacter en todos los estudios, independientemente de la naturaleza de la 

muestra analizada. En el 97% (37/38) de las muestras de contenido cecal y pechuga 

de pollo y en el 100% de las muestras de piel de cuello (capítulo 5.1) y efluentes 

urbanos (capítulo 5.2), se confirmó la presencia de ADN de C. jejuni y/o C. coli, aunque 

no en todos los casos pudo aislarse la bacteria. No obstante, se observó que existía 

una relación entre los valores de cuantificación de C. coli en el estudio de la cadena 

alimentaria (capítulo 5.1) y el número de protocolos a los que la muestra resultaba 

positiva a esta especie, aunque esta relación no se observó para C. jejuni (capítulo 5.1, 

figura 2). Las diferencias observadas entre la qPCR y el cultivo tradicional podrían estar 

asociadas a los requerimientos de cultivo de Campylobacter y a la presencia de células 

muertas (ADN libre), subletalmente dañadas o VPNC, así como bacterias 

competidoras que podrían estar influyendo en la tasa de recuperación del 

microrganismo a partir de las muestras analizadas. De este modo, los resultados 

obtenidos con la qPCR podrían ser considerados como el máximo teórico de muestras 

positivas a Campylobacter, e incluso permitiría utilizar la técnica de PCR como método 

de screening para elegir el protocolo de cultivo más adecuado en función de la carga. 

7.2. Especies de Campylobacter detectadas en las diferentes matrices 

Se ha descrito que las características inherentes a cada cepa o especie de 

Campylobacter, que determinan su supervivencia bajo condiciones adversas, pueden 

influir en su recuperación en el laboratorio [19, 145, 146]. Asimismo, el método de 

cultivo empleado se ha relacionado con la distribución de las especies obtenidas. Por 

ejemplo, Williams et al. [128] describieron que el caldo de enriquecimiento, debido a 

los componentes selectivos que contiene, podría favorecer el crecimiento de algunos 

aislados o, incluso inducir estrés que alteraría las cepas obtenidas. En este sentido, 

Hakkinen et al.  [147] describieron que el método de cultivo podría influir en la 

diversidad de especies detectadas en ganado bovino, ya que C. coli y C. hyointestinalis 

subsp. hyointestinalis no fueron identificadas mediante siembra directa pero sí usando 

una etapa de enriquecimiento.  

Si consideramos los aislados obtenidos independientemente del protocolo de 

aislamiento, hubo diferencias en las especies detectadas en función de las matrices 

analizadas. Se obtuvo un mayor número de aislados de C. coli que de C. jejuni en 

muestras de contenido cecal (55/82; 67%) y pechuga de pollo (27/48; 56%), siendo 

significativa la diferencia encontrada entre las dos especies para el contenido cecal 

(p<0,001) (capítulo 5.1). Si la comparación se hace por muestra, la diferencia entre las 
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dos especies en el contenido cecal no es significativa mientras que el número de 

muestras de pechuga positivas a C. jejuni y C. coli es equivalente. Aunque en términos 

generales se ha descrito que C. jejuni es la especie más frecuentemente detectada en 

muestras de pollo [80] y C. coli se asocia normalmente al ganado porcino [24, 148], 

Ansari-Lari et al. [149] también identificaron a C. coli como la especie dominante en 

muestras de pollo en un estudio realizado en Irán. Además, se ha determinado que 

existen otras variables que podrían modificar la distribución de las especies como la 

localización geográfica o las características propias del estudio [146]. Por ejemplo, en 

un trabajo llevado a cabo en Canadá se detectó un 81% de muestras de carne de pollo 

positivas a C. jejuni y sólo un 17% a C. coli, mientras que en otro estudio sobre carne 

de pollo en el Reino Unido la proporción de C. coli fue más elevada (47,1%) [150]. No 

obstante, los casos de campilobacteriosis en humanos se asocian más frecuentemente 

con C. jejuni, que fue la especie más frecuentemente detectada en piel de cuello 

(64/103; 62%) (p=0,001) (capítulo 5.1, tabla 3). En esta especie se ha identificado una 

marcada estacionalidad [44, 48], aunque no hemos encontrado evidencias de la misma 

en el estudio de la cadena alimentaria (capítulo 5.1) ni en el estudio de efluentes 

urbanos (capítulo 5.2). Este hecho podría deberse al propio estudio, ya que el diseño 

del muestreo no se orientó para detectar cambios estacionales. 

En muestras de efluentes urbanos (capítulo 5.2), se identificó un mayor número 

(p<0,001) de aislados de C. coli (53/77; 69%) que de C. jejuni (20/77; 26%). Estos datos 

concuerdan con los descritos por Moreno et al. [133] que aislaron C. coli en muestras 

de aguas residuales, siendo ésta la única especie identificada. 

En general, observamos que el uso de métodos que incluyen una etapa de 

enriquecimiento, especialmente usando caldo Preston, favorecen la recuperación de 

C. coli (p<0,05) en muestras de la cadena alimentaria (48/58; 83%) (capítulo 5.3) y de 

efluentes urbanos (23/26; 88%) (capítulo 5.2). Por otro lado, el uso de siembra directa 

supone una mayor recuperación de C. jejuni (p<0,05), tanto en muestras de la cadena 

alimentaria (50/69; 72%) (capítulo 5.3) como en muestras de efluentes urbanos (11/14; 

79%), especialmente utilizando agar CASA en el último caso (capítulo 5.2). Nuestros 

resultados indican que podría existir una selección de aislados en función de la ruta 

de aislamiento, ya que la proporción de especies detectadas se vio influenciada por el 

método de detección empleado.  

