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1. RESUMEN

Listeria monocytogenes es considerado el agente causal de brotes severos y casos aislados
de listeriosis en humanos y en animales, los cuales a menudo son transmitidos por alimentos
contaminados. El objetivo de este trabajo fue aislar y caracterizar molecularmente cepas de Listeria
monocytogenes en explotaciones caprinas con animales seropositivos a este microorganismo. Uno
de los factores de virulencia de esta bacteria es una proteina extracelular llamada p60 y codificada
por el gen iap. Dicha proteina fue empleada como antigeno para la prueba de ELISA, esta se obtuvo
a partir de una cepa de L. monocytogenes hiperproductora. Se realizé un muestreo de sueros, en
explotaciones de cabras localizadas en los estados de Guanajuato, Querétaro y Estado de México.
Empleando la prueba de ELISA indirecta se obtuvo un 23.22% de muestras de suero positivas. Las
muestras de leche, alimento y materia fecal obtenidas de explotaciones con animales seropositivos
fueron utilizadas para el aislamiento de Listeria mediante el método ISO 11290. Las colonias
sospechosas fueron evaluadas por el método rapido miniaturizado BBL Crystal, con el cual fueron
identificadas como Listeria spp. 25 de las cepas aisladas. Dichas cepas fueron confirmadas y
caracterizadas molecularmente; el género fue identificado con los iniciadores Unilis A y Lis1B que
amplifican el gen iap (1450 pb), obteniéndose amplificacion en las 25 cepas. La identificacion de
Listeria monocytogenes se llevo a cabo con los iniciadores MAR 1y MAR 2, con los cuales se obtuvo
amplificacién en 7 de las 25 cepas probadas (bandas de 450 pb). Los productos de este PCR fueron
tratados con la enzima Hind lll para la tipificacion parcial de las cepas de L. monocytogenes, la cual
divide ésta especie en 2 grupos de serovariedades, el grupo 1 produce dos fragmentos
(serovariedades 1/2a y 1/2c) y en el segundo grupo no se produce corte (serovariedades 1/2b, 3b y
4b). En este trabajo, Unicamente en los controles (cepas de L. monocytogenes ATCC 244 y 43249) se
produjo corte del amplificado y en las cepas de L. monocytogenes aisladas no hubo corte. Para
aportar mayor especificidad a la prueba, fue realizado un PCR anidado empleando como plantilla los
productos del PCR para la identificacién del género los cuales fueron sometidos a un segundo PCR
con los iniciadores que identifican la especie, obteniéndose nuevamente las bandas esperadas de
450 pb. Las cepas que no fueron identificadas como Listeria monocytogenes (18 cepas) fueron
sometidas a un PCR para la identificacion de Listeria ivanovii, en el cual se emplearon los iniciadores
Lis 1B e Iva 1 y Unicamente con la cepa control se obtuvo amplificaciéon por lo que ninguna de las

cepas aisladas pertenece a dicha especie.



2. ABSTRACT

Listeria monocytogenes is considered severe outbreaks and isolated cases causative
agent, in humans and animals, which often are transmitted by contaminated food. The aim in
this work was isolate and characterizes Listeria monocytogenes strains in caprine farms with
seropositive animals to this microorganism. One of the virulence factors in this bacterium is
the extra cellular protein named p60, encoded by iap gen. This protein was employed in
ELISA assay and was obtained from a recombinant strain. Serum samples were obtained
from caprine farms localized in Estado de México, Guanajuato and Querétaro states. Using
Indirect ELISA assay, it was obtained a 23.22% seropositivity rate to this pathogen. Milk, fed
and faeces samples from farms with seropositive goats were employed for Listeria isolation
using 1SO 11290 method. Suspected colonies were tested by BBL Crystal Gram-Positive
Identification System, with which 25 strains were identified as Listeria spp. The strains were
molecularly confirmed and characterized; genus was identified using Unilis A and Lis 1B
primers (1450 bp), obtaining amplification in 25 strains. Listeria monocytogenes identification
was made using MAR 1 and MAR 2 primers, with which it was obtained amplification in 7 of
25 isolated strains (450 bp). This PCR products were digested with Hind Ill enzyme for strains
partial typing, it divides Listeria monocytogenes strains in 2 serovar groups, in first group 2
fragments are produced (serovars 1/2a and 1/2b) and in second group, cut is not produced
(serovars 1/2b, 3b and 4b). Only in control stains (L. monocytogenes ATCC 244 and L.
monocytogenes 43249 strains) the restriction were produced, but amplified from isolated
Listeria monocytogenes strains not were cutting in this work. In order to provide specificity to
this assay it was carried out a Nested PCR, using DNA the PCR genus specific products; this
was tested in a second species specific PCR for Listeria monocytogenes identification,
obtaining again 450 bp bands. Strains not were identified as Listeria monocytogenes (18
strains) were tested by PCR for Listeria ivanovii identification, using Lis 1B and Iva 1 primers;
only control strain produced amplification because of which neither isolated strains belongs to

