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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue detectar la presencia de bacterias del género Listeria y
particularmente Listeria monocytogenes, en bovinos y en el ambiente de establecimientos
lecheros. Se realizd6 un muestreo en dos etapas seleccionando por probabilidad
proporcional al tamafio 10 establecimientos del Departamento de Paysandu, Uruguay. Se
incluy6é ademas en el estudio, un predio lechero de Canelones con un caso confirmado de
listeriosis bovina. Se realiz6 una Unica visita a cada establecimiento donde se colectaron
muestras para cultivo bacteriologico de materia fecal bovina, alimentos, leche de tanque de
frio, agua de bebedero y suelo entrada-salida de sala de ordefie. En las muestras del sistema
nervioso central (SNC) de un bovino con sintomas nerviosos compatibles con listeriosis, se
realizo cultivo, histopatologia e inmunohistoquimica. En el 82% de los predios (9/11) hubo
aislamiento del género Listeria spp., mientras que el 36% de los predios (4/11) presento al
menos un aislamiento de L. monocytogenes. Se detectaron vacas en ordefie clinicamente
sanas que excretan L. monocytogenes 6 L. innocua en materia fecal. En el SNC del bovino
se obtuvo aislamiento e inmunomarcacion positiva a L. monocytogenes, en la
histopatologia se observd meningoencefalitis supurativa con microabscesos en el tronco
encefalico. Todos los aislamientos de L. monocytogenes en alimentos para consumo
bovino se registraron en pastoreos de especies implantadas, por lo que no deberia
descartarse la enfermedad, en casos con sintomas clinicos compatibles y sin el antecedente
de consumo de ensilados. No hubo aislamiento de Listeria spp. en leche de tangque ni agua
de bebida de ninguno de los establecimientos. Se detectd L. innocua en 15 alimentos de
consumo para bovinos y 7 muestras de suelo de entrada y salida a sala de ordefie, lo que
indicaria que en ciertos casos estarian dadas las condiciones ambientales para la presencia
de L. monocytogenes. Los serotipos recuperados fueron 1/2a y 4b, que son los mas
frecuentemente reportados y se asocian a casos clinicos en seres humanos y animales. Los
resultados obtenidos en la electroforesis en campos pulsantes sugieren que existe
diversidad genética en las poblaciones de la bacteria dentro de cada predio y entre ellos. Se
demuestra la amplia distribucion que tiene este agente y la importancia o peligro potencial

que representa para la salud humana y animal.



SUMMARY

The aim of this work was to detect the presence of bacteria belonging to the genus Listeria
spp., particularly Listeria monocytogenes in cattle and dairy farms environment. A two-
stage sampling procedure was implemented, choosing ten dairy farms of Paysandu,
Uruguay by proportional-to-size-likelihood. A case of listeriosis in a dairy farm of
Canelones, Uruguay was included in the study. Each farm was visited once to collect
samples of bovine feces, feedstuffs, water from water troughs, milking parlor soil and bulk
tank milk for bacteriological culture. Culture, histopathology and immunohistochemistry
were made in the sample of central nervous system (CNS) from the animal with nervous
symptoms. Listeria spp., was isolated from 82% of farms (9/11) while, L. monocytogenes
was in 36% of them (4/11). Healthy milking cows that shed L. monocytogenes or L.
innocua in feces were detected. Isolation and positive immunostaining to L.
monocytogenes, were detected in the bovine CNS, at histopathology there was suppurative
meningoencephalitis with microabsceses in the brain stem. All isolates of L.
monocytogenes in feedstuffs were detected in pastures, this implies that the disease should
not be ruled out in cases with compatible symptoms and no silage feeding of cattle. There
was not isolation in bulk tank milk and water troughs of any dairy farm. L. innocua were
detected in fifteen feedstuffs and seven milking parlor soil samples, suggesting that in
some cases the environmental conditions for the presence of L. monocytogenes would be
present. Serotypes obtained were 1/2a and 4b, these are the most frequently reported and
associated with cases in humans and animals. Pulsed field electrophoresis results suggest
that there is a wide genetic diversity in bacterial population within each farm and between
them. This work demonstrates how widespread the agent is and its importance or potential

threat for human and animal health.



1. INTRODUCCION

1.1 Principales caracteristicas del género Listeria

El género Listeria estd compuesto por bacilos cortos gram-positivos, no formadores de
esporas y anaerobios facultativos. Junto al género Brochothrix, esta provisoriamente
asignado a la familia Listeriaceae dentro del Orden Bacillales, Clase Bacilli, Phylum

Firmicutes (Wellinghausen, 2011).

Hasta el momento se han identificado 17 especies: L. monocytogenes, L. innocua, L.
ivanovii (con dos subespecies ivanovii y londoniensis), L. welshimeri, L. seeligeri, L. grayi,
L. marthii, L. rocourtiae, L. floridensis, L. weihenstephanensis, L. fleischmannii (con una
subespecie coloradonensis), L. aquatica, L. cornellensis, L. newyorkensis, L.booriae, L.
riparia, y L. grandensis (Graves et al., 2010; Leclercq et al., 2010; Bertsch et al., 2013;
Lang Halter et al., 2013; den Bakker et al., 2014; Orsi & Wiedmann, 2016). Son bacterias
saprofitas distribuidas ampliamente en el ambiente. Se han aislado a partir de muestras de
suelo, agua, efluentes, vegetacion, gran variedad de alimentos, heces de humanos y
animales (Vazquez-Boland et al., 2001; Lyautey et al., 2007b; den Bakker et al., 2014;
Linke et al., 2014).

Las especies se clasifican en dos grupos denominados como: Listeria sensu stricto
representado por L. monocytogenes, L. marthii, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri y L.
ivanovii, y Listeria sensu lato que contiene a L. grayi y 10 especies recientemente
reportadas (Orsi & Wiedmann, 2016). Esta separacion se basa en el relacionamiento de las
distintas especies con L. monocytogenes, ya que fue la primera especie nombrada y la méas
importante desde el punto de vista de salud puablica e impacto econémico (Orsi &
Wiedmann, 2016).

1.2 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes fue aislada por primera vez en un conejo enfermo por Murray y
colaboradores en 1926, y fue reconocida como patdgeno en veterinaria 10 afios antes de
que se relacionara con casos humanos (Orndorff et al., 2006). Ademas, la caracteristica de
ser una enfermedad asociada al consumo de alimentos contaminados, fue conocida por

veterinarios a comienzos de la década de 1930 (Orndorff et al., 2006).



Listeria monocytogenes es la principal especie que se asocia a enfermedad en animales y
humanos (Vézquez-Boland et al., 2001), aunque también se han descrito casos de
listeriosis con aislamiento de L. innocua (Walker et al., 1994; Perrin et al., 2003; Hofer &
Reis, 2005; Rocha et al., 2013a; Favaro et al., 2014). Se aisl6 en més de 50 especies
animales, incluyendo mamiferos, aves, peces, crustaceos, acaros e insectos (Hofer & Reis,
2005; Lyautey et al., 2007a).

Este agente posee factores de virulencia que permiten la invasion, multiplicaciéon y
dispersion intercelular a nivel de las células del sistema inmune, asi como también en
células no fagociticas como hepatocitos, enterocitos o células endoteliales. Estos factores
son listeriolisina O y fosfolipasas que intervienen en el escape de vacuola y proteina ActA
responsable de la motilidad intracelular (Vazquez-Boland et al., 2001; Orndorff et al.,
2006). Ademas cuenta con una familia de multigenes conocida como isla de internalinas
(Vazquez-Boland et al., 2001). La Internalina A (inlA) es una proteina de superficie
especie especifica, que media la internalizacion de la bacteria en células del huésped; las
Internalinas C y J (inlC, inlJ) participan en distintas etapas de la infeccion del huésped (Liu
et al., 2007).

Luego que la bacteria ingresa al tubo digestivo, a nivel del intestino delgado se trasloca a la
l&mina propia y llega por el sistema porta hepatico al bazo e higado. En este punto
dependiendo del estatus inmunitario del huésped, los linfocitos CD8+ logran controlar y
resolver la infeccion, o se produce una bacteriemia con la presentacion de 3 sindromes
separados que raramente se solapan: encefalitis, septicemia con abscesos miliares en
visceras o infeccion del Utero gestante con aborto (Vazquez-Boland et al., 2001; Orndorff
et al., 2006) (Figura 1).
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Figura 1: Patogenia de la infeccion por Listeria monocytogenes en seres humanos

y animales. Tomado de: Vazquez-Boland et al. (2001)

En humanos se caracteriza por ser una de las enfermedades transmitidas por alimentos con
mayor tasa de letalidad. Con una presentacion clinica que va desde una gastroenteritis
febril a una bacteriemia fatal y meningitis en grupos de alto riesgo para la enfermedad
invasiva, incluyendo adultos mayores y pacientes con enfermedades concomitantes. Las
embarazadas infectadas con L. monocytogenes cursan un sindrome gripal o una infeccion
asintomatica, que resultan en aborto, partos prematuros, infeccién neonatal o muerte
infantil (Cartwright et al., 2013). En el periodo 1998-2008 en Estados Unidos se
confirmaron 24 focos de listeriosis humana, con 359 pacientes enfermos, 215

hospitalizaciones y 38 muertes (Cartwright et al., 2013).

Los rumiantes (bovinos, ovinos y caprinos) son particularmente susceptibles a la infeccion
(Vazquez-Boland et al., 2001). La forma clinica mas comun es la nerviosa (Oevermann et
al.,, 2010). También se han reportado casos de abortos, septicemia neonatal,
queratoconjuntivitis/uveitis y enteritis (Evans et al., 2004; Oevermann et al., 2010; Fairley
et al., 2012; Fairley & Colson 2013; Garcia et al., 2016).

Se describen 13 serotipos de L. monocytogenes basados en los antigenos somaticos “O” y
flagelares “H” (Wellinghausen, 2011). Méas del 95% de los casos clinicos en humanos y
animales corresponden a los serotipos 1/2a, 1/2b y 4b. Otros serotipos, como el 1/2c se
encuentran esporadicamente como contaminantes en alimentos (Vazquez-Boland et al.,

2001; Oevermann et al., 2010). Basado en que pocos serotipos son los responsables de los
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casos de listeriosis, su determinacion no es suficiente para realizar estudios
epidemiologicos de brotes de la enfermedad (Graves & Swaminathan, 2001). Hasta ahora,
la electroforesis en campos pulsantes, Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) en inglés,
es la técnica de subtipificacion estandar utilizada para estos estudios a nivel mundial,
debido a su mayor poder discriminatorio y reproducibilidad (Graves & Swaminathan,

2001; Fugett et al., 2007).

La informacion generada con distintas técnicas de subtipificacion bacteriana, han
demostrado que existen 4 linajes evolutivos de L. monocytogenes con caracteristicas
ecoldgicas, genéticas y fenotipicas distintas (Tabla I) (Orsi et al., 2011). El linaje I incluye
aislamientos de los serotipos 1/2b y 4b, se asocia a casos clinicos en humanos a nivel
mundial, y a la forma nerviosa en rumiantes. Las cepas de este linaje tienen 100 veces mas
chance de causar enfermedad que las aislamientos del linaje 11 (Orsi et al., 2011; Rocha et
al., 2013b). El linaje 11 es genéticamente mas diverso e incluye los serotipos 1/2ay 1/2c; se
observa mas comunmente en la naturaleza, alimentos y ambiente asociados (Lyautey et al.,
2007b; Orsi et al., 2011; Linke et al., 2014). El linaje 111 representa un grupo clonal con
posible especificidad de huésped y virulencia limitada en humanos, mas comdnmente
aislado de animales con sintomas clinicos (Jeffers et al., 2001; Orsi et al., 2011). En el
mismo sentido, se piensa que el linaje 1V tiene virulencia reducida para los seres humanos
(Orsi et al., 2011).

Tabla I: Resumen de las caracteristicas de los linajes de Listeria monocytogenes.

Linaje  Serotipos Caracteristicas genéticas Distribucion
| 1/2b, 3b, 3c, 4b  Baja diversidad y bajos Comunmente aislada de varias
niveles de recombinacion fuentes; sobre todo en casos
entre el linaje humanos
| 1/2a, 1/2c, 3a Mayor diversidad, mayores Comunmente aislada de varias
niveles de recombinacion. fuentes; sobre todo en
alimentos y medioambientes
naturales
i 43, 4b, 4c Muy diverso, niveles de Mayoria de los aislamientos
recombinacion entre el linaje  obtenidos de rumiantes
lyll
v 4a, 4b, 4c Pocos aislamientos para Mayoria de los aislamientos

analisis.

obtenidos de rumiantes

Adaptado de: Orsi et al. (2011).