La mayoría de las muestras de los estudios realizados (el 79% (30/38) de las muestras 

de contenido cecal, el 87% (33/38) de las de piel de cuello y el 58% (22/38) de las de 
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pechuga de pollo) fueron positivas a C. coli y C. jejuni de forma simultánea mediante 

qPCR (capítulo 5.1). No obstante, el cultivo tradicional sólo detectó C. coli y C. jejuni 

de forma conjunta en el 24% (9/38) de las muestras de contenido cecal, el 37% (14/38) 

de piel de cuello y el 8% (3/38) de las de pechuga de pollo (capítulo 5.1). Igualmente, 

en el estudio de efluentes urbanos (capítulo 5.2), la qPCR detectó ADN de las dos 

especies en el 98% (49/50) de las muestras, mientras que el cultivo bacteriológico sólo 

identificó ambas especies en el 18% (9/50). De forma similar, Melero et al.  [24] 

detectaron 43 muestras positivas (89,53%) a C. jejuni mediante qPCR, mientras que 

únicamente seis muestras (de superficies) fueron positivas al aislamiento (12,50%) en 

una planta de procesado de pollo (carne, piel de cuello, mesas de procesado y guantes 

de los operarios). Asimismo, Rohonczy et al. [151] encontraron una baja correlación 

entre los resultados obtenidos mediante qPCR y cultivo tradicional (enriquecimiento 

y siembra directa) para la identificación de C. jejuni a partir de muestras de carne de 

pollo envasada; en este caso, la mitad de las muestras confirmadas mediante qPCR no 

fueron positivas utilizando cultivo. En consonancia con nuestros datos, estos estudios 

también sugieren que los métodos de cultivo microbiológico podrían llegar a 

subestimar la proporción de especies presentes en la muestra, siendo recomendable 

la utilización de varios protocolos de cultivo para estimar la diversidad real. 

En nuestro trabajo llevado a cabo sobre animales de vida libre (capítulo 5.5), se detectó 

C. jejuni (1/150; 0,7%) y C. coli (3/150; 2%) en heces de jabalí, aunque otros autores 

han identificado tanto C. coli como C. jejuni en mayor proporción en esta especie 

animal (6,3% y 1,6%) [97], (4,54% y 3,03%) [102] y en cerdo salvaje (3,33% y 20%) [100]. 

En el caso del bovino, C. jejuni ha sido reconocida como la especie predominante de 

Campylobacter, especialmente en bovinos jóvenes [76, 86]. De forma equivalente en 

nuestra investigación, C. jejuni (5/55; 9%) fue la especie más frecuentemente 

identificada en el ganado bovino (capítulo 5.5). Asimismo, otros trabajos han 

detectado C. lanienae en heces de cerdos domésticos (2,22%), cerdos salvajes (20%), 

jabalí (26,98%) y rumiantes (57,14%), aunque en este último caso los resultados fueron 

determinados mediante PCR directa [97, 100, 152-154]. En nuestra investigación esta 

especie también fue identificada, de forma predominante en jabalí (18/150; 12%), y 

en una muestra en ganado vacuno (1/55; 2%). El aislado de C. lanienae identificado en 

vaca se obtuvo a partir de un animal de un rebaño de 30 individuos y, seis días más 

tarde, dos de los tres jabalíes muestreados en la misma zona fueron positivos. Así, 

aunque el jabalí y la vaca parecen tener su propia especie predominante (capítulo 5.5, 
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tabla 3), nuestros datos podrían estar reflejando un posible intercambio de 

Campylobacter entre ganado bovino y jabalí.  

Finalmente, se han detectado otros microorganismos relacionados con el género 

Campylobacter en aguas residuales (capítulo 5.2) y en animales de vida libre (capítulo 

5.5). Como se describe en el estudio realizado en efluentes urbanos (capítulo 5.2), se 

identificaron cuatro aislados de Arcobacter butzleri (4/50; 8%), microorganismo 

previamente descrito en muestras de aguas residuales en el sureste de España [133]. 

De hecho, Arcobacter es considerado como un patógeno emergente para el hombre, 

cuya principal vía de transmisión es el consumo de agua contaminada [50]. Aunque el 

hecho de que se aplicasen procedimientos de detección orientados al aislamiento de 

Campylobacter termófilos podría haber infravalorado la presencia real de Arcobacter 

en las muestras, nuestros datos reflejarían el posible papel del agua residual en la 

diseminación de este microorganismo. También se ha identificado C. fetus subsp. 

venerealis en una muestra de vaca, hecho que se considera como un hallazgo puntual 

(1/55; 2%) (capítulo 5.5), ya que se trata de una especie normalmente presente en el 

tracto genital del ganado bovino o en abortos [49].  

7.3. Caracterización de los aislados obtenidos a partir de la cadena alimentaria 

y los efluentes urbanos 

Los aislados de Campylobacter termófilos obtenidos a partir de muestras de diferentes 

fases de la cadena alimentaria (capítulo 5.1) y de los efluentes urbanos (capítulo 5.2), 

fueron caracterizados mediante técnicas fenotípicas y genotípicas, tal y como se 

detalla a continuación. 

7.3.1. Caracterización genética de los aislados de la cadena alimentaria 

Se ha descrito que la diversidad genética de los aislados de Campylobacter varía en 

función del método de cultivo empleado para su recuperación. Así, Williams et al. [128] 

observaron diferente perfil genético mediante campo pulsado en aislados 

procedentes de la misma muestra ambiental obtenida en granjas de pollos usando 

diferentes caldos de enriquecimiento (Preston, Exeter modificado, Bolton modificado). 