this species.



3. INTRODUCCION

Las enfermedades causadas debido al consumo de alimentos contaminados tienen un
gran impacto economico y en salud publica en todo el mundo (Mead et al., 1999). Los
alimentos crudos de origen animal son los que tienen mas probabilidad de estar
contaminados con microorganismos (CDC). La listeriosis es una infeccibn bacteriana
importante causada por el patdgeno intracelular Listeria monocytogenes (Elezebeth et al.,
2007). Se han registrado brotes epidémicos causados por esta bacteria desde 1981 en varios
paises del mundo. Durante la Ultima década la listeriosis ha aparecido como una enfermedad
importante de origen alimentario de gran interés para la salud publica debido a la elevada
letalidad (20-30%) a pesar de su baja incidencia, la cual requiere un diagnéstico rapido y
terapia de antibioticos adecuada (Rodas-Suéarez et al., 2006). L. monocytogenes difiere en
muchos aspectos de los demas patégenos transmitidos por alimentos ya que es
omnipresente, resistente a condiciones ambientales adversas, microaerébica, psicrétrofa, y
tiene la capacidad para sobrevivir largos periodos en el ambiente, todo esto ha provocado
gue dicha bacteria sea una preocupacion para la Industria Agroalimentaria y la Salud Publica
(Doyle et al., 2001; Vazquez-Boland et al., 2001).

El género Listeria consta de seis especies de las cuales solo L. monocytogenes vy L.
ivanovii han sido reportadas hasta ahora como patégenas para el humano y los rumiantes
(Beumer and Hazeleger, 2003). Este patdégeno puede causar meningitis o encefalitis en
pacientes inmunosuprimidos, abortos en mujeres embarazadas o infecciones generalizadas
en neonatos infectados y gastroenteritis en personas sanas (Vazquez-Boland et al., 2001).
La leche y los productos lacteos han sido frecuentemente implicados en numerosos brotes
de listeriosis (Ryser and Marth, 1999). En diversos estudios ha sido reportada la incidencia

de Listeria en leche cruda de cabras (Barbuddhe et al., 2000; Gaya et al., 1996).

En México, la leche cruda es ampliamente consumida y la incidencia de enfermedades
causadas por leche contaminada es desconocida, es necesario realizar estudios para evaluar
su impacto econémico y en la salud publica. Sin embargo Listeria monocytogenes ya ha sido
detectada en leche sin pasteurizar y en quesos frescos elaborados con leche de cabra y vaca

(Vazquez et al., 2001; Amaya et al., 2003). Durante los ultimos 12 a 15 afios se ha visto una



mayor oferta de productos lacteos y carnicos caprinos. La poblacion caprina fue
aproximadamente de 9 millones de cabezas en el afilo 2004 y la produccién de leche
representa su principal objetivo la cual es destinada a la produccion de quesos y cajeta
principalmente (SIAP 2004; Hernandez 2007). De aqui la importancia de determinar la
presencia de L. monocytogenes en la leche de estos animales previamente localizados en

granjas seropositivas.