2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

2.1 Estudios epidemioldgicos realizados en rumiantes

Los primeros grandes brotes de listeriosis en seres humanos registrados entre 1979 y 1983
se relacionaron al consumo de vegetales crudos fertilizados con materia fecal de rumiantes
0, a la ingestion de leche bovina sin pasteurizar, obtenida en predios donde se habian
registrado casos de listeriosis en los animales. A partir de ese momento, existio evidencia
clara de que L. monocytogenes se encontraba en los predios, vinculada con la produccion
primaria de alimentos (Skoovgard & Morgen, 1988; Cartwright et al., 2013).

Muchos trabajos han demostrado que los rumiantes sanos son portadores asintomaticos de
bacterias del género Listeria incluyendo L. monocytogenes, excretandolas por materia fecal
(Skoovgard & Morgen, 1988; Unnerstad et al., 2000; Nightingale et al., 2004; Hofer &
Reis, 2005; Esteban et al., 2009). Dentro de los rumiantes, la especie bovina es la que tiene
mayor prevalencia de animales portadores (Nightingale et al., 2004; Esteban et al., 2009),
esto se relacionaria a una mayor prevalencia de L. monocytogenes a nivel ambiental en los
predios que tienen bovinos (Nightingale et al., 2005). En estudios epidemioldgicos
realizados en tambos, la bacteria se ha recuperado a partir de alimentos y agua de bebida
de los animales, cama, suelo, insectos, comederos, méaquina de ordefie, tanque de frio,
efluentes y heces de aves (Yoshida et al., 1998; Borucki et al., 2004; Nightingale et al.,
2004; Latorre et al., 2009; Mohammed et al., 2009). Ademas se ha reportado que en los
rodeos de bovinos lecheros se observa mayor prevalencia de portadores asintomaticos
(Esteban et al., 2009).

Por otro lado, se ha descrito una mayor excrecion fecal de L. monocytogenes por parte de
los rumiantes, en los meses de invierno y comienzos de primavera, probablemente por una
alta tasa de contaminacion ambiental asociado a medidas de higiene pobres, baja de la
inmunidad y alimentacion con ensilados (Barlow & McGorum, 1985; Nightingale et al.,
2005; Mohammed et al., 2009).

El consumo de productos lacteos contaminados con L. monocytogenes es una de las causas
principales de listeriosis en seres humanos (Cartwright et al., 2013; ISID, 2015). En
muchos predios lecheros se ha detectado la presencia de L. monocytogenes en leche de
tanque de frio (Yoshida et al., 1998; Borucki et al., 2004; Mohammed et al., 2009). Van
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Kessel et al. (2004) determinaron una prevalencia de 6,5% de L. monocytogenes en leche
de tanque bovina durante un muestreo nacional realizado en Estados Unidos. La presencia
de la bacteria en leche no se relacionaria a casos de mastitis, ya que esta forma clinica es
muy poco comun (Fedio et al., 1990). Su presencia indicaria contaminacion de la leche con
materia fecal bovina durante el ordefie, o fallas en la limpieza de la maquina de ordefio y/o
tanque de frio que permitiria la formacion de biofilm bacteriano (Yoshida et al., 1998;
Mohammed et al., 2009; Latorre et al., 2010).

Basado en que la listeriosis es una enfermedad transmitida por alimentos, muchos estudios
han determinado que los ensilados son la principal fuente de infeccion para los rumiantes
(Wilesmith & Gitter, 1986; Nightingale et al., 2005; Ho et al., 2007a). Fundamentalmente
se asocia a ensilados con falla en la anaerobiosis, 1o que provoca que el pH no disminuya
por debajo de 4,0 para limitar el crecimiento bacteriano (Ryser et al., 1997). En un estudio
donde se evaluaron diferentes ensilados, se encontrd diferencia significativa entre el pH
promedio de las muestras con aislamiento de L. monocytogenes (pH 6,1) con respecto las
muestras sin aislamiento (pH 4,4) (Borucki et al., 2005). Aunque, otros trabajos reportan
presencia de L. monocytogenes en ensilados con pH menor a 4,0 (Skovgaard & Morgen
1988; Caro et al., 1990; Ryser et al., 1997).

Se ha observado asociacion entre el consumo de ensilado contaminado por L.
monocytogenes Y la excrecion fecal en animales asintomaticos (Ho et al., 2007a). La mayor
cantidad de animales excretores generalmente se presenta en el dia de consumo o 1-2 dias
después, y la excrecidn de la bacteria se caracteriza por ser intermitente (Ho et al., 2007a).
Si bien la mayoria de los casos de listeriosis reportados en rumiantes se asocian al
consumo de ensilados, se han registrado algunos casos donde la fuente de contaminacion
no era esta clase de alimento (Wiedmann et al., 1994; Yoshida et al., 1998), inclusive en
algunos casos no pudo determinarse (Oevermann et al., 2010). Por otro lado, en Nueva
Zelanda se han descrito casos de listeriosis en ovinos a pastoreo (Fairley et al., 2012).

Estudios de subtipificacion bacteriana, muestran que los aislamientos que causan listeriosis
en animales tienen una gran diversidad genética (Vela et al., 2001; Esteban et al, 2009). A
través del uso del PFGE vy la tipificacion basada en la secuenciacion del ADN (MLST) se
ha demostrado que una cepa de L. monocytogenes puede afectar a distintas especies de
rumiantes y provocar casos clinicos separados entre si geografica y temporalmente
(Okwumabua et al., 2005; Rocha et al., 2013b).



2.2 Los rumiantes como posible reservorio de Listeria monocytogenes para los
alimentos de consumo humano

Listeria monocytogenes tiene la capacidad de adaptarse y sobrevivir en ambientes
extremos tales como altas concentraciones de sal (10% NaCl), pH entre 4,5y 9,0, asi como
temperaturas de 1°C a 45°C (Vazquez-Boland et al., 2001). Ademés puede producir una
matriz extracelular polimérica (biofilm) que la hace persistente en el ambiente, resistente a
la desecacion, rayos UV, tratamientos con antibidticos y agentes sanitizantes (Borucki et
al., 2003). Si bien las bacterias presentes en los productos crudos son inactivadas por la
combinacién tiempo-temperatura, estas caracteristicas hacen que L. monocytogenes
colonice y sobreviva dentro de las plantas elaboradoras de alimento (Borucki et al., 2003).
Estas bacterias podrian contaminar la comida luego del procesamiento, constituyendo un
riesgo para la salud de los seres humanos (Borucki et al., 2003; Ho et al. 2007b). En los
ultimos afos, a nivel mundial se han reportado epidemias de listeriosis en humanos
asociadas al consumo de productos lacteos, carnes ahumadas, panificados, frutas y

vegetales tanto frescos como procesados (Cartwright et al., 2013; ISID, 2015).

Muchos trabajos han estudiado la posible vinculacion entre los aislamientos realizados en
los animales y ambiente de los predios agropecuarios con los casos humanos. A través de
técnicas de PCR-RFLP, ribotipeado, PFGE 0 MLST se ha observado que bacterias aisladas
en animales sanos o con listeriosis también se han identificado en pacientes humanos
(Jeffers et al., 2001; Borucki et al., 2004; Nightingale et al., 2004; Okwumabua et al.,
2005; Rocha et al., 2013b). Por otro lado, también se han detectado bacterias a nivel
ambiental en tambos responsables por focos importantes de listeriosis en humanos, pero no
como causa de listeriosis bovina (Borucki et al., 2004; Fugett et al., 2007). Posibles
factores que explicarian este hallazgo serian dosis inadecuada, diferencias en el estadio
inmune del huésped, pre adaptacion de las bacterias o ruta de inoculacién (Borucki et al.,
2004).

2.3 Antecedentes Nacionales

La presencia de L. monocytogenes en alimentos para consumo humano esta regulada por el
Reglamento Bromatoldgico Nacional (Decreto 315/994). La norma s6lo hace referencia
especificamente a chacinados y quesos, donde explicita ausencia de L. monocytogenes
(n=5, c=0, m=0); para los demé&s alimentos se rige por ausencia de microorganismos

patdgenos (Reglamento Bromatoldgico Nacional, 1994). Ademas, los productos carnicos



listos para el consumo estan regulados por la Norma Reglamentaria N° 1/2013 (Direccion
General de Servicios Ganaderos, Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca). La misma
establece un programa de control oficial para L. monocytogenes y Salmonella en alimentos
carnicos prontos para comer, y un programa de autocontrol de las empresas para L.
monocytogenes en el medioambiente. Recientemente se establecié un procedimiento para
el monitoreo de L. monocytogenes en medioambiente de establecimientos que elaboran
alimentos de origen carnico listos para el consumo, habilitados por la Division Industria
Animal para exportacion a Estados Unidos (Resolucion DGSG/N° 098/16).

En una recopilacion realizada por el Instituto de Higiene de la Facultad de Medicina, entre
los afios 2010 y 2013, se centralizaron 137 aislamientos de L. monocytogenes, de los cuales
115 correspondieron a alimentos, 18 a casos humanos y 4 a ambientes. Todos positivos a
factores de virulencia. En el 10% de las muestras de quesos analizadas se recuperaron L.
monocytogenes 1/2b y 4b (Varela, Com. Pers., 2013). En el mismo sentido, Maquieira
(2011) reportd la presencia de este patdgeno en seis quesos (3,5%) de 170 muestras
analizadas. Todas provenian de queserias habilitadas, algunas de las cuales elaboraban con

leche cruda y otras con leche pasteurizada.

En nuestro pais en medicina humana se han descrito casos esporadicos. En un estudio
realizado en el periodo 2010-2013 sobre listeriosis invasiva en unidades de terapia
intensiva se reportaron 11 pacientes afectados, todos con uno o mas factores
predisponentes, 7 de los cuales fallecieron (63% de letalidad) (Tejera et al., 2015). Existe
también otro reporte de listeriosis invasiva durante el periodo 2008-2014 en el que se

diagnosticaron 9 casos, 7 de los cuales fueron fatales (Caita et al., 2014)

El primer foco de listeriosis en rumiantes se report6 en el afio 1960, donde se afectaron 54
ovinos que presentaron la forma nerviosa de la enfermedad (Leaniz et al., 1960).
Posteriormente, se han descrito otros casos colectivos en ovinos (Dutra, 2011) y en un
estudio retrospectivo que incluyd el analisis de los afios 1999 a 2011 se notificaron 12
focos de listeriosis como causa de encefalitis en bovinos (Easton et al., 2012).

La red de laboratorios de DILAVE “Miguel C. Rubino” del Ministerio de Ganaderia,
Agricultura y Pesca en sus bases de datos en el periodo 1997-2013 registré 51 focos de

listeriosis en rumiantes. Hasta ahora, no existen trabajos que caractericen los aislamientos



de L. monocytogenes en bovinos, ovinos y/o caprinos, asi como tampoco aislamientos en el

medio ambiente de los establecimientos agropecuarios.

Este trabajo de tesis toma como justificacion para su estudio la informacion antes
mencionada: mayor prevalencia de la bacteria en rodeos lecheros y su ambiente méas
préximo, consumo de lacteos contaminados con L. monocytogenes como una de las causas
principales de listeriosis humana, sumado a un numero considerable de focos de listeriosis

en bovinos registrados en los ultimos afios, sin estudio epidemiolégico pormenorizado.



3. HIPOTESIS

Listeria monocytogenes esta presente en el ambiente y en bovinos en sistemas de

produccion lechera de Uruguay.

4. OBJETIVO GENERAL

Detectar la presencia de Listeria monocytogenes en bovinos y en el ambiente de
establecimientos productores de leche en el Departamento de Paysandi, asi como en
predios donde se registren casos de listeriosis animal.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Detectar la presencia de vacas lecheras en produccién que excretan L. monocytogenes de

forma asintomatica en materia fecal.

Detectar la presencia de L. monocytogenes en suelo, leche de tanque, alimentos y agua de

consumo bovino.

En predios con casos confirmados de listeriosis, detectar la presencia de la bacteria en el

resto del rodeo donde se registro el caso, asi como también en suelo, alimentos y agua.

Determinar los perfiles de serotipos y la presencia de genes que codifican internalinas A, C

y J en los aislamientos de L. monocytogenes.
Comparar por electroforesis de campo pulsado (PFGE) los aislamientos de L.

monocytogenes del mismo serotipo para establecer su relacionamiento epidemioldgico y

variabilidad genética.
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6. ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

6.1 Muestreo en predios lecheros habilitados del Departamento de Paysandu

Para detectar la presencia de Listeria monocytogenes se utilizo la metodologia de muestreo
en dos etapas, tomando como marco de muestreo los tambos habilitados remitentes a
industria del Departamento de Paysandu. Se tomaron muestras de materia fecal de los

bovinos, leche de tanque de frio y del ambiente de los predios seleccionados.