De igual forma, Newell et al. [19] describieron que la aplicación de una etapa de 

enriquecimiento podría seleccionar de forma preferente determinados aislados, ya 

que cepas aisladas mediante siembra directa no fueron identificadas mediante caldos 

de enriquecimiento en muestras de canales de pollo.  
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Para determinar la influencia que el método de cultivo podría tener sobre los 

genotipos de Campylobacter recuperados, así como determinar cuáles eran los 

aislados compartidos entre cada una de las fases de la cadena alimentaria, los C. coli 

y C. jejuni obtenidos en el primer estudio (capítulo 5.1) fueron caracterizados 

genéticamente. Las cepas analizadas (n=296 de 98 muestras) procedían del subgrupo 

A, que incluía lotes de producción analizados en tres fases diferentes en matadero 

(contenido cecal, piel de cuello y pechuga de pollo fresca envasada), y el subgrupo B, 

cuyas muestras no estaban relacionadas epidemiológicamente entre sí y que 

procedían de diez lotes de contenido cecal, cuatro lotes de piel de cuello y diez lotes 

de pechuga de pollo envasada. Así, se obtuvieron 97 aislados de contenido cecal 

(n=34 muestras), 133 de piel de cuello (n=35 muestras) y 66 de pechuga de pollo 

envasada (n=29 muestras) (capítulo 5.3). En todos los aislados se secuenció la región 

variable del gen de la flagelina (flaA), a partir de la cual se pudo determinar la riqueza 

de genotipos.  

En general, el número de genotipos de flaA detectados en nuestro estudio (subgrupo 

A+B) fue elevado, ya que se identificaron 51 genotipos distintos (33 en contenido 

cecal, 41 en piel de cuello y 24 en pechuga de pollo). De hecho, el genotipo más 

repetido (flaA 30, con 21 aislados), únicamente fue detectado en nueve muestras de 

las 98 analizadas (9/98; 9%). En consonancia con estos datos, se ha descrito que 

normalmente la diversidad genética de Campylobacter es elevada [32, 145, 155]. De 

los genotipos obtenidos en nuestro estudio, 31 fueron identificados únicamente en el 

subgrupo A (n=167 aislados de 62 muestras), ocho solamente en el subgrupo B (n=18 

aislados de 10 muestras) y 12 fueron compartidos entre ambos grupos (n=111 

aislados de 53 muestras). La distribución de los genotipos compartidos entre ambos 

grupos (n=59 aislados de 35 muestras en el subgrupo A y n=52 aislados de 18 

muestras en el subgrupo B), podría sugerir que se tratase de genotipos con mayor 

grado de diseminación en avicultura, habiendo sido descritos previamente en otro 

estudio llevado a cabo en canales de pollo en EEUU [156].  

Considerando los datos por cada subgrupo, se encontraron 43 genotipos distintos (28 

en contenido cecal, 39 en piel de cuello y 18 en pechuga de pollo) en el subgrupo A 

(n=226 aislados de 76 muestras) (Tabla 5). En el caso del subgrupo B (n=70 aislados 

de 22 muestras), se detectaron 20 genotipos diferentes (7 en contenido cecal, 5 en 

piel de cuello y 10 en pechuga de pollo) (capítulo 5.3., tabla 1) (Tabla 6). Calculando 

la proporción de genotipos diferentes detectados por muestras analizadas, los datos 

sugieren una mayor variabilidad genética del grupo B (0,91; 20/22) que del A (0,56; 
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43/76), es decir, mayor variabilidad en muestras obtenidas de lotes no relacionados 

epidemiológicamente. 

Tabla 5. Distribución de los datos obtenidos mediante flaA y MLST en las muestras 

de la cadena alimentaria del subgrupo A. 

Muestra Genotipo 
de flaA 

Aislados/ 
flaA 

Muestras/ 
flaA 

Nº de 
lotes 

Nº aislados 
(ST)* 

Nº aislados 
(CC)* 

C
o

n
te

n
id

o
 c

ec
al

 

9 1 1 1 ND ND 

10 1 1 1 ST356 (1) CC353 (1) 

13 6 3 3 ST1563 (1) CC828 (1) 

14 1 1 1 ST1707 (1) CC607 (1) 

16 1 1 1 ST367 (1) CC257 (1) 

18 1 1 1 ND ND 

21 1 1 1 ST51 (1) CC443 (1) 

23 2 1 1 ST829 (1) CC828 (1) 

30 5 2 2 
ST5659 (1)
 ST828 (1) CC828 (2) 

32 1 1 1 ST48 (1) CC48 (1) 

34 2 1 1 ND ND 

36 4 3 3 ST148 (1) CC21 (1) 

57 2 1 1 ST52 (1) CC52 (1) 

66 6 3 3 ST1750 (1)
 ST902 (1) CC828 (2) 

67 2 1 1 ST47 (1) CC21 (1) 

78 1 1 1 ST607 (1) CC607 (1) 

105 2 2 2 ST883 (1) CC21 (1) 

239 1 1 1 ST42 (1) CC42 (1) 

255 3 1 1 ST827 (1) CC828 (1) 

260 4 2 2 ST464 (1) CC464 (1) 

311 5 2 2 ST5659 (2) CC828 (2) 

587 3 1 1 ST2074 (1) CC828 (1) 

588 3 1 1 ST2074 (1) CC828 (1) 

604 8 2 2 ST827 (3) CC828 (3) 

866 1 1 1 ST860 (1) CC828 (1) 

M2 3 2 2 ND ND 

M5 1 1 1 ND ND 

M7 1 1 1 ND ND 
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Muestra Genotipo 
de flaA 

Aislados/ 
flaA 

Muestras/ 
flaA 

Nº de 
lotes 

Nº aislados 
(ST)* 

Nº aislados 
(CC)* 

P
ie

l d
e 

cu
el

lo
 

5 2 1 1 ST45 (1) CC45 (1) 

9 2 1 1 ND ND 

10 2 2 2 ND ND 

13 5 3 3 ST854 (2) CC828 (2) 

14 3 1 1 ST46 (1) CC206 (1) 

16 1 1 1 ST367 (1) CC257 (1) 

18 2 1 1 M4 ND 

21 3 3 3 ST443 (1) CC443 (1) 

23 2 1 1 ST829 (1) CC828 (1) 

24 1 1 1 ST2123 (1) CC362 (1) 

30 5 3 3 ST5659 (1) CC828 (1) 