El aislamiento convencional y confirmacion de L. monocytogenes involucra medios de
cultivo selectivos de enriquecimiento con subcultivos en placas de agar selectivas seguidas
por pruebas de identificacion confirmatorias. Los sistemas de deteccidn y/o identificacion
inmunoldgicos y los moleculares involucran los factores de virulencia del microorganismo, en
el caso de Listeria monocytogenes, la proteina p60 es uno de ellos, debido a su posible papel
en la invasion, el gen que la codifica fue nombrado iap (invasion-associated-protein)
(Wenscher et al., 1993; Bubert et al., 1999).



4. ANTECEDENTES

4.1 ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS

La enfermedad transmitida por los alimentos (ETA) es ocasionada al consumir
alimentos o bebidas contaminados, los contaminantes puede ser fisicos, quimicos o
microbiolégicos. Los alimentos crudos de origen animal son los que tienen mas probabilidad
de estar contaminados con microorganismos. Las enfermedades causadas debido al
consumo de alimentos contaminados tienen un gran impacto econdmico y en salud publica
en todo el mundo (CDC, 2004; Mead et al., 1999).

La salud animal constituye un factor determinante en la seguridad alimentaria porque
ciertas enfermedades, denominadas zoonosis, como la brucelosis, la salmonelosis y la
listeriosis, pueden transmitirse a las personas a través de alimentos contaminados por los
microorganismos que las producen. Aunque la transmision a personas puede realizarse por
distintas vias, las infecciones a través de los alimentos son una de las principales causas de
enfermedad. El problema reside en que los alimentos pueden contaminarse con patdégenos
zoonoticos de varias formas. Si un animal sufre una enfermedad determinada, sus tejidos v,
en particular, su carne o leche, pueden ser fuentes de infeccidon para las personas si entran
en la cadena alimentaria. Por ello la salud humana se liga directamente a la salud animal y a

la produccién de alimentos de origen animal (Chavarrias, 2006).

El interés por estudiar las enfermedades transmitidas por alimentos se ha
incrementado considerablemente por varias razones, entre ellas el aumento de la poblacién y
el consiguiente crecimiento en la demanda de alimentos de buena calidad, con todas sus
implicaciones comerciales. Una de las mayores prioridades sobre las enfermedades
transmisibles es entenderlas mejor en términos de epidemiologia, mecanismo de transmision
a las personas, diagndstico, control y prevencion. Se han descrito unas 200 zoonosis de
distintos tipos, dependiendo del agente que las cause: bacterias, parasitos, virus y otros
agentes poco convencionales, como la encefalopatia espongiforme bovina (EEB) o mal de
las «vacas locas». Cerca del 75% de las enfermedades que han afectado a seres humanos

en los ultimos 10 afos han sido provocados por la presencia de patdégenos en productos de



origen animal, uno de los mayores riesgos que existen actualmente es su enorme capacidad
de difusién, lo que implica que se generen problemas de caracter global. Para los
responsables sanitarios, la deteccion temprana de brotes de enfermedades animales es
esencial para controlarlas. La Organizacion Internacional de Epizootias (OIE) ha reconocido
recientemente que los servicios veterinarios juegan un papel clave dentro del sistema global
de deteccion y control de las enfermedades animales. Un total de 11 enfermedades
transmisibles de animales a humanos afectaron a 380,000 personas en la Union Europea
durante el ano 2004. Las enfermedades que causan Salmonella, Campylobacter, Listeria,
Escherichia coli, Mycobacterium bovis, Brucella, Yersinia, Trichinella, Echinococcus y
Toxomoplasma fueron analizadas durante el afio 2004 en la UE. Listeria monocytogenes es
uno de los patdégenos con los que se enfrentan los veterinarios que se desempefian en la
industria de alimentos (Chavarrias, 2006; Solis, 2007).