6.2 Muestreo de predios con casos confirmados de listeriosis en rumiantes

Durante el desarrollo del trabajo se registré una consulta por un caso sospechoso de
listeriosis bovina en un establecimiento lechero de Progreso, Departamento de Canelones.
El caso fue confirmado mediante estudios histopatoldgicos y aislamiento de Listeria
monocytogenes, por lo que, como estaba previsto, se resolvid concurrir al predio para

colectar muestras de otros animales y del ambiente.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Muestreo en predios lecheros habilitados del Departamento de Paysandu
Esta etapa se llevo a cabo desde Setiembre a Noviembre de 2014. La informacion de los

predios productores de leche bovina fue brindada por la Seccion Lacteos de Sanidad
Animal (Oficina Paysandu), Direccion General de Servicios Ganaderos del Ministerio de
Ganaderia, Agricultura y Pesca. EI nimero de cabezas bovinas de cada predio se tomé de
la Declaracion Jurada Anual de DICOSE 2013.

En ese momento habia 131 establecimientos lecheros habilitados, totalizando una
poblacién bovina que ascendia a 40.325 cabezas. Se seleccionaron 10 por predios mediante
el método aleatorio simple con probabilidad proporcional al tamafio, utilizando el
programa ProMESA 1.3 (Leon y Duffy, 2009). Algunas caracteristicas de los

establecimientos elegidos por el programa se muestran en la Tabla Il.

Tabla Il: Predios lecheros del Departamento de Paysand( seleccionados para el muestreo
de deteccion de Listeria monocytogenes.

Establecimiento Cantidad de Bovinos Seccional
(Declaracion Jurada 2013 DICOSE) Policial
A 1278 40
B 2982 6°
C 411 6°
D 198 7°
E 112 40
F 3223 40
H 1462 50
J 447 50
K 1412 50
L 302 50

7.2 Muestreo en predio lechero con caso confirmado de listeriosis bovina

En Octubre de 2014 el Laboratorio Regional Noroeste DILAVE “Miguel C. Rubino”
recibié una consulta por un caso sospechoso de listeriosis nerviosa en un establecimiento
lechero de Progreso, Departamento de Canelones (34°37°47.77”S; 56°12°12.5”0). El
mismo se confirmd por aislamiento de L. monocytogenes, estudios histopatologicos e
inmunohistoquimica, por lo que se resolvié concurrir al predio para colectar muestras de

otros bovinos y ambiente.
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El animal afectado fue un toro de raza cruza (Bonsmara x Red Poll) que presentd sintomas
neuroldgicos caracterizados por marcha en circulos constante y depresion. Se encontraba
pastoreando en un potrero de 30 ha de Ryegrass (Lolium multiflorum) y Avena (Avena
sativa) junto a 3 toros cruza (Bonsmara X Red Poll) y 60 vacas secas raza Jersey (rodeo
problema). El animal no recibi6 tratamiento, el cuadro clinico tuvo una evolucion de 3 dias
hasta que muri6. El resto de los animales del rodeo se retiraron de ese potrero, sin registrar

mas casos clinicos.

Se extrajo la cabeza y se remitié refrigerada al Laboratorio Regional Noroeste. Al arribar
una parte del sistema nervioso central (SNC) (hemisferio cerebral, cerebelo y tronco
encefalico) se derivo para estudios microbioldgicos, y la otra se sumergié en formol

tamponado al 10% para estudios histopatoldgicos e inmunohistoquimicos.

7.3 Muestras colectadas para aislamiento microbiol6gico
Cada predio se visito una Unica vez, tomando muestras de los bovinos y del ambiente.

7.3.1 Muestras de bovinos

La categoria a muestrear fue la de vaca en ordefie. Basado en la prevalencia de bovinos
portadores reportadas en los trabajos de Nightingale et al. (2004); Lyautey et al. (2007a);
Esteban et al. (2009) y Latorre et al. (2009), se determind tomar muestra de materia fecal
de 30 vacas por predio, asumiendo como supuesto, que la prevalencia de portadores en los
rodeos era del 10% (Dohoo et al., 2003). La eleccion de los animales fue aleatoria,
contemplandose que todos los lotes fueran muestreados, en el caso de que hubiera lotes
con alimentacion distinta.

En el predio con el caso confirmado de listeriosis bovina se tomaron 15 muestras de
materia fecal de bovinos del lote donde se encontraba el animal enfermo (rodeo problema)
y otras 15 del lote de vacas en ordefie. Los animales fueron seleccionados aleatoriamente.
En cada predio se colectd una muestra de leche de tanque de frio del ultimo ordefie.

A continuacién se describen los procedimientos que se utilizaron para la recoleccion de

muestras:

1. La materia fecal se tomé del recto de cada animal con guante individual y se

depositd en bolsas plasticas estériles individuales
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2. Leche de tanque de frio. Previo agitado de la leche en el tanque, se sumergié un
cucharén limpio y desinfectado, se tomé la muestra y se deposité en un frasco
estéril con tapa rosca.

Cada muestra se identificO y se mantuvo refrigerada en conservadoras a 4°C hasta su
procesamiento en el laboratorio.

7.3.2 Muestras ambientales

Se tomaron muestras de agua del bebedero mas préximo a la sala de ordefie (entrada o
salida de la misma), suelo del corral de entrada y salida de la sala de ordefie y alimentos
que estaban consumiendo las vacas en ordefie el dia de la visita. En el predio con el caso
confirmado de listeriosis se colectaron los alimentos de las vacas en ordefie y también del
rodeo donde se encontraba el animal afectado (rodeo problema).

A continuacién se describen los procedimientos utilizados para la colecta de las diferentes

muestras:

1. Agua de bebedero. Se sumergi6 un frasco estéril con tapa rosca en el agua, alli
se abrid la tapa y se cerro antes de sacarlo al exterior.

2. Suelo del corral de entrada y salida a la sala de ordefie. Se colectd la zona
superficial del suelo en varios puntos seleccionados aleatoriamente de los
corrales, en bolsa plastica estéril.

3. Alimentos. Se colectaron en forma individual en bolsa plastica estéril.

- En el caso de alimentos ensilados, las muestras se tomaron directamente
del mismo, a una distancia de 5 cm aproximadamente de la capa externa.

- Para la toma de muestras de las pasturas, se recorrié toda la franja o
potrero que estaban pastoreando las vacas en ese momento y se colecto
el forraje en 10 puntos distintos determinados aleatoriamente. El forraje
colectado se encontraba a una distancia de 5 cm del suelo, no incluia
raices, materia fecal, ni restos de suelo.

- Los alimentos que se suministraban durante el ordefie se colectaron en
los depositos finales previo a su administraciéon, y luego de ser
mezclados (en el caso de que estuvieran compuestos por mas de un

componente).

Luego, cada muestra se identifico y se mantuvo refrigerada en conservadoras a 4°C hasta

su procesamiento en el laboratorio.
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7.4 Aislamiento microbioldgico

7.4.1 Procedimiento

Esta actividad se realizo en la seccidén Bacteriologia del Laboratorio Regional Noroeste
DILAVE “Miguel C. Rubino”, Paysandu, Uruguay. Las muestras se procesaron dentro de
las 24 horas luego de la colecta.

El cultivo de las muestras de agua, suelo, SNC, alimentos y materias fecales se realizé
siguiendo el protocolo de Nightingale et al. (2004) y USDA (2013).

De cada predio se analizaron 6 pool de materia fecal. Cada pool estaba constituido heces
de 5 vacas.

La mitad del SNC, 25 g de cada pool de materias fecales u otros sélidos, y 25 ml de agua
se colocaron en bolsas estériles Stomacher (Stomacher, UK). A cada muestra se le agreg6
asepticamente 225 ml de caldo de enriquecimiento primario Listeria UVM | (Oxoid, UK).
Las muestras se homogeneizaron durante 30 segundos a 200 rpm en Stomacher Circulator
400 (Stomacher, UK) y se incubaron durante 24 horas en aerobiosis a 30°C en estufa. Al
dia siguiente se transfirio asépticamente una alicuota de 100 pl a 10 ml de caldo de
enriquecimiento secundario Listeria UVM Il (Oxoid, UK), incubandose por otras 24 horas
en aerobiosis a 30°C. Luego se sembraron 100 ul de UVM Il en placa de agar Oxford
Modificado (Oxoid, UK). Las placas se incubaron a 35°C, en aerobiosis durante 48 horas.
A las 24 y 48 horas fueron inspeccionadas para detectar crecimiento bacteriano. Se
utilizaron cepas de Listeria monocytogenes ATCC® 7644 como control positivo y medio
de cultivo sin inocular como control negativo.

Para el analisis de las muestras de leche de tanque se utilizé el protocolo descrito por Van
Kessel et al. (2004). Se sembraron 250 pl de leche por triplicado en placas de agar Oxford
Modificado (Oxoid, UK) y se incubaron a 37°C durante 48 horas revisando las mismas a
las 24 y 48 horas. Al mismo tiempo, colocaron 10 ml de cada muestra en 90 ml de caldo de
enriquecimiento UVM (Acumedia, EEUU) a 37°C durante 48 horas y luego se hicieron

reaislamientos en placas de agar Oxford Modificado (Oxoid, UK).

7.4.2 ldentificacion de especies del género Listeria
Las colonias con morfologia sospechosa en agar Oxford Modificado (Oxoid, UK): blancas,

pequefias y rodeadas de un halo marrén negruzco (hidrolisis de la esculina) fueron

reaisladas en placas de agar sangre ovina al 7% Yy se incubaron 24 horas a 37°C en estufa.
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Sobre las colonias sospechosas de Listeria (blancas, pequefias) se realizaron las siguientes
pruebas fenotipicas de identificacion (Anexo 1, Tabla 1):

- Tincién de Gram

- Prueba de catalasa

- Presencia/ausencia de un halo estrecho de  hemolisis

- Produccion de &cido a partir de D-glucosa, L-ramnosa, manitol y D-xilosa

- Test de CAMP con Staphylococcus aureus (productor de B-lisina) aislado en el area

bacteriologia del Laboratorio Regional Noroeste y Rhodococcus equi ATCC 6939.

Las colonias identificadas como L. monocytogenes fueron remitidas a la seccion
Bacteriologia y Virologia del Instituto de Higiene “Prof. Arnoldo Berta” Facultad de

Medicina, Universidad de la Republica, para la realizacion de estudios moleculares.

7.5 PCR multiple para determinacion del perfil de serotipo

Las pruebas de PCR para determinar perfil de serotipo y presencia de internalinas se
realizaron entre Octubre y Diciembre de 2014.

Se utilizé un procedimiento de PCR multiple para diferenciar los cuatro grupos de
serovares mas importantes de Listeria monocytogenes: 1/2a; 1/2b; 1/2c y 4b, segun técnica
descrita previamente por Doumith et al. (2004).

Para la extraccion de ADN los aislamientos de L. monocytogenes se sembraron en placas
de agar infusion cerebro corazén (BHIA) y se incubaron a 37°C durante 18 horas. Se
tomaron 3 a 5 colonias de idéntica morfologia con ansa descartable y se resuspendieron en
50 ul de solucion de lisis (dodecil sulfato de sodio al 0,25% y NaOH 0,05 N). La
suspension se incub6 a 99°C durante 15 minutos, se agregaron 100 pl de agua ultrapura
tipo MilliQ a cada tubo y se centrifugaron a 12.000 rpm por 10 minutos. Cada
sobrenadante se conservo a -20°C hasta su utilizacion como molde (2 pl) en las distintas
reacciones de amplificacion.

Como controles se incluyeron las siguientes cepas de referencia: L. monocytogenes
serotipo 1/2a (CIP 89381), L. monocytogenes serotipo 1/2b (CIP 90602), L. monocytogenes
1/2¢ (CIP 89756) y L. monocytogenes serotipo 4b (CIP 88868).

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen final de 25 pl conteniendo
1,25 U de Tag DNA polimerasa, 0.2 mM de cada dinucledtido trifosfatado (AINTP’s), y 50
mM Tris-HCI-10 mM KCI-50 mM (NH4),S04-2 mM MgCl; por tubo, a pH 8,3.
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Los cinco sets de primers se utilizaron a las siguientes concentraciones finales: 1 uM para
el Imo0737, ORF2819 y ORF2110; 1.5 pM para Imo1118; y 0.2 uM para prs (Tabla I1).

Tabla I11: Secuencias de los primers utilizados en PCR mdltiple para determinacién del perfil de serotipo
de L. monocytogenes.