32 3 2 2 ST48 (1) CC48 (1) 

36 1 1 1 ST148 (1) CC21 (1) 

37 4 2 2 ST262 (1) CC21 (1) 

42 2 1 1 ST61 (1) CC61 (1) 

49 4 2 2 ND ND 

57 1 1 1 ST52 (1) CC52 (1) 

66 5 3 3 ST860 (1) CC828 (1) 

67 2 1 1 ST47 (1) CC21 (1) 

78 2 2 2 ST572 (1) CC206 (1) 

117 2 2 2 ST7545 (1) ST7545 (1)** 

222 1 1 1 ST7546 (1) ST7546 (1)** 

239 5 1 1 ST42 (1) CC42 (1) 

255 7 2 2 ST827 (2) CC828 (2) 

260 5 4 4 ST464 (1) CC464 (1) 

267 3 2 2 ST2077 (1) CC828 (1) 

293 1 1 1 ST5659 (1) CC828 (1) 

311 3 2 2 
ST5659 (1)
ST2077 (1) CC828 (2) 

550 1 1 1 ST49 (1) CC48 (1) 

553 1 1 1 ND ND 

587 6 2 2 ST2074 (2) CC828 (2) 

588 3 1 1 ST2074 (1) CC828 (1) 

604 5 1 1 ST827 (1) CC828 (1) 
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Muestra Genotipo 
de flaA 

Aislados/ 
flaA 

Muestras/ 
flaA 

Nº de 
lotes 

Nº aislados 
(ST)* 

Nº aislados 
(CC)* 

P
ie

l d
e 

cu
el

lo
 

726 1 1 1 ND ND 

866 3 1 1 ST860 (1) CC828 (1) 

M2 2 1 1 ND ND 

M4 1 1 1 ND ND 

M6 1 1 1 ND ND 

M7 1 1 1 ND ND 

P
ec

h
u

g
a 

d
e 

p
o

ll
o

 f
re

sc
a 

en
va

sa
d

a 

2 2 1 1 ST45 (1) CC45 (1) 

13 5 2 2 ST854 (3) CC828 (3) 

18 1 1 1 ST354 (1) CC354 (1) 

30 11 4 4 
ST828 (2) 

 ST5659 (3) CC828 (5) 

32 3 2 2 ST48 (2) CC48 (2) 

34 2 2 2 ND ND 

36 2 1 1 ST2724 (1) CC21 (1) 

49 2 1 1 ST122 (1) CC206 (1) 

66 1 1 1 ST902 (1) CC828 (1) 

67 1 1 1 ST47 (1) CC21 (1) 

239 3 2 2 ST42 (2) CC42 (2) 

255 3 1 1 ST827 (2) CC828 (2) 

260 1 1 1 ST464 (1) CC464 (1) 

311 2 1 1 ST5659 (1) CC828 (1) 

587 1 1 1 ST2074 (1) CC828 (1) 

588 1 1 1 ST2074 (1) CC828 (1) 

604 6 1 1 ST827 (3) CC828 (3) 

M2 3 1 1 ND ND 

ST: Sequence Type; CC: Clonal Complex; ND: no determinado. 
*Sólo se incluyen los datos de los aislados que han sido analizados mediante MLST (n=112).  
  Entre paréntesis se indica el nº de aislados. 
**Sin CC asociado. 
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Tabla 6. Distribución de los datos obtenidos mediante flaA y MLST en las muestras 

de la cadena alimentaria del subgrupo B. 

Muestra 
Genotipo 
de flaA 

Aislados/ 
flaA 

Muestras/ 
flaA 

Nº de 
lotes 

Nº aislados 
(ST)* 

Nº aislados 
(CC)* 

Contenido 
cecal 

2 1 1 1 ND ND 

27 2 1 1 ST7544 (1) ST7544 (1)** 

34 10 2 2 ST3017 (5) CC828 (5) 

236 1 1 1 ST1750 (1) CC828 (1) 

1348 8 1 1 ST1750 (5) CC828 (5) 

M1 1 1 1 ND ND 

M2 2 1 1 ND ND 

Piel de 
cuello 

9 14 5 2 ST21 (1) CC21 (1) 

10 5 3 1 ST356 (1) CC353 (1) 

49 6 2 1 ST227 (1) CC206 (1) 

162 2 2 1 ST51 (1) CC443 (1) 

251 2 2 1 ST51 (1) CC443 (1) 

Pechuga de 
pollo fresca 

envasada 

8 1 1 1 ST45 (1) CC45 (1) 

9 1 1 1 ST572 (1) CC206 (1) 

16 1 1 1 ND ND 

21 3 1 1 ST45 (1) CC45 (1) 

34 3 1 1 ST904 (1) CC607 (1) 

36 1 1 1 ST50 (1) CC21 (1) 

239 1 1 1 ST583 (1) CC45 (1) 

260 1 1 1 ND ND 

726 3 1 1 ST825 (1) CC828 (1) 

M3 1 1 1 ND ND 

ST: Sequence Type; CC: Clonal Complex; ND: no determinado. 
*Sólo se incluyen los datos de los aislados que han sido analizados mediante MLST (n=112).  
  Entre paréntesis se indica el nº de aislados. 
**Sin CC asociado. 

Si se comparan los datos por matriz para una misma muestra en el subgrupo A, en 

piel de cuello se encontró el mayor número de genotipos diferentes (de uno a cinco 

flaA diferentes/muestra), mientras que las muestras de contenido cecal y pechuga de 

pollo presentaban entre uno y dos genotipos distintos (Tabla 7). Así, estos resultados 

apuntan a que la mayor variedad de genotipos se encuentra en muestras de contenido 
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cecal y, especialmente piel de cuello, mientras que la menor variedad se asocia con 

las muestras de pechuga de pollo envasada.  

Tabla 7. Distribución del número de muestras en función del número de genotipos 

diferentes por muestra (subgrupo A y subgrupo B). 