4.2 COSTOS

Se han estimado que las enfermedades de origen alimentario causan de 6 a 81
millones de enfermos y hasta 9 000 muertos cada afio en los Estados Unidos de América
(Gandhi and Chikindas, 2007). Los centros para la prevencion y control de enfermedades
(CDC) estiman que las enfermedades provenientes de alimentos son responsables de cerca
de 76 millones de enfermos lo cual provoca cerca de 325,000 hospitalizaciones y 5000

muertes en los Estados Unidos cada afio (Mead et al., 1999).

El Servicio de Investigacion Econdmica (ERS) del Departamento de Agricultura de
EEUU (USDA) es el que lleva a cabo la estimaciéon de los costos de enfermedades
producidas por alimentos en ese pais. El estimado mas reciente de costos médicos, pérdida
de productividad y muertes prematuras por enfermedades causadas por cinco patégenos
provenientes de alimentos es de 6.9 billones de ddlares por afio (Tabla 1). Estos estimados
emplean la informacion de hospitalizacion y muertes proporcionados por la CDC. Solo
algunos reportes de este tipo estan disponibles en otros paises; el impacto econdmico de 2.2
millones de enfermos causada por alimentos en Canada fue considerado en 1.33 billones de
ddlares en 1985. También ha sido reportado que los 10 millones de casos en el Reino Unido
podrian estar asociados a 1.9 billones de dolares gastados en ese pais (Cliver and Riemann
2002).



Tabla 1. Costo anual debido a diversos patégenos provenientes de alimentos.

Estimado anual de enfermedades causadas por
Costos
alimentos
Patogeno Billones de
Casos Hospitalizaciones Muertes dolares
Campylobacter
1963 141 10 539 99 1.2
spp.
Salmonella 1341 873 15 608 553 2.4
E. coli O157:H7 62 458 1843 52 0.7
E. coli 31229 921 26 0.3
Listeria
2 493 2298 499 2.3
monocytogenes
Total 3401194 31 209 1229 6.9

Fuente: ERS. Economic Research Service (2001)

(http://www.ers.usda.gov/Emphases/SafeFood/features.htm#start)

Es importante hacer notar que muchas de las enfermedades provenientes de los
alimentos son esporadicas y tal vez no son tomadas en cuenta como parte de un brote. Otros
factores tales como el conocimiento del consumidor, vigilancia de las enfermedades por los
departamentos de salud publicos locales y estatales, la variacion en los periodos de
incubacion y severidad de la enfermedad, afectan el reporte de las enfermedades
transmitidas por alimentos vy los brotes (Olsen et al., 2000). En los paises en desarrollo, las
enfermedades diarreicas representan uno de los problemas de salud publica mas
importantes, con repercusiones que inciden en el ambito econdmico, social y politico
(Vazquez y Cabral, 2001). En la industria pecuaria la listeriosis provoca pérdidas por el

incremento de costos de produccion de los animales,

incremento de la infertilidad y a los abortos (Orndorff et al., 2006).

debido a las enfermedades y al




4.3 CABRAS

4.3.1 HISTORIA

Las cabras y las ovejas fueron los primeros animales en ser domesticados por los
humanos como ganado de granja, originadas de unas pocas razas de cabras silvestres en la
region que ahora es lIrak, Iran, Siria y este de Turquia. La produccién de leche de cabras
manejada por personas inicio cuando comenzd la domesticacion y por miles de afos han
sido el sustento de la poblacion. Fueron desarrolladas a través del mundo, cientos de
diferentes razas de cabras, totalizando ahora mas de 900 millones de cabezas. Su evolucion
en productividad se desarrollé con el tiempo y de ser un sustento familiar se convirtieron en
cabras altamente productivas en algunos paises como Suiza, uno de los paises lider en el
desarrollo y evolucion de las razas de propdsito lechero mas productivas en el mundo; las
razas de cabras llamadas “mejoradas” como la Alpina, Saanen, Toggenburg y Obershali, han
sido exportadas a otros paises para mejorar la calidad y aumentar la productividad de las
razas nativas, las cuales normalmente son de doble propdsito, para carne y leche, pero a
niveles de baja productividad por las condiciones de alimentacion y pastoreo. El incremento
en la produccion de leche para consumo directo y para su transformacion en mantequilla,
yogurt y quesos se convirtio en el objetivo principal para desarrollo de mejores cabras
lecheras. Durante los ultimos 150 anos, la seleccién genética y mejores condiciones de
alimentacion han dado lugar a diversas razas superiores en algunos paises en aspectos de
productividad de leche o carne, proporcionando un gran potencial para la evolucion y
respondiendo a una creciente demanda de mercado y especial popularidad de los quesos
elaborados con leche de cabra. La evolucién de las cabras alrededor del mundo y su papel
en el desarrollo agricola y la nutricion humana, han sido los temas de interés en los estudios
de afos recientes para proveer estimulos y apoyos para el progreso, especialmente en