Gen Secuencia Primer (5°-3°)% Tamarfio Especificidad Proteina
objetivo producto serovar codificada por
(pb) gen objetivo
Imo 0737 For:AGGGCTTCAAGGACTTACCC 691 L. monocytogenes No conocida,
Rev:ACGATTTCTGCTTGCCATCC 1/2a; 1/2¢; 3ay3c  sin similaridad
Imo1118 For:AGGGGTCTTAAATCCTGGAA 906 L.monocytogenes No conocida,
Rev:CGGCTTGTTCGGCATACTTA 1/2cy 3c sin similaridad
ORF 2819 For: AGCAAAATGCCAAAACTGT 471 L.monocytogenes Supuesto
Rev:CATCACTAAAGCCTCCCATTG 1/2b, 3b, 4b, 4d y regulador
4e transcripcional
ORF 2110 For:AGTGGACAATTGATTGGTGAA 597 L.monocytogenes Supuesta
Rev:CATCCATCCCTTACTTTGGAC 4b, 4d y de proteina
secretada
prs For:GCTGAAGAGATTGCGAAAGAG 370 Todas las especies Supuesta
Rev:CAAAGAACCTTGGATTTGCGG de Listeria fosforibosil
pirofosfato
sintetasa
% For: forward; Rev: reverse Tomado de: Doumith et al. (2004)

Para las reacciones de amplificacion se utilizé un termociclador (GeneAmp PCR System
2700, Applied Biosystems, EEUU) vy el siguiente programa de temperaturas:
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 3 minutos; seguido por 35 ciclos de 94°C por 40
segundos, 53°C por 75 segundos y 72°C por 75 segundos cada uno; con un ciclo de
extension final de 72°C durante 7 minutos.

Los productos de PCR se separaron por electroforesis sumergida en geles de agarosa al
2%. Las condiciones de corrida fueron las siguientes: 100V y 40 mA en buffer TBE 0,5X
(90 mM base Trizma, 90 mM &cido borico y 2 mM EDTA a pH 8.3) durante al menos 1
hora. Los geles se tifieron con una solucion de bromuro de etidio (0,5 pl/ml) durante 15
minutos, se destifieron con agua destilada durante 20 minutos, se observaron con luz

ultravioleta y se fotografiaron.
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7.6 PCR multiple para deteccion de genes que codifican internalinas A, Cy J
En los aislamientos de L. monocytogenes se determind la presencia de los genes que

codifican para internalina A (inlA) para confirmacion de especie, asi como internalinas C
y J (inlC e inlJ) para determinar su potencial patdgeno, segun técnica descrita por Liu et al.
(2007). Se utilizaron los siguientes cebadores: 5’ACGAGTAACGGGACAAATGC3’ y
5’CCCGACAGTGGTGCTAGATT3’ para inlA (800bp);
5’AATTCCCACAGGACACAACC3’ y 5’CGGGAATGCAATTTTTCACTA3’ para inlC
(517pb); 5’TGTAACCCCGCTTACACAGTT3’ y 5’AGCGGCTTGGCAGTCTAATA3’
para inlJ (238 pb). La PCR se realiz6 en un volumen final de 25 ul conteniendo 0.8 U de
Tag DNA polimerasa, buffer de PCR 1x, 200 uM de cada dNTP y aproximadamente 10 ng
de ADN bacteriano junto a 40 pmol de cada cebador para inlA, 30 pmol para los
correspondientes a inlC y 20 pmol para inlJ. Las reacciones de amplificacion se realizaron
en termociclador (GeneAmp PCR System 2700, Applied Biosystems, EEUU), el programa
consistio en 1 ciclo de 94 °C por 2 minutos; 30 ciclos de 94 °C por 20 segundos, 55°C por
20 segundos y 72 °C por 50 segundos; y 1 ciclo de 72 °C por 2 minutos. Los productos de
la amplificaciéon fueron separados por electroforesis en gel de agarosa y posteriormente

revelados con bromuro de etidio.

7.7 Electroforesis de campo pulsado (PFGE)
Para la subtipificacién molecular de Listeria monocytogenes, se utilizé la técnica de campo

pulsado (PFGE por sus siglas en inglés-pulsed field gel electrophoresis-) del Center for
Disease Control and Prevention (EEUU) descrita en PulseNet. EI mismo se realiz6 en
Abril de 2015.

Los aislamientos de L. monocytogenes se sembraron en placas de agar infusiéon cerebro
corazon (BHIA) y se incubaron a 37°C durante 18 horas. Se tomaron colonias con hisopo
estéril y se transfirieron a tubos con 2 ml de buffer TE (10 mM Tris;1 mM EDTA, pH 8,0).
Con espectrofotometro se ajustd la densidad Optica de las suspensiones bacterianas a 1,3-
1,4 2 610 nm de longitud de onda.

Posteriormente, se descongelo la solucion madre de lisozima (20 mg/ml) y de proteinasa K
(20 mg/ml). Se transfirieron 400 pl de cada suspensién bacteriana y se agregdé 20 ul de
solucion de lisozima. La mezcla se incub6 en bafio con agua a 55-60°C durante 10 a 20
minutos. Luego se agregaron 20 pl de proteinasa K. Por ultimo se agregaron 400 ul de
agarosa al 1% (BioRad, EEUU) con 0,5% de SDS (termostatizada a 55-60°C).
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Inmediatamente se colocd parte de la mezcla en un pocillo del molde para “plugs”
previamente identificado y se dejo solidificar a temperatura ambiente por 15 minutos.

En un tubo se agregaron 5 ml de buffer de lisis (50 mM Tris; 50 mM EDTA pH 8,0; 1%
Sarcosina), 25 pl de proteinasa K y el “plug” correspondiente. Se incubaron en bafio con
agua a 54°C (+/-1°C) con agitacion constante (150-175 rpm), durante 2 horas. Los “plugs”
se lavaron dos veces con 15 ml de agua esteril ultrapura (precalentada entre 54-55°C)
durante 10 minutos. Luego, se lavaron 4 veces con 15 ml de buffer TE (precalentado entre
54-55°C) en bafio con agua a temperatura de 50-54°C durante 15 minutos, con agitacion
constante. Cuando se completo el dltimo lavado, se decanté el TE y se agregaron 5 ml de

TE nuevo a temperatura ambiente pH 8,0 a cada tubo.

Se rotularon 12 tubos con la identificacion de los aislamientos (6 para digestion con la
enzima Ascl y 6 para digestion con la enzima Apal) y 3 tubos para el estdndar Salmonella
serovar Braenderup utilizando como enzima de restriccion Xbal. Se realiz6 una dilucion
1:10 del buffer de restriccion que acompafia a la enzima Ascl y del buffer de la enzima
Apal respectivamente, con agua estéril ultrapura. Se agregaron 200 pl del buffer diluido a
cada tubo y un fragmento del plug. Las muestras que iban a ser digeridas con Ascl y Xbal
se incubaron a 37°C y las que iban a ser digeridas con Apal a 25°C, ambas durante 10-15
minutos.

Luego se retir6 todo el buffer con pipeta y se agregaron 200 ul de la mezcla con la enzima
Ascl. Cada tubo se coloc6 flotando en bafio con agua a 37°C durante 2 horas. A los otros 6
tubos se les retiro el buffer y se agregaron 150 pl de la mezcla con la enzima Apal. El tubo
se coloco en flotacion en bafio de agua a 25°C durante 2 horas. Para los tubos con el
estandar (Salmonella Braenderup H9812), se procedidé de igual forma, incubandose en

bafio con agua a 37°C durante 2 horas.

El gel para la corrida se prepar6 con agarosa certificada para pulsed field (1,5 g) (BioRad,
EEUU) en buffer Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5X (150 ml).

Previo a la colocacion del gel, se encendio la bomba y el modulo de frio del equipo de
electroforesis (BioRad, EEUU), se agregaron 2 litros de buffer TBE 0.5X, para asegurar un
flujo a la camara de 1 litro/minuto de buffer TBE a 14°C. Las condiciones para la
electroforesis fueron: tiempo inicial de pulsado 4 segundos, tiempo final de pulsado 40

segundos, voltaje 6 V, angulo de inclusion 120°, tiempo de corrida 19 horas.
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Para el revelado del gel se agreg6 40 ul de una solucion de bromuro de etidio (10 mg/ml) a
400 ml de agua ultrapura y se sumergio totalmente el gel durante 20-30 minutos. Luego se

lavd con agua destilada por 60 a 90 minutos, cambiando el agua cada 20-30 minutos.

Se fotografié el gel y los patrones de bandas de los 6 aislamientos se analizaron y
compararon utilizando el software BioNumerics (Applied Maths, EEUU). Los clusters se
realizaron utilizando el unweighted-pair group method algorithm (UPGMA), coficiente de
correlacion de Dice con una tolerancia de 1% y una optimizacion de 0,5%. Para su
clasificacion epidemioldgica también se utilizaron los criterios de Tenover et al. (1995).
Los aislamientos que presentaron una similitud mayor o igual a 80% se consideraron del

mismo pulsogrupo.

7.8 Histopatologia e Inmunohistoquimica de sistema nervioso central
Se realizo en la seccion Patologia del Laboratorio Regional Noroeste DILAVE “Miguel C.

Rubino”. Se tomaron muestras representativas de las principales regiones anatomicas del
sistema nervioso central: corteza frontal, corteza parietal, corteza occipital, corpus
striatum, tdlamo, mesencéfalo, puente, cerebelo, obex y médula cervical que fueron fijadas
en formol bufferado al 10% y procesadas en forma rutinaria para estudio histopatologico,

cortadas a 5 micras de espesor y coloreadas por Hematoxilina y Eosina (H&E).

La inmunohistoquimica se realiz6 siguiendo el protocolo de Easton et al. (2012). Los
cortes de tronco encefalico se desparafinaron de forma rutinaria y se sumergieron en
perdxido de hidrégeno al 10% en metanol durante 15 minutos. Luego se lavaron con agua
destilada y se sumergieron en leche descremada al 5% por 25 minutos. Se lavaron
nuevamente y se incubaron con el anticuerpo primario Listeria monocytogenes (Difco,
EEUU) a una dilucion de 1/200 durante una hora a 37°C. Luego se incubaron con el
anticuerpo secundario (LSAB) (Dako, EEUU) 20 minutos a temperatura ambiente. Se
lavaron nuevamente y se sumergieron en streptavidina-Peroxidasa de rabano picante
(HRP) (Dako, EEUU) otros 20 minutos a temperatura ambiente. Para el revelado de la
reaccion se incubaron las laminas con solucion cromogena DAB (Dako, EEUU) durante 5
a 10 minutos y como contraste se utilizd Hematoxilina de Harris. Los cortes se

deshidrataron rutinariamente y se montaron para su observacién al microscopio.
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8. RESULTADOS

En los 11 establecimientos visitados se recolectaron 397 muestras: 11 de leche de tanque,
11 de suelo, 12 agua de bebedero, 319 de materias fecales de bovinos y 44 de alimentos
(Tabla IV y V).

Tabla IV: Muestras de alimentos colectadas en los predios lecheros visitados en el
Departamento de Paysandd.

Establecimiento Alimentacion

A Lote 1 (racion sala): PC+ maiz molido+SM;
Lote 2 (racion sala) RC+PC+SM+sorgo;
Lote 3 (racion sala): PC+SM;
Silo SPE;
Silo MPE;
ALF (Pastoreo)

B Silo MPE } Mixer administracion en comederos
Heno MH
ALF (pastoreo) (potrero vaquillonas)
ALF (pastoreo potrero vacas)
Racion peleteada comercial en sala

C ACH+TR (pastoreo)
Racion sala: AFTR
D Silo SPE

AV (pastoreo);

AFTR } En sala
Maiz quebrado

E Silo SPE

AV (pastoreo mafiana);

TB+AYV (pastoreo tarde);

Racion peleteada comercial en sala
F Silo MPE

TR+TB+FS (pastoreo)
Racion peleteada comercial en sala

H ALF (pastoreo)

Silo SGH+AFTR (previo entrada sala)
J AV+TB (pastoreo)

Racion peleteada comercial+ Maiz molido (sala de ordefie)
K ALF (1 potrero pastoreo)

TB+RG+L (2 potreros pastoreo)

PG
Silo SGH } Mixer administracion en comederos
Silo MPE
L ALF (pastoreo mafiana)
ACH+TR (pastoreo tarde)
SF (pastoreo tarde-noche)
Racién en polvo comercial en sala;
Silo CPE+RC+Silo SGH (mixer)

PC: pellet de citrus (subproducto de la citricultura); SM: sal mineral; RC: raicilla de Cebada (Hordeum
vulgare); SPE: Sorgo (Sorghum spp.) planta entera; MPE: Maiz (Zea mays) planta entera; ALF: Alfalfa
(Medicago sativa); MH: Moha (Setaria italica); ACH: Achicoria (Cichorium intybus); TR: Trébol Rojo
(Trifolium pratense); AFTR: afrechillo de Trigo (Triticum spp.); AV: Avena (Avena sativa); TB: Trébol
blanco (Trifolium repens); FS: Festuca (Festuca arundinacea); SGH: Sorgo (Sorghum spp.) grano himedo;
RG: Ryegrass (Lolium spp.); L: Lotus (Lotus corniculatus); PG: pellet de Girasol (Heliantus annuus); SF:
Sorgo forrajero (Sorghum spp.); CPE: Cebada (Hordeum vulgare) planta entera.
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Tabla V: Muestras de alimentos colectadas en el predio lechero con caso confirmado de
listeriosis bovina en el Departamento de Canelones.
Establecimiento Alimentacion
| VO: AV (Pastoreo),
Silopack (ALF+TB),
Racion peleteada comercial en sala
RP: AV (Pastoreo)*
Potrero problema: AV+RG
VO: vacas en ordefie; AV: Avena (Avena sativa); ALF: Alfalfa (Medicago sativa); TB: Trébol blanco
(Trifolium repens); RP: Rodeo problema (toros+vacas secas) RG: Ryegrass (Lolium spp.). (*) El rodeo
problema se cambi6 de potrero luego de que el animal enfermo muri6.