Subgrupo Tipo de muestra 1 gts* 2 gts* 3 gts* 4 gts* 5 gts* Total 

Subgrupo A 

Heces 14 13    27 

Piel de cuello 6 15 3 1 2 27 

Pechuga 18 4    22 

Subgrupo B 

Heces 6 1    7 

Piel de cuello 4 2 2   8 

Pechuga 5 1 1   7 

*gts: nº de genotipos de flaA identificados. 

Contrastando el valor de la riqueza de genotipos, teniendo en cuenta únicamente al 

subgrupo A, los aislados de piel de cuello (29; IC 95%, 25–33) seguidos de los de 

contenido cecal (24; IC 95%, 21–26), obtuvieron una mayor riqueza de genotipos que 

los aislados de pechuga de pollo fresca envasada (18; IC 95%, 18–18) (capítulo 5.3, 

tabla 1). Nuestros datos indicarían que la riqueza de genotipos disminuye al final de 

la cadena de producción de alimentos, siendo menor en pechuga de pollo, tal y como 

han determinado otros autores [145, 156]. También se ha sugerido que la diferencia 

de resultados entre los aislados podría deberse al posible efecto selectivo de las 

propias técnicas de procesado utilizadas (exposición a oxígeno, refrigeración, 

congelación etc.) [145].  

Dentro del subgrupo A, se obtuvieron 22 lotes en los que las tres matrices fueron 

positivas (22/28; 79%). Estos lotes se correspondieron con 196 aislados (n=66 

muestras). En trece de los 22 lotes (13/22; 59%), se detectó al menos un genotipo en 

pechuga que también fue detectado en contenido cecal. De hecho, se identificó al 

menos un genotipo común en las tres matrices en 10 lotes (10/22; 45%). Asimismo, 

en tres casos (3/22; 14%), los genotipos encontrados en pechuga eran comunes con 

los identificados en piel de cuello (capítulo 5.3). Por otro lado, se identificaron seis 

lotes (6/22; 27%) en los que los genotipos de pechuga eran completamente distintos 

a los observados en piel de cuello o contenido cecal. 

Si se comparan los datos por matriz para una misma muestra en el subgrupo B, en 

piel de cuello y pechuga de pollo se encontró el mayor número de genotipos 



Discusión 
 

133 
 

diferentes (de uno a tres flaA diferentes/muestra), mientras que las muestras de 

contenido cecal presentaban entre uno y dos genotipos distintos (Tabla 7). 

Considerando los valores de riqueza, los aislados de pechuga de pollo envasada (10; 

IC 95%, 10–10) y contenido cecal (6; IC 95%, 4–7), presentaron un valor más elevado 

que los aislados de piel de cuello (5; IC 95%, 3–5). Estos resultados podrían estar 

relacionados con la distribución de los lotes, ya que en el caso de la piel de cuello, las 

diez muestras analizadas pertenecían a cuatro lotes, mientras que en contenido cecal 

y pechuga de pollo, las diez muestras se correspondían con diez lotes distintos. 

Además, se identificó el mismo genotipo en dos lotes independientes de muestras de 

contenido cecal (flaA 34) y piel de cuello (flaA 9). 

Se ha descrito que algunas cepas podrían ser más propensas a ser eliminadas durante 

el procesado en el matadero, mientras que otras tenderían a sobrevivir o prosperar a 

lo largo de la cadena alimentaria [19, 146, 156]. En este sentido, se ha observado que 

durante el procesado de las aves de corral, la contaminación es frecuente debido a la 

alta carga bacteriana que presentan los animales [18] y a la posibilidad de que se 

produzcan fugas de contenido intestinal que pueden llegar a contaminar las canales 

y la piel. Dicha contaminación puede producirse entre animales de un mismo lote o 

puede llegar a afectar a animales de distintos lotes [44, 110, 157]. Así, la alta variedad 

de genotipos observada en piel de cuello en lotes de producción relacionados 

(subgrupo A), podría indicar que esta matriz sería la más susceptible a contaminación 

cruzada en matadero, como ya había sido sugerido por otros autores [110, 158]. 

Además, la presencia de genotipos no compartidos con otras matrices en muestras 

de pechuga de pollo del mismo lote (subgrupo A) y genotipos comunes entre lotes 

independientes de muestras de contenido cecal y piel de cuello (subgrupo B), sugiere 

la posibilidad de que se deba a contaminaciones con cepas de Campylobacter 

procedentes de otros animales y/o lotes a lo largo de la cadena de producción de 

alimentos, pudiendo tratarse incluso de genotipos altamente diseminados. No 

obstante, a pesar de la utilización de diversas técnicas de cultivo microbiológico, 

también sería posible que algunos genotipos identificados en una matriz y no 

detectados en otra se deban a la sensibilidad de la propia técnica. Por último, la 

identificación de genotipos comunes entre matrices del mismo lote de producción 

(subgrupo A), apunta a la posibilidad de que la pechuga de pollo fuera contaminada 

también con las propias cepas de Campylobacter, más persistentes, presentes en el 

animal y/o lote. Este hecho había sido descrito como causa frecuente de 

contaminación de lotes positivos a Campylobacter por Elvers et al. [157]. 
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Al analizar los datos de flaA en función del protocolo de cultivo microbiológico, se 

reconoció que tras la aplicación de una etapa de enriquecimiento (Bolton o Preston) 

se redujo la riqueza de genotipos de los aislados obtenidos en nuestro estudio 

(capítulo 5.3, tabla 2 y figura 1). Asimismo, al comparar los distintos caldos de 

enriquecimiento, en 10 muestras positivas (10/24; 42%) obtenidas con distinto caldo 

pero el mismo medio selectivo en placa, los genotipos identificados fueron diferentes 

(capítulo 5.3, tabla 3). Por otro lado, la utilización de placas de CFA (tanto en siembra 

directa como en enriquecimiento), supuso un incremento de la riqueza de genotipos, 

comparado con el uso de placas de mCCDA (capítulo 5.3, tabla 2 y figura 1). De esta 

manera, nuestros datos sugieren que la riqueza de genotipos se vio influida por el 

protocolo de cultivo microbiológico empleado, el cual parece capaz de seleccionar 

determinados aislados sobre otros, tal y como han descrito distintos autores [19, 128].  