paises en vias de desarrollo (Haelein, 2007).

4.3.2 NUTRICION

Aunque se tiene comunmente la creencia que las cabras comen de todo, en realidad

son muy selectivas en su consumo y siempre tratan de ingerir las partes mas digestibles y

8



nutritivas de los forrajes. Esto responde a sus altas necesidades de nutrientes acordes a su
menor tamafo y su alta productividad. Las cabras son ramoneadoras por excelencia y
gracias a sus labios sensibles y agiles, pueden consumir pequefas hojas y retofios aun en la
presencia de espinas. En algunas ocasiones incluso trepan a los arboles mismos para poder
acceder al follaje que esta fuera de su alcance desde el suelo. En comparacioén a las ovejas,
las cabras tienen un rango de alcance fisico mucho mayor pues se pueden parar en dos
patas, al igual que lo hacen otros ramoneadores salvajes como el venado y los antilopes. En
diversas partes del mundo, donde se crian cabras bajo confinamiento, la gente ha
comprobado que la mejor nutricion y los rendimientos mas atractivos se obtienen al ofrecer a
las cabras, hojas de arboles o arbustos forrajeros en lugar de los tradicionales pastos.
Existen numerosos ejemplos de ensayos en donde la respuesta animal, ya sea en ganancia
de peso o en produccion de leche, aumenta a medida que se reemplaza el pasto con los
residuos de cosecha con follajes. En términos generales se puede decir, que si las cabras se
crian en la manera adecuada, la raza, siempre y cuando sea lechera, no es una limitante

para obtener buenos resultados (Sanchez, 1999).

4.3.3 PRODUCCION

Ademas de las ventajas asociadas al tamafno pequefo, las cabras tienen varias
ventajas adicionales que las hacen particularmente importantes en comunidades rurales
pobres comparadas con otros rumiantes domeésticos, dichas ventajas incluyen: 1) La
adaptabilidad a diversas combinaciones de temperatura y humedad; 2) Habilidad para
caminar grandes distancias; 3) Eficiente utilizacion de campos marginales debido a su
capacidad de metabolizar compuestos secundarios de las plantas; 4) Tasa de productividad
alta y por lo tanto bajo riesgo de inversién, mostrando una alta eficiencia energética de
produccion de leche, los rendimientos de leche por lo general son de 3 a 4 litros por cabra
por dia; 5) Canales pequenas lo cual lo hace conveniente para su venta o consumo en un
periodo de tiempo corto (un factor importante en areas rurales sin almacenamiento a bajas
temperaturas); 6) Intervalos de generacion pequefios y alto indice reproductivo; 7) El instinto
de congregacion y la docilidad al manejo rutinario, especialmente en la ordefia, lo que las
hace idoneas para el cuidado por niflos, mujeres y ancianos; y 8) La leche de alta
digestibilidad y valor nutritivo. A diferencia de las vacas donde las razas lecheras