Se realizaron 143 cultivos correspondiendo 12 a muestras de agua, 11 a muestras de leche
de tanque, 11 a suelo, 44 a muestras de alimento, 64 pools de materias fecales de bovinos y
la mitad del SNC remitido. Se obtuvieron 6 aislamientos de Listeria monocytogenes (4,2%)
y 56 de Listeria innocua (39%). En ninguna muestra de agua de bebederos y leche de
tanque se recuperaron bacterias correspondientes al género Listeria. En 7 de 11 muestras
(64%), el cultivo de suelo de entrada y salida a sala de ordefie fue positivo a L. innocua.
Con respecto a los alimentos para consumo de los bovinos, en 15 se recuperaron L.
innocua (34%) y dos resultaron positivos para L. monocytogenes (4,5%). De los 64 pools
de materia fecal, hubo aislamiento de L. innocua en 34 (53%), mientras que 3 (4,6%)
fueron positivo para L. monocytogenes. En el SNC del bovino con sintomas nerviosos se

recupero L. monocytogenes (Tabla VI).

Tabla VI: Resumen de aislamientos realizados por tipo muestra y especie del género

Listeria.
Listeria Listeria Negativo Total
innocua  monocytogenes

Leche de tanque 0 0 11 11

Agua 0 0 12 12

Suelo 7 0 4 11

Alimentos 15 2 27 44

Pool de materia fecal 34 3 27 64

Sistema nervioso central 0 1 0 1
Total 56 6 81 143

8.1 Aislamientos por predio y caracteristicas de los mismos
En cuanto a los aislamientos por predio, de los 11 establecimientos visitados en 9 (82%) se

obtuvieron aislamientos del género Listeria. ElI 36% (4/11) de los predios presentd al

menos un aislamiento de L. monocytogenes (Tabla VII).

22



Tabla VII: Resumen de predios con aislamiento segln especie del género Listeria.

L. innocuay L. L. innocua Negativo  Total
monocytogenes
Predios con 4 5 2 11

aislamiento

8.1.1 Establecimiento A
En la Tabla VIII, se representan los aislamientos obtenidos en el predio “A”. El dia de la

visita se ordefiaban 712 vacas con un manejo de 3 lotes segun produccién y etapa de
lactancia. En el lote de menor produccion se encontraban también los animales en
tratamiento. Las raciones que se administraban en sala, estaban constituidas por varios
componentes (Tabla IV) que se mezclaban en el suelo, en una pieza semiabierta contigua a
la sala de ordefie. EI mezclado se realizaba por parte del personal con palas de mano. La
entrada y salida a sala de ordefie era de cemento, donde principalmente se acumulaba
materia fecal de las vacas y en menor medida tierra. Los ensilados se encontraban en
bolsas plasticas para almacenamiento de granos tipo Silobolsa (Silobolsa®, Argentina).
Las pasturas no eran fertilizadas con materia fecal de rumiantes ni con efluentes.

Se obtuvieron aislamientos de L. innocua en 8 muestras, correspondiendo a: alimentos
(racion sala Lotes 1 y 3), suelo de entrada y salida a sala de ordefie y 5 pool de materias

fecales. No hubo aislamiento de L. monocytogenes (Tabla V1I1).

Tabla VIII: Aislamientos del género Listeria en el Establecimiento A.

MUESTRA RESULTADO
Leche de tanque Negativo
Agua Negativo
Silo SPE Negativo
Silo MPE Negativo
ALF (pastoreo) Negativo
Racion sala Lote 1 L. innocua
Racion sala Lote 2 Negativo
Racion sala Lote 3 L. innocua
Suelo L. innocua
Pool materia fecal 1 L. innocua
Pool materia fecal 2 L. innocua
Pool materia fecal 3 L. innocua
Pool materia fecal 4 Negativo
Pool materia fecal 5 L. innocua
Pool materia fecal 6 L. innocua

SPE: Sorgo (Sorghum spp.) planta entera; MPE: Maiz (Zea mays)
planta entera; ALF: Alfalfa (Medicago sativa).

23



8.1.2 Establecimiento B
En este establecimiento se manejaban 2 lotes: uno de vacas y otro de vaquillonas,

totalizando 704 hembras en ordefie el dia de la visita. Parte de la entrada y salida a sala de
ordefie era de cemento y otra parte de tierra. En las zonas de piso de tierra habia gran
cantidad de materia fecal y barro, debido a que el agua de lavado escurria hacia alli. La
racion administrada en sala de ordefie era peleteada. Se almacenaba en un silo aéreo y
Ilegaba a los comederos mediante un sistema de cafieria automatico. El silo de maiz (MPE)
era de tipo trinchera (excavacion en la tierra cubierto por nylon pléstico para silos). Las
pasturas no eran fertilizadas con materia fecal de rumiantes ni con efluentes.

Se obtuvieron 2 aislamientos de L. monocytogenes: una en pool fecal y una en la franja de
alfalfa (pastoreo) de las vacas en ordefie (Tabla 1X). Ademas, se aislaron 9 L. innocua
distribuidas en: suelo de entrada y salida de sala de ordefie, 3 en alimentos (racion sala,
heno y pastoreo de alfalfa de las vaquillonas en ordefie) y en 5 pool de materias fecales de

vacas y vaquillonas en ordefie (Tabla IX).

Tabla IX: Aislamientos del género Listeria en el Establecimiento B.

MUESTRA RESULTADO

Agua Negativo
Silo MPE Negativo
Racion sala L. innocua
Heno MH L. innocua

ALF (pastoreo vacas) L. monocytogenes
ALF (pastoreo vaquillonas) L. innocua
Suelo L. innocua

Pool materia fecal 1 L. monocytogenes
Pool materia fecal 2 L. innocua
Pool materia fecal 3 L. innocua
Pool materia fecal 4 L. innocua
Pool materia fecal 5 L. innocua
Pool materia fecal 6 L. innocua
Leche de tanque Negativo

MPE: Maiz (Zea mays) planta entera; MH: Moha (Setaria italica);
ALF: Alfalfa (Medicago sativa).

8.1.3 Establecimiento C
En este establecimiento no hubo aislamiento de bacterias del género Listeria (Tabla X).

Era un tambo familiar con 19 vacas en ordefie que se manejaban en un solo lote, donde
todas pastoreaban en el mismo potrero. No se administraban ensilados por no tener

produccién propia de granos en el afio 2014. La racién suministrada durante el ordefie
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(afrechillo de trigo “AFTR”), se almacenaba en un depodsito plastico en la sala de ordede.
El suelo de entrada y salida a la sala era de tierra con presencia de materia fecal, el dia de
la visita no presentaba areas humedas. Las pasturas no eran fertilizadas con materia fecal

de rumiantes ni con efluentes.

Tabla X: Aislamientos del género Listeria en el Establecimiento C.

MUESTRA RESULTADO
ACH+TR (pastoreo) Negativo
Racion sala (AFTR) Negativo

Suelo Negativo

Pool materia fecal 1 Negativo
Pool materia fecal 2 Negativo
Pool materia fecal 3 Negativo
Pool materia fecal 4 Negativo
Agua Negativo

Leche de tanque Negativo

ACH: Achicoria (Cichorium intybus); TR: Trébol Rojo (Trifolium pratense);
AFTR: afrechillo de Trigo (Triticum spp.).

8.1.4 Establecimiento D

En este establecimiento el rodeo en ordefie era de 96 vacas que constituian un dnico lote
con el mismo régimen alimenticio. La racion administrada durante el ordefie (afrechillo de
trigo y maiz molido) se mezclaba por medio de palas por parte del personal, en el suelo de
un area contigua a la sala de ordefie. EI maiz molido y el silo de sorgo (SPE) se
almacenaban en bolsas plasticas para granos de tipo Silobolsa (Silobolsa®, Argentina). El
suelo de entrada y salida a sala de ordefie era de tierra con presencia de materia fecal, al
momento de la visita estaba seco. Las pasturas no eran fertilizadas con materia fecal de
rumiantes ni con efluentes.

En pool fecal se obtuvo un aislamiento de L. monocytogenes y 3 de L. innocua distribuidas

en: alimento (afrechillo de trigo) y dos en pool de materias fecales (Tabla XI).
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Tabla XI: Aislamientos del género Listeria en el Establecimiento D.

MUESTRA RESULTADO
Silo SPE Negativo
AV (pastoreo) Negativo
Maiz molido (sala) Negativo
AFTR (sala) L. innocua
Suelo Negativo
Agua Negativo
Leche de tanque Negativo
Pool materia fecal 1 L. innocua
Pool materia fecal 2 Negativo
Pool materia fecal 3 Negativo
Pool materia fecal 4 Negativo
Pool materia fecal 5 L. monocytogenes
Pool materia fecal 6 L. innocua

SPE: Sorgo (Sorghum spp.) planta entera; AFTR: afrechillo de Trigo
(Triticum spp.); AV: Avena (Avena sativa).

8.1.5 Establecimiento E
Este tambo ordefiaba 42 vacas el dia de la visita, los animales tenian un mismo manejo

alimenticio. El silo de sorgo (SPE) se almacenaba en bolsas plasticas para granos de tipo
Silobolsa (Silobolsa®, Argentina), y se administraba a las vacas en comederos unas horas
previo a cada ordefie. La racion suministrada en sala era pelleteada, comercial. Se
encontraba en bolsas de 25 kg, eran abiertas durante el ordefie y distribuidas en los
comederos previo a la entrada de las vacas a la sala. El suelo de entrada y salida a sala de
ordefie era de tierra, habia escasa cantidad de materia fecal y estaba seco. Las pasturas no
eran fertilizadas con materia fecal de rumiantes ni con efluentes.

Se recuperaron 8 aislamientos de L. innocua: 2 en alimentos (silo de sorgo planta entera y
racion administrada en sala), 5 en pool fecal y un aislamiento de suelo de entrada y salida a

sala de ordefie. No se obtuvieron aislamientos de L. monocytogenes (Tabla XI1).
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Tabla XII: Aislamientos del género Listeria en el Establecimiento E.

MUESTRA RESULTADO
Leche de tanque Negativo
Agua Negativo
AV (pastoreo) Negativo
TB+AV (pastoreo) Negativo
Silo SPE L. innocua
Racion sala L. innocua
Pool materia fecal 1 L. innocua
Pool materia fecal 2 L. innocua
Pool materia fecal 3 L. innocua
Pool materia fecal 4 L. innocua
Pool materia fecal 5 L. innocua
Pool materia fecal 6 Negativo
Suelo L. innocua

AV: Avena (Avena sativa); TB: Trébol blanco (Trifolium repens);
SPE: Sorgo (Sorghum spp.) planta entera.

8.1.6 Establecimiento F
En el momento de la visita el predio ordefiaba 398 vacas y manejaba dos lotes: vacas y

vaquillonas en ordefie. El silo de maiz (MPE) se almacenaba en bolsas plasticas para
granos de tipo Silobolsa (Silobolsa®, Argentina). Mientras que la racion administrada en
sala, estaba en un silo aéreo y por un sistema de cafierias llegaba a un depdsito general
donde se distribuia a los comederos por medio de baldes. La entrada y salida a sala de
ordefie era de cemento, se observé acimulos de materia fecal durante el ordefie, luego que
este finalizaba, se lavaba todo el suelo quedando limpio. Las pasturas no eran fertilizadas
con materia fecal de rumiantes ni con efluentes.