Comparando los agar utilizados, en 23 muestras (23/34; 68%) los genotipos obtenidos 

con siembra directa (mCCDA o CFA) no fueron coincidentes y en 8 ocasiones (8/25; 

32%), empleando el mismo caldo de enriquecimiento pero distinto medio selectivo, 

los aislados tampoco fueron compartidos (capítulo 5.3, tabla 3). Estos resultados 

reflejan una mayor variabilidad obtenida a mayor número de medios en placa 

empleados, por lo que la utilización de varios protocolos de cultivo podría facilitar la 

detección de la diversidad real de las muestras contaminadas con más de un genotipo. 

De hecho, la norma ISO recomienda el uso de dos medios selectivos para el 

aislamiento de Campylobacter termófilos a partir de alimentos (mCCDA y otro medio 

con diferente composición) [140]. En este sentido, Newell et al. [19] también sugirieron 

que diversas técnicas de cultivo podrían ser necesarias para determinar los subtipos 

de Campylobacter presentes en una muestra, especialmente en poblaciones mixtas. 

Así, la elección de un determinado protocolo de cultivo microbiológico podría tener 

una gran relevancia, especialmente en estudios epidemiológicos comparados. 

No obstante, los resultados obtenidos en nuestro estudio también podrían haberse 

visto influidos por la propia población bacteriana presente en cada muestra (según si 

es mixta o no y si tiene aislados mayoritarios), por azar (al elegir una colonia por 

morfología a partir de cada medio de cultivo) o por la selección que los medios de 

cultivo pueden hacer de determinadas especies, entre otros.  

Por último, se aplicó la técnica de MLST en una selección de aislados (n=112 de 72 

muestras) (Tablas 5 y 6). Dicha selección se basó en escoger al menos un genotipo de 

flaA distinto obtenido en las distintas matrices, incluyendo la mayor variedad posible 
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de protocolos de cultivo microbiológico. Comparando los mismos aislados, los datos 

de MLST nos permitieron identificar 45 ST, que se correspondieron con 15 complejos 

clonales (CC) distintos, mientras que el tipado de flaA detectó 43 genotipos diferentes. 

En 26 casos para el mismo valor de flaA se obtuvo más de un aislado, de los cuales 13 

(50%) compartían también el mismo valor de MLST. De esta manera, aunque se pensó 

que la combinación de los datos de MLST y flaA podría mejorar el análisis, los datos 

de MLST no modificaron sustancialmente la interpretación epidemiológica obtenida 

únicamente con el tipado del gen flaA. De hecho, ha sido descrito que el tipado de la 

región variable del gen de la flagelina (flaA o flaB) tiene un índice de discriminación 

comparable al de la técnica de MLST para Campylobacter [32], siendo especialmente 

útil en estudios a corto plazo [159]. Además, se trata de una técnica más económica y 

que requiere un menor tiempo de ejecución que el MLST [159].  

Según datos oficiales de la base de datos de Campylobacter (PubMLST), los complejos 

clonales más frecuentemente identificados son el CC21, el CC45, el CC48, el CC61, el 

CC206, el CC257 y el CC828. Generalmente, los complejos CC45 y CC257 han sido 

asociados a la industria avícola en Europa y Nueva Zelanda, aunque de forma 

generalizada los complejos CC21 y CC45 se han relacionado con numerosas fuentes 

animales y ambientales [160]. En nuestro estudio se recuperaron todos los complejos 

clonales considerados mayoritarios citados previamente, habiéndose identificado de 

forma más frecuente los complejos CC21 (10 muestras), CC45 (5 muestras), CC206 (5 

muestras), CC48 (4 muestras) y CC443 (4 muestras). Cabe destacar el complejo clonal 

CC828, del que se obtuvieron 60 aislados (C. coli) a partir de las tres matrices 

analizadas (n=38 muestras). Se ha observado que se trata de uno de los genotipos 

mayoritarios en infecciones en personas ocasionadas por esta especie [161]. Además, 

utilizando esta técnica identificamos tres ST no descritos previamente, habiendo sido 

denominadas como ST7544, ST7545 y ST7546.  

7.3.2. Análisis de la resistencia a antimicrobianos de los aislados de efluentes 

urbanos 

En las muestras de efluentes urbanos se llevó a cabo una caracterización de los 

aislados obtenidos mediante el análisis de la susceptibilidad a antimicrobianos 

(capítulo 5.2, tabla 2). 

Se ha descrito que existe una diferencia sustancial entre los niveles de resistencia a 

antimicrobianos en C. jejuni y C. coli [48]. En general, los aislados de C. coli de los 

efluentes urbanos fueron resistentes a todos los grupos antimicrobianos analizados, 
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siendo menor la proporción de resistencias en los aislados de C. jejuni; aunque esa 

diferencia sólo fue significativa para estreptomicina y tetraciclina (p<0,001) (capítulo 

5.2, tabla 2). En consonancia con estos resultados, se ha descrito que las cepas de C. 

coli presentan resistencia a diversos antimicrobianos, especialmente macrólidos y 

fluoroquinolonas, más frecuentemente que los aislados de C. jejuni. Aunque no se 

conoce la causa de esta diferencia, una posible explicación sería la diferencia en la 

estabilidad a mutaciones o diferencias en la capacidad para intercambiar material 

genético entre distintas cepas [7, 54, 59]. 