especializadas de las zonas templadas tienen serias limitaciones en las condiciones
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tropicales, las razas de cabras lecheras se adaptan facilmente y dan excelentes resultados
siempre y cuando se les aloje, alimente y maneje apropiadamente. Las razas Alpina, Nubia,
Saanen y Toggenburg son ejemplos de razas que se estan usando exitosamente en los
tropicos, lo mismo que sus cruzas. Las cabras son altamente adaptables a un amplio rango
de ambientes y parecen resistir la sequia mas que las vacas. En situaciones de mezcla de
especies, ellas complementan a las vacas y las ovejas mas que competir con ellas por
alimentos, por su inherente habilidad para utilizar una amplia variedad de especies de
plantas. Ademas ciertos genotipos de cabras tienen un numero de caracteristicas fisicas y
fisiolégicas especiales que les permite sobrevivir en condiciones aridas y salinas.
Actualmente no hay estimados exactos de la contribucién de las cabras como sustento en
general y alimentos para los humanos especificamente, esto es principalmente por el uso de
productos de cabra a nivel casero rural que no es registrado y a nivel nacional muchos de
estos productos circulan a través de mercados informales (Lebbie, 2004; Boyazoglu et al.,
2005).

4.3.4 POBLACION CAPRINA Y PRODUCCION DE LECHE A NIVEL MUNDIAL

La FAO reportd que en los afos 90°'s se contaba con 500 millones de cabezas de
ganado caprino en el mundo, sin embargo, la cifra se ha elevado a 900 millones. China y la
India destacaron por el mayor numero de cabezas de ganado frente a los demas paises del
mundo en 2004 (Tabla 2) (FAOSTAT, 2004). Las cabras son la ganaderia con mayor
importancia en los paises en desarrollo; de 1980 a 1999 la poblacién mundial de cabras

incrementd un 55% y la produccion de leche de cabra aumenté un 58% (Tabla 3).
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Tabla 2. Poblacién de Cabras en el Mundo.

Pais No. Cabezas
China 183,207,008
India 120,000,000
Paquistan 54,700,000
Sudan 42,000,000
Bangla Desh 34,500,000
Nigeria 28,000,000
Iran 26,000,000
Indonesia 13,500,000
Somalia 12,700,000
Republica de Tanzania 12,550,000
Bali 12,036,000
Kenia 11,000,000
Etiopia 9,626,000
México 9,500,000
Brasil 9,087,000
Mongolia 9,000,000
Turquia 8,800,000
Afganistan 7,300,000
Yemen 7,300,000
Niger 6,900,000

Fuente: http://www.fao.org/ag/aga/glipha/imdex.jsp




Tabla 3. Numero de animales mamiferos de granja (millones) y Produccion de leche anual

(1000 T).
1980 1999 Cambio (%)

Numero de animales
Cabras 458 710 55
Bufalos 122 159 30
Cerdos 796 913 15
Bovino 1216 1338 10
Ovejas 1096 1069 -3

Produccion de Leche
Cabra 7720 12161 58
Bufalo 44296 60334 36
Vaca 423034 480659 14
Oveja 7887 8026 12

Fuente: FAO 2001. (Haenlein, 2004).

Los sectores lecheros de cabra y oveja en la Unién Europea son los mas dinamicos y
estructurados en el mundo gracias a la posicién general de la calidad de sus productos en el
mercado. Las cabras lecheras predominan y la produccién de leche de esta especie ha
aumentado debido a un alto desarrollo en Portugal, Grecia, Italia, Bulgaria, Chipre, Francia y
Espafa; en el Mediterraneo los productos de cabra son asociados con agroturismo en
regiones montafosas. Algunos paises como Francia y Holanda han sentado las bases de
una industria bien organizada de produccion de leche de cabras, procesado,
comercializacién, promocion e investigacion, gracias a politicas innovadoras de desarrollo, lo
cual ha creado una fuerte clientela consumidora, lo que deberia ser copiado por el beneficio
en general a la nutricion humana y a los productores de leche de cabras (Dubeuf et al., 2004;
Haenlein, 2004; Debeuf and Le Jaouen 2006; Sorensen et al., 2006).