Se obtuvo un aislamiento de L. monocytogenes en pool fecal de vacas. Mientras que se
recuperaron L. innocua en muestra de suelo de entrada y salida a la sala de ordefie, en dos

muestras de alimento y dos pooles fecales (Tabla XIII).
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Tabla XI1I: Aislamientos del género Listeria en el Establecimiento F.

MUESTRA RESULTADO

Leche de tanque Negativo
Agua Negativo
Silo MPE L. innocua
Racién sala L. innocua
TR+TB+FS (pastoreo) Negativo
Suelo L. innocua
Pool materia fecal 1 Negativo
Pool materia fecal 2 Negativo

Pool materia fecal 3 L. monocytogenes
Pool materia fecal 4 L. innocua
Pool materia fecal 5 Negativo
Pool materia fecal 6 L. innocua

MPE: Maiz (Zea mays) planta entera; TR: Trébol Rojo (Trifolium pratense);
TB: Trébol blanco (Trifolium repens); FS: Festuca (Festuca arundinacea).

8.1.7 Establecimiento H
Al momento de la visita, en el predio se ordefiaban 140 vacas que se manejaban en un

unico lote. Previo a la entrada a sala de ordefie se administraba una racion constituida por
sorgo grano humedo y afrechillo de trigo. En esta area el suelo era de tierra, presentaba
materia fecal y barro debido al drenaje del agua utilizada en la sala de ordefie. EI sorgo
grano humedo se almacenaba en bolsas plasticas para granos de tipo Silobolsa (Silobolsa®,
Argentina) y el afrechillo de trigo en bolsas plasticas de 25 kg. Las pasturas no eran
fertilizadas con materia fecal de rumiantes ni con efluentes.

Se aislaron 6 colonias de L. innocua, una en la racion administrada previo a la entrada a
sala de ordefie, suelo y cuatro en pool fecal de vacas en ordefie. No se recuperaron colonias
de L. monocytogenes (Tabla XIV).
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Tabla XIV: Aislamientos del género Listeria en el Establecimiento H.

MUESTRA RESULTADO
Leche de tanque Negativo
Agua Negativo
ALF (pastoreo) Negativo
Racion previo entrada sala L. innocua
Suelo L. innocua
Pool materia fecal 1 L. innocua
Pool materia fecal 2 Negativo
Pool materia fecal 3 Negativo
Pool materia fecal 4 L. innocua
Pool materia fecal 5 L. innocua
Pool materia fecal 6 L. innocua

ALF: Alfalfa (Medicago sativa); Racion previo entrada sala
(sorgo grano humedo + afrechillo de Trigo).

8.1.8 Establecimiento |
A partir de la muestra de sistema nervioso central (SNC) del animal enfermo se recuperd L.

monocytogenes (Tabla XV). En el estudio histopatologico del SNC se observé a nivel de
tronco encefalico (puente, bulbo raquideo y obex) meningitis supurativa moderada, difusa;
multiples manguitos perivasculares compuestos por células mononucleares; presencia de

multiples microabscesos y focos de malacia (Figura 2).
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Figura 2: Bovino SNC (Puente). Manguito perivascular (flecha grande)
y multiples microabscesos (flechas pequefias) constituidos por
linfocitos y neutréfilos, H&E, 150X.
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En la inmunohistoquimica se observdé marcacion positiva a L. monocytogenes en los

microabscesos a nivel de puente y obex (Figura 3).
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Figura 3: Bovino SNC (Puente). Inmunomarcacion positiva a L.
monocytogenes (areas de color marrén) en el citoplasma de
neutrdfilos y linfocitos de un microabsceso, DAB, 400X.

Este predio se visitdé 9 dias después de haber recibido la muestra. En el momento de la
visita, se ordefiaban 154 vacas manejadas en un anico lote. El rodeo donde se registré el
caso clinico, constituido por 60 vacas secas y 3 toros (rodeo problema) habia sido
cambiado de potrero luego que el animal afectado muri6. Ambos rodeos pastoreaban en
potreros de Avena (Avena sativa) diferentes. El rodeo en ordefie recibia ademas, pastura
ensilada en silo pack y racion pelleteada comercial en sala. Esta racion se almacenaba en
un silo aéreo y por un sistema automatizado de cafierias se distribuia directamente a los
comederos. El suelo de entrada y salida a sala era de cemento, no se observo acumulos de
materia fecal ni materia orgéanica. Las pasturas no eran fertilizadas con materia fecal de
rumiantes ni con efluentes.

En las muestras colectadas, se aislaron 6 L. innocua (pastoreo actual del rodeo problema y
de las vacas en ordefie, pooles de materias fecales del rodeo problema y rodeo en ordefie).
En la pastura donde se encontré el toro enfermo (potrero problema) se obtuvo L.
monocytogenes (Tabla XV).
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Tabla XV: Aislamientos del género Listeria en el Establecimiento I.

MUESTRA RESULTADO
Sistema nervioso central bovino L. monocytogenes
Leche de tanque Negativo
Agua PP Negativo
Agua SO Negativo
AV (pastoreo RP actual) L. innocua
AV+RG (PP) L. monocytogenes
Silo pack (ALF+TB) Negativo
Racion sala Negativo
AV (pastoreo VO) L. innocua
Pool materia fecal 1 (RP) L. innocua
Pool materia fecal 2 (RP) L. innocua
Pool materia fecal 3 (RP) L. innocua
Pool materia fecal 4 (VO) L. innocua
Pool materia fecal 5 (VO) Negativo
Pool materia fecal 6 (VO) Negativo
Suelo Negativo

PP: potrero problema (potrero donde se observd el animal enfermo); SO: sala ordefie;
AV: Avena (Avena sativa); RP: rodeo problema (lote secas y toros); RG: Ryegrass
(Lolium spp.); ALF: Alfalfa (Medicago sativa); TB: Trébol blanco (Trifolium repens);
VO: rodeo de vacas en ordefie.

8.1.9 Establecimiento J
Al momento de la visita se ordefiaban 198 vacas que se manejaban en un unico lote. La

racion administrada en el ordefie se mezclaba en una sala contigua, en el suelo, con pala
por parte del personal. No se administraban ensilados. El suelo de entrada y salida a sala de
ordefie era parte de cemento y parte de tierra, en esta Ultima se observo abundante materia
fecal y barro. Las pasturas no eran fertilizadas con materia fecal de rumiantes ni con
efluentes.

Se aislo L. innocua en una muestra de alimentos (racién administrada en sala), una en
suelo de entrada y salida a sala de ordefie y dos en pooles de materia fecal. No se

obtuvieron aislamientos de L. monocytogenes. (Tabla XVI).
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Tabla XVI: Aislamientos del género Listeria en el Establecimiento J.

MUESTRA RESULTADO

Leche de tanque Negativo
Agua Negativo

Suelo L. innocua
Racion sala (pellet comercial + maiz quebrado) L. innocua
AV+TB (pastoreo) Negativo
Pool materia fecal 1 Negativo
Pool materia fecal 2 Negativo
Pool materia fecal 3 Negativo

Pool materia fecal 4 L. innocua

Pool materia fecal 5 L. innocua
Pool materia fecal 6 Negativo

AV: Avena (Avena sativa); TB: Trébol blanco (Trifolium repens).

8.1.10 Establecimiento K
Este predio ordefiaba 652 vacas, separadas en 3 lotes segin produccion y etapa de

lactancia. En el lote de menor produccion se encontraban también los animales en
tratamiento. El suelo de entrada y salida a sala era de cemento, pero mientras un lote se
ordefiaba otro esperaba en un corral previo de piso de tierra. En este ultimo habia
abundante barro, materia fecal y orina. Con respecto a los alimentos, el pellet de girasol
(PG) se almacenaba dentro de un galpén en el suelo, mientras que los ensilados (MPE y
SGH) se almacenaban en bolsas plésticas de tipo Silobolsa (Silobolsa®, Argentina). Todos
los lotes luego del ordefie de la mafiana consumian en comederos el pellet y ensilados
previamente mezclados en mixer (Tabla V). El lote de alta produccion (lote 1) pastoreaba
la pradera identificada como Trébol blanco+ Ryegrass+ Lotus corniculatus 1 (TB+RG+L),
mientras que el lote de mediana y baja produccion (lote 2 y 3) pastoreaban pradera de igual
composicion identificada con el 2 (Tabla XVII).

Se recuper0 L. innocua en el suelo de entrada y salida de la sala de ordefie; mientras que en
las muestras de alimento se obtuvo L. innocua del silo de sorgo grano himedo (Silo SGH).

En 5 pool fecal se aislo L. innocua (Tabla XVII).
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Tabla XVII: Aislamientos del género Listeria en el Establecimiento K.

MUESTRA RESULTADO
Leche de tanque Negativo
Agua Negativo
Suelo L. innocua
ALF (pastoreo) Negativo
TB+RG+L (1) (pastoreo) Negativo
TB+RG+L (2) (pastoreo) Negativo
PG Negativo
Silo MPE Negativo
Silo SGH L. innocua
Pool materia fecal 1 L. innocua
Pool materia fecal 2 L. innocua
Pool materia fecal 3 L. innocua
Pool materia fecal 4 L. innocua
Pool materia fecal 5 L. innocua

Pool materia fecal 6 Negativo

ALF: Alfalfa (Medicago sativa); TB: Trébol blanco (Trifolium repens); RG:
Ryegrass (Lolium spp.); L: Lotus (Lotus corniculatus); PG: pellet de Girasol
(Heliantus annuus); MPE: Maiz (Zea mays) planta entera; SGH: Sorgo
(Sorghum spp.) grano himedo.

8.1.11 Establecimiento L

Al momento de la visita el predio contaba con 290 vacas en ordefie, manejadas en un unico
lote.

Los ensilados (planta entera de Cebada (CPE) y sorgo grano hiumedo (SGH)) se mezclaban
en un mixer junto a la raicilla de Cebada previo a su administracion. La entrada y salida a
sala de ordefie era de cemento, no se observd presencia de materia fecal ni materia
organica.

No se recuperaron bacterias del género Listeria en ninguna de las muestras cultivadas
(Tabla XV111).
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Tabla XVIII: Aislamientos del género Listeria en el Establecimiento L.

MUESTRA RESULTADO
Leche de tanque Negativo
Agua Negativo
ALF (pastoreo) Negativo
ACH+TR (pastoreo) Negativo
SF Negativo
Racion sala Negativo
Silo CPE+RC+Silo SGH Negativo
Suelo Negativo
Pool materia fecal 1 Negativo
Pool materia fecal 2 Negativo
Pool materia fecal 3 Negativo
Pool materia fecal 4 Negativo
Pool materia fecal 5 Negativo
Pool materia fecal 6 Negativo

ALF: Alfalfa (Medicago sativa); ACH: Achicoria (Cichorium intybus); TR:
Trébol Rojo (Trifolium pratense); SF: Sorgo forrajero (Sorghum spp.); CPE:
Cebada (Hordeum vulgare) planta entera; RC: raicilla de Cebada (Hordeum

vulgare); SGH: Sorgo (Sorghum spp.) grano himedo.

8.2 PCR multiple para determinacion del perfil del serotipo

Los dos aislamientos de L. monocytogenes del establecimiento B obtenidos en la pastura de

de las vacas y del pool fecal fueron tipificadas como serotipo 1/2a (Figura 4).

Figura 4: PCR multiple perfil de serotipo de Listeria monocytogenes aisladas en
Establecimiento B. Carril 1: Control Negativo; Carril 2: Control serotipo 1/2a

Carril 3: Aislamiento pastoreo Alfalfa vacas; Carril 4: Control serotipo 1/2b; Carril 5:
Ladder; Carril 6: Control serotipo 1/2c; Carril 7: Aislamiento pool fecal; Carril 8:
Control serotipo 4b.

906 pb

691 pb
597 pb

471 pb
370 pb
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El aislamiento de pool fecal del Establecimiento D y del sistema nervioso central del

bovino afectado en el Establecimiento | correspondieron al serotipo 4b (Figura 5).

597 pb
471 pb
370 pb

Figura 5: PCR mudltiple perfil de serotipo de Listeria monocytogenes aisladas en Establecimiento D
y en SNC de bovino con encefalitis (Establecimiento I). Carril 1: control negativo; Carril 2: serotipo
1/2a; Carril 3: Aislamiento de SNC bovino (Establecimiento I); Carril 4: control serotipo 1/2b;
Carril 5: Ladder; Carril 6: control serotipo 1/2c; Carril 7: Aislamiento de pool fecal Establecimiento
D; Carril 8: control serotipo 4b.

El aislamiento obtenido de la pastura donde ocurrié el caso de listeriosis (Establecimiento
1) se tipifico como 4b, mientras que el aislamiento del pool fecal N°3 del Establecimiento F
correspondi6 al serotipo 1/2a (Figura 6).