Según datos de la EFSA obtenidos a partir de aislados de Campylobacter termófilos 

de casos clínicos en personas, la proporción de aislados resistentes a ciprofloxacina y 

tetraciclina fue elevada, mientras que el porcentaje de resistencia a eritromicina se 

mantuvo moderado-bajo [48]. Estos resultados son coincidentes con los obtenidos en 

nuestro estudio sobre efluentes urbanos (capítulo 5.2). Así, se detectó que la 

proporción de resistencias fue más alta para ciprofloxacina y ácido nalidíxico, seguido 

de tetraciclina, siendo menores los niveles de resistencia frente a gentamicina y 

eritromicina (capítulo 5.2, tabla 2). Datos muy similares a nuestro estudio también han 

sido confirmados en muestras de pollo en España y Letonia, donde se encontró que 

la mayor tasa de resistencia observada fue frente a quinolonas seguido de tetraciclina 

y, por último, estreptomicina y eritromicina [64, 162]. La concordancia entre los datos 

de muestras humanas y de pollo podría deberse a un origen común de los aislados, 

ya que se ha descrito que hasta el 80% de las campilobacteriosis se han asociado con 

este reservorio animal [70]. Igualmente, el hecho de que los patrones de resistencia 

detectados en nuestro estudio (capítulo 5.2) sean similares a los descritos para la 

especie humana, sugiere la posibilidad de emplear los estudios de Campylobacter en 

efluentes urbanos como un indicador de los Campylobacter termófilos presentes en 

el entorno urbano. Además, la presencia de Campylobacter resistentes a 

antimicrobianos en efluentes urbanos podría contribuir a la diseminación de 

resistencias descrita en ambientes acuáticos [163]. 

7.3.3. Análisis de la presencia del sistema de secreción tipo VI  

Recientemente se ha identificado un sistema de secreción de proteínas en C. jejuni 

denominado sistema de secreción tipo VI [37]. Se ha relacionado con mecanismos de 

virulencia, simbiosis, colonización, interacciones entre bacterias y respuesta ante 

condiciones de estrés ambiental [36, 37]. Asimismo, se ha sugerido una posible 

correlación entre las cepas que contienen el SST6 y pacientes que presentan un cuadro 
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clínico más severo (septicemia, diarrea sanguinolenta etc.) [164]. En nuestro estudio 

se llevó a cabo una caracterización de una selección de aislados de C. jejuni (capítulo 

5.4) procedentes de la cadena alimentaria (capítulo 5.1: contenido cecal, piel de cuello 

y pechuga de pollo fresca envasada) y efluentes urbanos (capítulo 5.2), para 

determinar la presencia de este nuevo sistema de secreción. 

En base a los resultados obtenidos en nuestro trabajo, el 14% (9/63) de las cepas 

contenían los trece genes que conforman el sistema. Si se analizan los resultados en 

función del tipo de muestra, se obtuvieron aislados positivos al SST6 en las muestras 

animales, incluyendo contenido cecal (4/17; 24%), piel de cuello (3/23; 13%) y pechuga 

de pollo (2/19; 11%) (capítulo 5.4, tabla 1). En lo referente a las muestras de aguas 

residuales obtenidas a partir de vertidos urbanos, ninguna de las cepas fue positiva a 

alguno de los 13 genes que componen el SST6. De forma equivalente, Harrison et al. 

también detectaron el SST6 en muestras de carne de pollo, aunque de forma más 

frecuente en aislados de Vietnam (15/21; 71%) que en aislados procedentes del Reino 

Unido (1/28; 4%) [164]. Por otro lado, en un estudio en el que se analizaron secuencias 

de aislados de C. jejuni procedentes de animales y personas, mayoritariamente de 

Europa y EEUU (n=72), el porcentaje de los aislados que contenía el SST6 completo 

fue algo menor que el de nuestro trabajo, aproximadamente del 10%, detectándose 

el SST6 sólo en porcino en los aislados de animales (2/7; 29%) [36]. Otros autores han 

descrito que la prevalencia global encontrada, a partir del análisis de tres de los genes 

que conforman el SST6, fue del 4,6% (17/366) en muestras de diversos orígenes (cepas 

clínicas humanas, pollo, ganado, animales salvajes y agua residual de vertidos de 

granjas) en Pakistán [165]. En esta publicación, Siddiqui et al. [165] también localizaron 

el sistema de secreción en muestras de origen animal (17/332; 5%), incluyendo pollo 

(7/158; 4%), artiodáctilos (2/122; 2%), animales salvajes criados en cautividad (3/20; 

15%) y aguas residuales de granjas (5/32; 16%).  

Aunque este sistema se ha relacionado con casos clínicos de mayor severidad en el 

estudio de Harrison et al. [164] en Vietnam y con aislados clínicos humanos en Europa 

y EEUU (50/54; 93%) [36], Siddiqui et al. [165] observaron que la presencia del SST6 

no estaba relacionado con casos de diarrea en humanos en Pakistán. En línea con 

estos datos, se ha descrito que el SST6 facilitaría la adhesión e invasión celular, así 

como la colonización efectiva del colon [37], por lo que, la presencia del SST6 podría 

estar asociada con cepas con un mayor poder de colonización que se corresponderían 

con portadores sanos. En nuestro caso, a pesar de la diferencia observada en las aguas 

residuales del entorno urbano, el bajo número de aislados analizados y la falta de 
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información sobre si se trata de muestras clínicas o de portadores sanos, no ha 

permitido establecer una conclusión precisa al respecto.  

Por último, el gen hcp ha sido utilizado como un marcador de la presencia del SST6 

completo en el estudio llevado a cabo por Harrison et al. [164]. Sin embargo, en 

nuestro estudio observamos que la detección de dicho marcador no implicaba la 

presencia del SST6 completo, ya que algunas cepas contenían dicho gen pero carecían 

de otros genes propios del sistema (2/63; 3%) (capítulo 5.4, tabla 1). De esta manera, 

sería preciso revisar la utilización de este gen como marcador único de la presencia 

del sistema de secreción en cepas de Campylobacter. 
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8. CONCLUSIONES 

 

1. Para el aislamiento de Campylobacter en muestras con alta carga del mismo, la 

técnica de siembra directa es la que ofrece mejores resultados. 