La produccion de leche de cabra parece ser mucho mas grande que la reportada en
estadisticas oficiales por su gran cantidad de consumo no registrado, especialmente en
paises en desarrollo (Tabla 4). Mas que cualquier otro animal mamifero de granja, las cabras

son el principal proveedor de productos lacteos y carnicos para la poblacién rural. Por
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muchas razones la caprinocultura es muy importante, ya que es un complemento para la
familia rural de bajo ingreso. Las estadisticas indican que las cabras producen cerca de 17 y
12% de la carne y leche del Africa tropical respectivamente. Ademas, las caracteristicas
bioquimicas y fisiolégicas unicas de la leche de cabra son conocidas, especialmente los
altos niveles de cadenas cortas y medianas de acidos grasos de los cuales se ha reconocido
valor médico para muchos desordenes y enfermedades de la poblacion. La importancia de
las cabras como proveedores de productos lacteos y carnicos ha sido documentada en
muchas actas de conferencias nacionales e internacionales y se ha reflejado en el amplio
incremento en el numero de cabras y en la produccién de leche durante los ultimos 20 afios

comparados con otros animales mamiferos (Haenlein, 2004; Lebbie, 2004; Hernandez 2007).

Tabla 4. Lideres en Produccion de Leche de Cabra

Pais Leche de Cabra
1000T/afio

India 3128
Bangladesh 1328
Sudan 1151
Pakistan 818
Francia 480
Grecia 460
Iran 398
Somalia 390
Espana 350
Paises del Mediterraneo Norte® 1840
Paises del Mediterraneo Sur” 618
México 131

a: Portugal, Espaia, Francia, Italia, Yugoslavia, Rumania, Macedonia, Bulgaria, Grecia.
b: Turquia, Siria, Libano, Israel, Jordania, Egipto, Libia, Tunez, Argelia, Moroco.
Fuente: FAO 2001. (Haenlein, 2004) y SAGARPA.
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4.3.5 POBLACION CAPRINA Y PRODUCCION DE LECHE EN MEXICO

En el rubro de la caprinocultura, México ocupa el segundo lugar en América Latina por
el numero de animales con los que cuenta y los productos obtenidos (Tabla 5). De acuerdo a
cifras del Consejo Mexicano de Criadores de Ganado Caprino (COMECAPRI), durante los
ultimos 12 a 15 afios se ha visto una mayor oferta de productos lacteos y carnicos caprinos.
La produccién nacional estimada es de 200 millones de litros de leche y 45 mil toneladas de
carne en canal. En el pais se reportan nueve millones de cabezas de ganado, cifra similar a
las que contabilizé Brasil, pero que es superior a los tres millones de cabezas de ganado en
la Union Americana (Hernandez 2007). La producciéon de carne y leche como otras
actividades del subsector ganadero, se da en una amplia gama de sistemas productivos, que
van desde los altamente tecnificados e integrados (Coahuila), hasta las economias de tipo
campesino orientadas principalmente hacia el autoabastecimiento de la familia campesina.
Los principales estados productores de ganado caprino en pie y carne son Coahuila, Oaxaca
y San Luis Potosi; en cuanto a leche de cabra se refiere, Coahuila, Durango y Guanajuato

son los que mayor produccién tienen a nivel nacional (Tabla 6).

A través de la Asociacion de Fomento Ganadero Mexicano (FOGAMEX) se realizé un
primer embarque de ovinos y caprinos procedentes de 14 ganaderias de seis estados de la
Republica a Quito, Ecuador. La apertura de nuevos canales de comercializacién son el
resultado de su alta genética, estatus sanitario y la participacion de productores pecuarios en
expos y agroferias de paises de Centro y Sudamérica. Ganaderos mexicanos iniciaron la
exportacion de ganado de alta genética, con 111 ovinos y 12 caprinos procedentes de:
Querétaro, Guanajuato, Jalisco, Hidalgo, San Luis Potosi y Aguascalientes. El valor de esta
operacion representa un ingreso para el pais de dos millones de pesos, con estas nuevas
exportaciones las ventas internacionales se han incrementando, en el primer aio de operar
la Asociacion (2001) se exportd un millon de pesos y para 2006 se estimaron exportaciones
superiores a los 40 millones de pesos a varios paises. Se estan generando nuevas
oportunidades para el ganado en pie mexicano en paises de América Latina, principalmente
de ovinos y caprinos; se ha exportado ganado en pie a la mayoria de los paises de Centro
América (en donde han participado ganaderos de Nuevo Leon, Chiapas, Yucatan y