906 pb

597 pb
471 pb
370 pb

T

Figura 6: PCR multiple perfil de serotipo de Listeria monocytogenes aisladas en Establecimiento F e I.
Carril 1: control serotipo 1/2a; Carril 2: Aislamiento de pool fecal Establecimiento F; Carril 3: control
serotipo 1/2b; Carril 4: Ladder; Carril 5: control serotipo 1/2c; Carril 6: Aislamiento de pastoreo
potrero problema (Establecimiento 1); Carril 7: control serotipo 4b; Carril 8: Control negativo.
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8.3 PCR muiltiple para deteccion de genes que codifican internalinas A, Cy J
Los aislamientos recuperados a partir del pool fecal de vacas y de pastura (Alfalfa) en el
Establecimiento B, asi como el aislamiento del SNC del bovino con sintomas nerviosos

fueron positivo a la presencia de los genes que codifican Internalina A, C y J (Figura 7).

D — e T —> 800 pb

B — — — —> 517 b

—> 238 pb

Figura 7: PCR mudiltiple Internalinas A, C y J. Carril 1: Control negativo; Carril 2 Control positivo
inlA; Carril 3: Aislamiento pastoreo Establecimiento B; Carril 4: Aislamiento pool fecal vacas
Establecimiento B; Carril 5: Aislamiento de SNC bovino (Establecimiento 1); Carril 6: Ladder

Carril 7: Control positivo inlC (517 pb) e inlJ (238 pb); Carril 8: Aislamiento pastoreo Establecimiento
B; Carril 9: Aislamiento pool fecal vacas Establecimiento B; Carril 10: Aislamiento de SNC bovino
(Establecimiento I).

Los aislamientos recuperados en el Establecimiento D y en el Establecimiento F, ambos a
partir de pooles fecales de vacas fueron positivos a la presencia de genes que codifican

Internalina A, C y J (Figura 8y 9).
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800 pb

517 pb
238 pb
Figura 8: PCR mudltiple Internalinas A, C y J. Carril 1: Control negativo; Carril 2: Aislamiento pool fecal
vacas Establecimiento D; Carril 3: Aislamiento pool fecal vacas Establecimiento F; Carril 4: Control positivo
inlA (800 pb); Carril 5: Ladder; Carril 6: Control positivo inlC (517 pb) e inlJ (238 pb); Carril 7:
Aislamiento pool fecal vacas Establecimiento D; Carril 8: Aislamiento pool fecal vacas Establecimiento F.
800 pb
517 pb

Figura 9: PCR multiple Internalinas A, C y J. Carril 1: Control negativo; Carril 2: Control positivo
inlA (800 pb); Carril 3: Aislamiento pool fecal vacas Establecimiento D; Carril 4: Ladder; Carril 5:
Control positivo inlC (517 pb); Carril 6: Aislamiento pool fecal vacas Establecimiento D.

El aislamiento recuperado de la pastura (Avena+ Rye grass) donde se encontraba el bovino
con listeriosis nerviosa (Establecimiento 1) fue negativo al gen que codifica Internalina A
(la prueba se repitio tres veces siempre con resultado negativo), pero fue positivo a la
presencia de genes que codifican Internalinas C y J (Figura 10).
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Figura 10: PCR multiple Internalinas A, C y J. Carril 1: Control negativo; Carril 2: Control
positivo inlA (800 pb); Carril 3: Ladder; Carril 4: Aislamiento pastura Establecimiento I; Carril 5:
Control positivo inlC (517 pb) e inlJ (238 pb); Carril 6: Aislamiento pastura Establecimiento I.

8.4 Electroforesis de campo pulsado (PFGE)
Con la digestion de las enzimas Ascl y Apal se obtuvieron 5 patrones diferentes (Anexo 1,

Figura 1). Dentro de los aislamientos de L. monocytogenes del perfil de serotipo 4b, el
recuperado en SNC del bovino con meningoencefalitis del Establecimiento | tuvo un
92,9% de similitud con el obtenido en la pastura, por lo que ambos corresponden al mismo
pulsogrupo y se clasificaron epidemioldgicamente como estrechamente relacionados. En
cambio, el aislamiento del establecimiento D, recuperado de un pool fecal de vacas, mostro
un 70,6% de similitud con los anteriores, por lo que se clasificd epidemioldgicamente

como no relacionado y se encuentra en un pulsogrupo diferente (Figura 11).

Con respecto a los aislamientos del perfil de serotipo 1/2a, los obtenidos en el
Establecimiento B (pool fecal de vacas en ordefie y pastura consumida por las vacas)
presentaron 100% de similitud en el nimero y tamafio de los fragmentos de ADN entre si,
por lo que desde el punto de vista epidemiolégico se clasifica como indistinguible, o sea es
la misma cepa que esta presente en los alimentos y animales (Figura 11 y 12). Por otro
lado, el aislamiento del pool fecal de vacas del Establecimiento F presento una similitud
del 64% con los aislamientos del Establecimiento B, por lo que epidemiolégicamente no

estan relacionadas y se ubica en un pulsogrupo diferente (Figura 12).

38



§ Serotipo
4b

4b

4b
1/2a
1/2a
1/2a

2.7

o OB WN P

| I |

Figura 11: Dendograma de los aislamientos de L. monocytogenes obtenido en la electroforesis de campo
pulsado digeridas con Ascl. 1: Pastura Establecimiento | perfil serotipo 4b; 2: Aislamiento SNC bovino perfil
serotipo 4b Establecimiento I; 3: Pool fecal vacas Establecimiento D perfil serotipo 4b; 4: Pool fecal vacas
Establecimiento B perfil serotipo 1/2a; 5: Pastura Establecimiento B perfil serotipo 1/2a; 6: Pool fecal vacas
Establecimiento F perfil serotipo 1/2a.
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Figura 12: Dendograma de los aislamientos de L. monocytogenes obtenido en la electroforesis de campo
pulsado digeridas con Apal. 1: Pastura Establecimiento I perfil serotipo 4b; 2: Aislamiento SNC bovino
perfil serotipo 4b Establecimiento I; 3: Pool fecal vacas Establecimiento B perfil serotipo 1/2a ; 4: Pastura
Establecimiento B perfil serotipo 1/2a; 5: Pool fecal vacas Establecimiento F perfil serotipo 1/22.
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9. DISCUSION
En el presente trabajo se confirma la hipétesis, detectando presencia de bacterias del

género Listeria en los bovinos y ambiente de nueve (9/11) predios lecheros estudiados. En
cuatro predios (4/11) se detecta L. monocytogenes en bovinos y ambiente de cuatro
predios. Los aislamientos se registraron tanto en predios sin antecedentes de listeriosis,
como en un predio con un caso reciente de la forma nerviosa, en concordancia con el
trabajo de Nightingale et al. (2004). Ademas, en 3 predios del departamento de Paysandu
se detectaron vacas portadoras clinicamente sanas que excretan L. monocytogenes por
materia fecal, situacion descrita en estudios realizados en tambos en otros paises
(Nightingale et al. 2004; Latorre et al., 2009; Mohammed et al., 2009). La presencia de
bovinos portadores constituiria un riesgo, ya que perpettan los ciclos de transmision de
esta bacteria en los predios a través de la excrecion fecal mientras pastorean 0,
indirectamente a través del uso del estiércol como abono para las pasturas (lvanek et al.,
2006).

Si bien el trabajo de Ho et al. (2007a) demostr6 que la excrecion fecal de L.
monocytogenes es intermitente, tomando en cuenta el nimero de animales muestreados en
los predios donde no se detectaron animales portadores, se podria especular que la
prevalencia de portadores dentro de estos rodeos era menor al 10% (Dohoo et al., 2003).
Esteban et al. (2009) en un muestreo en el Pais Vasco reportan una prevalencia de bovinos
portadores variable (de 5,1% a 72%), mientras que Lyautey et al. (2007a) y Latorre et al.

(2009) una prevalencia menor al 10%.

Con respecto al caso de listeriosis nerviosa, el aislamiento en SNC se asocio a las lesiones
histologicas y la marcacion inmunohistoquimica observada. La meningoencefalitis con
microabscesos a nivel de tronco enceféalico es la forma mas comdn de listeriosis en
rumiantes (Oevermann et al., 2010), ademas en Uruguay L. monocytogenes es uno de los
principales agentes causales de encefalitis en bovinos (Easton et al., 2012). Tomando en
cuenta que solo enfermd un bovino en un total de 64 que formaban el rodeo, se sospecha
que ese animal presentaba alguna patologia que lo hizo susceptible a la infeccion, debido a
gue este agente es un patdgeno oportunista (Vazquez-Boland et al., 2001; Oevermann et
al., 2010). Esto no pudo determinarse ya que no se remitieron 6rganos ni otros materiales

para realizar otros estudios en el laboratorio.
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En dos predios se detectd L. monocytogenes en alimentos consumidos por los bovinos.
Uno de ellos fue un predio con vacas portadoras asintomaticas de L. monocytogenes 1/2a
en materia fecal (Establecimiento B) y el otro, el predio con el caso clinico de listeriosis
por serotipo 4b (Establecimiento I). En ambos, los alimentos contaminados eran pasturas
implantadas (Alfalfa en el primero y Rye grass + Avena en el segundo). Debido a que
ninguna de las pasturas fue fertilizada con estiércol o efluentes, es probable que la
excrecion fecal de L. monocytogenes por parte de los bovinos del rodeo fue la fuente de
contaminacion (lvanek et al., 2006). En el predio B los pulsotipos obtenidos en los
aislamientos en animales y alimento fueron genéticamente idénticos, por lo que
epidemioldgicamente se clasificO como indistinguible segin Tenover et al. (1995); esto
indica que este alimento puede actuar como vehiculo de infeccion para los animales. En el
caso del predio I, el patron de PFGE obtenido en el aislamiento de la pastura se clasifico
como estrechamente relacionado con el recuperado del SNC. La variacion en el patron de
bandas de ADN entre ambos aislamientos podria explicarse porque la recoleccion de
muestras en el predio ocurrié nueve dias después del diagnostico del caso, y en ese periodo
pudo haber modificaciones genéticas en las poblaciones de L. monocytogenes (Tenover et
al., 1995; Vela et al., 2001). Por lo tanto, en ambos predios se relacionaria la presencia de
L. monocytogenes en los bovinos al consumo de pasturas implantadas, y no al consumo de
ensilados contaminados como se describe en otros reportes (Nightingale et al., 2004;
Nightingale et al., 2005; Ho et al., 2007a), ya que en ninguno de estos alimentos analizados
se obtuvo aislamiento de L. monocytogenes. Este hallazgo es relevante ya que el 50% de la
alimentacion de los bovinos lecheros en Uruguay est4 basado en el pastoreo directo de
especies forrajeras (INALE, 2015). En el mismo sentido, en Nueva Zelanda también se han
comunicado casos de listeriosis en ovinos asociados a condiciones de pastoreo (Fairley et
al., 2012). En focos de listeriosis en rumiantes reportados por Wiedmann et al. (1994) y
Yoshida et al. (1998), las fuentes de contaminacion para los animales tampoco fueron los
ensilados. Se sospecha que los rumiantes perpetuan la transmision de la bacteria en los
predios a través de la excrecion fecal mientras pastorean (Ivanek et al., 2006). La presencia
de L. monocytogenes en las pasturas, sugiere que no deberia descartarse la presencia de la
enfermedad en rumiantes, en casos con sintomas clinicos compatibles (marcha en circulos,

paralisis facial unilateral, abortos) sin antecedentes de consumo de ensilados.

En otros dos predios lecheros estudiados (F y D) se detectaron animales excretores de L.

monocytogenes pero no fue posible determinar la fuente de contaminacion. Esto podria
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explicarse porque hay una baja proporcion de bovinos que excretan L. monocytogenes en
materia fecal en ausencia de factores de riesgo como estrés o consumo de alimentos
contaminados (Ho et al., 2007a; Ivanek et al., 2007).

En nueve predios se detectd la presencia de L. innocua a nivel de materia fecal y de
alimentos para consumo bovino. En cinco predios L. innocua se recuperé de un Unico
alimento de distintas caracteristicas como racion, pasturas o ensilados. Trabajos de Ho et
al. (2007a) e lvanek et al. (2007) reportan que la excrecion fecal de L. monocytogenes tarda
entre 24 a 96 horas luego de ingresar al tracto digestivo. Por lo que se podria pensar que en
estos predios, este alimento era la fuente de infeccion.