2. La utilización de medios de enriquecimiento o, incluso la concentración 

mediante filtración, favorecen el aislamiento en muestras con una baja carga o 

en las que Campylobacter pueda encontrarse dañado. 

3. La cuantificación de Campylobacter mediante PCR en tiempo real utilizado como 

técnica de screening permite, no sólo detectar esta bacteria de forma rápida, 

sino incluso determinar el protocolo de cultivo más adecuado. 

4. El número y tipo de especies y genotipos de Campylobacter detectados están 

condicionados significativamente por el método de cultivo empleado, lo que 

debería tenerse en cuenta en estudios epidemiológicos comparados. 

5. El genotipado de los aislados procedentes de muestras de alimentos tomados 

en distintas fases de la cadena alimentaria, demuestra que las cepas de 

Campylobacter pueden proceder del propio animal y/o lote o del ambiente del 

matadero. 

6. La similitud entre el patrón de resistencias descrito para cepas de Campylobacter 

humanas y el detectado por nosotros a partir de efluentes urbanos, sugiere que 

esta matriz podría ser un buen indicador para la vigilancia de las resistencias en 

cepas de Campylobacter comunitarias. 

7. La detección del gen hcp no garantiza la existencia del resto de genes propios 

del sistema de secreción tipo VI, por lo que no debería ser utilizado como 

marcador único del mismo. 

8. En el entorno natural estudiado, se ha identificado la existencia de especies de 

Campylobacter compartidas entre jabalí y ganado bovino criado en extensivo. 
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9. CONCLUSIONS 

 

1. For the isolation of Campylobacter from samples with high loads, direct plating 

offers better results than a plating following enrichment. 

2. The use of an enrichment step, with or without a concentration step by filtration, 

favors the isolation from samples with low load or where Campylobacter could 

be damaged. 

3. Quantification of Campylobacter by real-time PCR can be used as a quick 

screening technique and could aid in choosing the most suitable culture 

protocol. 

4. The number and type of Campylobacter species and genotypes detected are 

significantly conditioned by the method of isolation employed. The variation in 

outcome due to methodological choices should be considered in comparative 

studies. 

5. The genotyping of isolates from food samples taken at different stages of the 

food chain demonstrates that the strains of Campylobacter may come from the 

animal itself and/or the same flock or from the slaughterhouse environment. 

6. The similarity between the pattern of resistance described for human 

Campylobacter strains and the patterns observed in the obtained population in 

urban effluents, suggests that this matrix could be used as a reliable indicator for 

monitoring resistance in Campylobacter strains of the community. 

7. Detection of gene hcp does not guarantee the existence of all the genes required 

to produce a type VI secretion system, so the gene should not be used as a single 

marker thereof. 

8. In the natural environment studied, the existence of Campylobacter species 

shared between wild boar and free-ranging cattle have been identified. 
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10. OTROS TRABAJOS RELACIONADOS 

 

A continuación se presenta el resumen de dos trabajos de colaboración relacionados 

con esta tesis: 

 “Identification of the main quinolone resistance determinant in Campylobacter 

jejuni and C. coli by MAMA-DEG PCR”, enviado para su publicación en 2015 

(Hormeño L., Palomo G., Ugarte-Ruiz M. et al. 2015. Journal of Antimicrobial 

Chemotherapy). 

Among zoonotic diseases, campilobacteriosis stands out as the major bacterial 

infection producing human gastroenteritis. Antimicrobial therapy, only 

recommended in critical cases, is challenged by resistance mechanisms that 

should be unambiguously detected for achievement of effective treatments. 

Quinolone (ciprofloxacin) resistance of C. jejuni and C. coli, the two main 

Campylobacter detected in humans, is conferred by the mutation gyrA C-257-T, 

which can be genotyped by several methods that require a previous 

identification of the pathogen species to circumvent the sequence 

polymorphism of the gene. A multiplex PCR, based on degenerated 

oligonucleotides, has been designed for unambiguous identification of the 

quinolone resistance determinant in Campylobacter spp. isolates. The method 

was verified with 249 Campylobacter strains isolated from humans (141 isolates) 

and the three most important animal sources for this zoonosis: poultry (34 

isolates), swine (38 isolates) and cattle (36 isolates). High resistance to 

ciprofloxacin, with MIC above 4 µg/ml and frequently found among isolates from 

the different hosts, is linked to the mutant genotype predicted by MAMA-DEG 

PCR. 

  “Three different adenylyl transferases confer streptomycin resistance 

in Campylobacter”, en fase de preparación (Hormeño L., Ugarte-Ruiz M. et al. 

2015).  

Thermophilic Campylobacter species C. jeuni and C. coli are actually recognize 

as the major bacteria responsible for food-borne gastroenteritis. Among the 

antibiotics effective against Campylobacter, macrolides and aminoglycosides, 
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susceptibility to streptomycin is still high, although different aminoglycoside O-

nucleotidyltransferases (ANT) and mutations in the ribosomal protein (RPSL) 

have been described. Furthermore, genes encoding additional ANT enzymes 

were detected by analyzing the available genome drafts from Campylobacter. 

Nucleotide sequences for all these antimicrobial resistance determinants were 

screened among C. jejuni and C. coli isolates from human and animals, finding 

out that genes for three different ANT(6) enzymes, in addition to RPSL mutations, 

are linked to streptomycin resistance. Functionality of a new enzyme, distantly 

related and belonging to an uncharacterized ANT(6) sub-family, has been 

evidenced by expression in Escherichia coli. Streptomycin resistance 

determinants were differentially distributed among C. jejuni and C. coli isolates 

from different sources. 
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