Las raciones administradas en sala durante el ordefie, fue el tipo de alimento que registro
mayor cantidad de aislamientos de L. innocua. Este resultado se relacionaria a las
condiciones de almacenamiento de estos alimentos, principalmente higiene y humedad,
que permiten el desarrollo de este agente (lvanek et al., 2006). De los 11 alimentos
ensilados analizados, 3 (27%) fueron positivos a L. innocua. Si bien en este trabajo no se
realizaron analisis de calidad de los ensilajes, la presencia de esta especie indicaria que en
estos alimentos estarian dadas las condiciones para el desarrollo de L. monocytogenes
(Ryser et al., 1997). Por otro lado, el tipo de ensilado también influye en la presencia o0 no
de la bacteria; L. monocyogenes es un problema mas frecuente en silo embalado (o
silobolsa) que en silo de trinchera, por tener el primero una mayor superficie expuesta a
deterioro aerébico que el segundo (Fenlon, 1985). En este trabajo, los 3 ensilados con
aislamiento del género Listeria eran de tipo silobolsa.

Cabe destacar que de los 64 pooles de materias fecales bovinas analizadas, el 53% fue
positivo a L. innocua, este nimero es relevante ya que se han reportado casos de listeriosis
por esta especie en rumiantes y seres humanos (Walker et al., 1994; Perrin et al., 2003;
Hofer & Reis, 2005; Rocha et al., 2013a; Favaro et al., 2014).

El hecho de que no se aislaron colonias de Listeria spp. en ninguna de las muestras de
leche de tanque, estaria relacionado por un lado, a una rutina de ordefie higiénica que
impididé la contaminacién con materia fecal, y por otro, a una buena limpieza de la
maquina de ordefie y tanque de frio que impidi6é la formacion de biofilms bacterianos
(Yoshida et al., 1998; Latorre et al., 2009; Latorre et al., 2010). El aislamiento de L.
monocytogenes en leche de vacas sanas es extremadamente raro ya que la ubre no seria un

organo blanco especifico de la bacteria (Fedio et al., 1990; Latorre et al., 2009). Ademas,
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la prevalencia de L. monocytogenes en leche de tanque esta descrita como baja, segun lo
comunicado por Van Kessel et al. (2004) en un muestreo realizado en Estados Unidos, con
un 6,5% de aislamientos en leche de tanque. Si bien en este trabajo solo se analizaron 11
muestras, los resultados obtenidos son significativos desde el punto de vista de la salud
publica, ya que la presencia de la bacteria en leche cruda constituye un riesgo de
contaminacion para las plantas procesadoras, asi como también, para la contaminacién

luego del procesamiento de los alimentos (Borucki et al., 2003; Ho et al., 2007b).

En el agua de bebida tampoco hubo aislamientos de Listeria spp., en concordancia con
estudios realizados en predios con rumiantes por Yoshida et al. (1998) y Nightingale et al.
(2005). Esto se vincularia a que el agua no estaba contaminada con materia fecal de las
vacas. En otros trabajos con aislamiento de L. monocytogenes, se registrd contaminacion
en agua con materia fecal (Latorre et al., 2009; Mohammed et al., 2009). En este trabajo el
agua para consumo bovino se colectd de bebederos, con menores posibilidades de
contaminacion fecal. En sistemas fluviales se han recuperado especies no patégenas como
L. innocua, L. seeligeri, L. floridensis L. aquatica, entre otras, asi como también especies
patégenas como L. ivanovii y L. monocytogenes, lo que constituyen posibles fuentes de
infeccion para humanos y animales (Lyautey et al., 2007b; den Bakker et al., 2014; Linke
etal., 2014).

La recuperacion de L. innocua en siete muestras de suelo de entrada y salida a la sala de
ordefie, se asociaria por un lado a la presencia de materia fecal de las vacas, y también a
condiciones medioambientales que favorecié el desarrollo del género Listeria como
humedad, temperatura, pH y composicion de los suelos (mezcla de humus y arena)
(Latorre et al., 2009; McLaughlin et al., 2011; Linke et al., 2014). Estudios realizados por
McLaughlin et al. (2011) demostraron que no hay diferencias en la capacidad de
sobrevivencia en el suelo entre L. monocytogenes y L. innocua. Por lo tanto, en los predios
donde se registraron aislamientos a nivel de suelo de entrada y salida a sala de orderfie,
estarian dadas las condiciones ambientales que permitirian el desarrollo de L.

monocytogenes.

Los serotipos de L. monocytogenes aislados (1/2a y 4b) se encuentran dentro de los méas
frecuentemente recuperados en animales y humanos, ademas de asociarse a casos clinicos
(Okwumabua et al., 2005; Oevermann et al., 2010; Cartwright et al.,, 2013). Dos
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aislamientos de L. monocytogenes 1/2a se recuperaron de animales clinicamente sanos y el
restante de alimento para los bovinos. En el mismo sentido, Nightingale et al. (2004) y
Borucki et al. (2005) observaron mayor prevalencia de este serotipo en rumiantes
clinicamente sanos. Se describe que este serotipo se observa cominmente en la naturaleza,
alimentos y ambientes asociados (Orsi et al., 2011; Linke et al., 2014), asi como también,
se asocia a la forma nerviosa y septicémica en rumiantes (Rocha et al., 2013b). La
presencia del serotipo 1/2a circulando en los animales y ambiente de los predios constituye
ademas, un riesgo importante para la contaminacion de los productos de origen animal.
Este serotipo tiene mayor capacidad de adherirse a superficies inertes como acero
inoxidable ¢ plastico pvc y formar biofilms, liberando bacterias en forma planctonica,
contaminando el ambiente de las industrias procesadoras y los alimentos (Borucki et al.,
2003; Orsi et al., 2011).

Dos de los aislamientos del serotipo 4b se obtuvieron en el predio con caso de listeriosis y
el restante, de un predio sin antecedentes de enfermedad. Este serotipo es frecuente en
focos de listeriosis en humanos a nivel mundial, tiende a producir brotes y casos severos de
la enfermedad, asi como también, se asocia a la forma nerviosa en rumiantes (Vela et al.,
2001; Hofer & Reis, 2005; Okwumabua et al., 2005; Rocha et al., 2013b). En el predio sin
antecedentes de listeriosis este serotipo se detectd en materia fecal de vacas clinicamente
sanas. Aungue en este rodeo estaba circulando un patégeno potencial, su sola presencia no
determina el desarrollo de enfermedad (Vazquez-Boland et al., 2001; Nightingale et al.,
2004); pero, la excrecion fecal de este agente, contribuiria a su dispersion en el
medioambiente del predio (Nightingale et al., 2004; Ivanek et al., 2006). En Uruguay, este
serotipo ocupa el segundo lugar de frecuencia como agente de patologias en seres humanos
Braga V. Com. Pers (2015).

Las internalinas son productos proteicos de genes presentes en cepas de Listeria patdgenas
(Vazquez-Boland et al., 2001). Cinco aislamientos de L. monocytogenes fueron positivos a
la presencia de genes que codifican para internalina A (inlA), lo que confirma que los
aislamientos correspondieron a L. monocytogenes (Liu et al, 2007). El aislamiento de la
pastura del Establecimiento | también correspondid fenotipicamente a L. monocytogenes a
pesar de ser negativo a la presencia de genes que codifican para inlA, esto se basa en los
resultados de las pruebas bioquimicas y del PCR de perfil de serotipo, donde fue positivo
al gen ORF 2110 presente en L. monocytogenes del serotipo 4b (Doumith et al., 2004)
(Figura 6). Se han identificado mutaciones que dan lugar a internalinas truncadas (LOpez et

44



al., 2006). Los ribotipos de L. monocytogenes con codones de parada en las secuencias de
sus genes inlA que darian lugar a proteinas truncadas, son méas frecuentes entre las cepas de
origen alimentario que entre las de origen clinico (Lépez et al., 2006). Probablemente esta
cepa tenga una delecion parcial o completa o porte una variante del gen que no amplifico
los cebadores utilizados, por lo que seria interesante secuenciar todo el genoma de esta
cepa o la secuencia que incluye el gen para inlA. Los seis aislamientos fueron positivos a la
presencia de genes que codifican para los factores de virulencia internalinas C y J, por lo

tanto todos son potencialmente patdgenos (Liu et al., 2007).

De los 6 aislamientos recuperados se obtuvieron 5 patrones de bandas diferentes por
PFGE, sin observar patrones comunes entre los establecimientos. Estos resultados
concuerdan con trabajos de otros autores, donde se reporta una alta diversidad genética de
L. monocytogenes en los predios a nivel ambiental (Nightingale et al., 2004; Borucki et al.,
2005; Fugett el al., 2007; Ho et al., 2007a). En este trabajo se registré también, variabilidad
genética de L. monocytogenes entre los rodeos, atribuido a una gran diversidad génica en
las cepas presentes en el tracto gastrointestinal de los bovinos (Vela et al., 2001;
Nightingale et al., 2004; Borucki et al., 2005; Esteban et al., 2009).
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10. CONCLUSIONES

1. Bacterias del género Listeria y especificamente L. monocytogenes estan presentes
en bovinos y en el ambiente de predios lecheros habilitados remitentes a planta del
Departamento de Paysandi y en un predio con caso de la enfermedad. Se demuestra la
amplia distribucion que tiene este agente y la importancia o peligro potencial que
representan para la salud humana y animal.

2. Se detectd la presencia de bovinos portadores clinicamente sanos que excretan L.
monocytogenes por materia fecal. Esto constituye un riesgo potencial de contaminacion de
la leche y de distribucion del patégeno en el ambiente de los sistemas de produccién
lechera.

3. Los aislamientos de L. monocytogenes en alimentos para consumo bovino se
registraron en pastoreos de especies implantadas como Alfalfa, Avena y Rye grass. Este
hallazgo es relevante ya que el 50% de la alimentacién de los bovinos lecheros en Uruguay
estd basado en el pastoreo directo de especies forrajeras. Por lo tanto, no deberia
descartarse la presencia de la enfermedad, en casos con sintomas clinicos compatibles, sin
antecedentes de consumo de ensilados.

4. La presencia de L. innocua en alimentos para consumo bovino y suelo de entrada y
salida a sala de ordefie, sugiere que estarian dadas las condiciones ambientales para la
presencia y persistencia de L. monocytogenes.

5. En las muestras de leche de tanque estudiadas no hubo aislamiento de bacterias del
género Listeria, esto se asociaria a un ordefie higiénico asi como a una correcta limpieza y
mantenimiento de la m&quina de ordefie y tanque de frio.

6. Los serotipos de L. monocytogenes recuperados en este trabajo, corresponden a los
mas frecuentemente reportados a nivel mundial, son potencialmente patdgenos y estan
asociados a casos clinicos en seres humanos y animales.

7. De los 6 aislamientos de L. monocytogenes se obtuvieron 5 patrones de PFGE

diferentes, lo que indicaria que existe diversidad genética en las poblaciones de la bacteria
dentro de cada predio y entre ellos.
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ANEXO 1

Tabla 1: Diferenciacidn de especies del género Listeria por pruebas bioquimicas™*

B-HEM ESC CAT GLU XIL RAM MAN CAMP CAMP
(S. aureus) (R. equi)
L. monocytogenes + + + + - + - + V]
L. innocua - + + + - + - - -
L. ivanovii + + + + + - - - +
L. grayi - + + + - - + - -
L. welshimeri - + + + - vV - - -
L. seeligeri + + + + - - - + -
L.marthii - + + + ND ND - ND ND

Adaptado de: Wellinghausen (2011). B-Hem: beta hemolisis en agar sangre ovina; ESC: hidrélisis de
esculina; CAT: test de catalasa; GLU: acidificacion de glucosa; XIL: acidificacion de xilosa; RAM:
acidificacion de ramnosa; MAN: acidificacion de manitol; V: resultado variable; ND: no
determinado.

*El resto de las especies reportadas en la bibliografia mencionada se identificd por secuenciacion gendémica

(ADNr 16S) y pruebas fenotipicas.

Figura 1: Electroforesis de campo pulsado de los aislamientos de L. monocytogenes: Carril 1al 6 digestion
con Ascl; Carril 7y 14, Standard Salmonella Braenderup H9812; Carril 8 al 13 digestién con Apal. Carril 1:
Pastura Establecimiento B; Carril 2 Pool fecal Establecimiento B; Carril 3: Pool fecal Establecimiento F;
Carril 4 Pool fecal Establecimiento D; Carril 5: Pastura Establecimiento I; Carril 6: Aislamiento SNC bovino;
Carril 8: Pastura Establecimiento B; Carril 9: Pool fecal Establecimiento B; Carril 10: Pool fecal
Establecimiento F; Carril 11: Pool fecal Establecimiento D; Carril 12: Pastura Establecimiento I; Carril 13:
Aislamiento SNC bovino.

57