Tabasco), ademas de semen y embriones; en Colombia se llevan seis exportaciones y a
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Ecuador ya se inicié. Los ganaderos y las autoridades trabajan coordinadamente para la

conservacion y el mejoramiento de la sanidad animal, y con respecto a la genética, México

desde hace mas de 40 afos ha importado ganado caprino de Canada, Estados Unidos,

Europa, Centro y Sudamérica. Asimismo, se importa semen de varios paises del mundo,

principalmente de Norteamérica, Europa y Australia. Con la combinacion de esos genes y la

seleccion por los ganaderos mexicanos se ha logrado que la genética de México actualmente

esté dentro de las mas reconocidas del mundo. El desarrollo de la genética y su exportacion

representa para el pais y para el sector pecuario una oportunidad de lograr mayores

benéficos econdmicos; sin embargo, otro paso importante es industrializar la carne de

ganado en pie y exportarla a paises como Asia o Europa donde se obtienen mayores

ganancias (Sagarpa-Ergomix, 2006).

Tabla 5. Cabras, Resumen Nacional: Produccién, Precio, Valor

Leche Ganado en pie Carne en canal
B . Valor de la Valor de la Valor de la
Afio | Produccion
produccion | Produccion produccion | Produccién produccion
miles de | $/kg _ $/kg _ $/kg .
it (miles de | toneladas (miles de | toneladas (miles de
itros
pesos) pesos pesos
2000 | 131,177 | 3.35| 439,205 76,48 15.34 | 1,172,854 38,760 31.03 | 1,202,533
2001 139,873 | 3.68 | 515,188 76,407 15.63 | 1,194,531 38,839 31.27 | 1,214,593
2002 | 146,468 | 3.70 | 541,994 82,200 16.12 | 1,324,799 42,234 31.91 | 1,347,516
2003 | 151,842 | 3.85| 584,043 82,489 16.70 | 1,377,745 42,195 33.17 | 1,399,684
2004 | 160,960 |4.17 | 671.708 80,527 17.81 | 1,434,464 42,029 34.33 | 1,442,784
2005 | 164,247 |4.72 | 775,372 80,025 18.69 | 1,495,457 42,389 35.97 | 1,524,691
2006 | 163,485 42,429

Fuente: Elaborado por el Servicio de Informacién y Estadistica Agroalimentaria y Pesquera

(SIAP) con informacion de las Delegaciones de la SAGARPA. http://www.siap.gob.mx
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Tabla 6. Cabras, Produccién por Estado (2005)

Produccion Ganado en Pie Produccion de Leche Produccion de Carne
Litros
Estado tons. Estado _ Estado tons.
(miles)
Baja
Coahuila 7,939 498 Coahuila 4,330
California
B. California
Chihuahua 2,966 2,217 1,536
Sur Chihuahua
Durango 3,129 Coahuila 53,110 Durango 1,764
Guanajuato 4,056 Chihuahua 11,548 Guanajuato 1,872
Guerrero 6,577 Durango 40,414 Guerrero 3,373
Hidalgo 2,740 Guanajuato 24,031 Hidalgo 1,332
Jalisco 3,836 Hidalgo 72 Jalisco 2,174
México 1,089 Jalisco 5,980 México 561
Michoacan 4,369 México - Michoacan 2,373
Nuevo Ledn 2,521 Michoacan 3,713 Nayarit 544
Oaxaca 7,742 Nuevo Ledn 4,608 Nuevo Ledn 1,413
Puebla 6,217 Puebla 1,471 Oaxaca 4,335
Querétaro 316 Querétaro 569 Puebla 3,418
San Luis San Luis
7,128 3,186 Querétaro 169
Potosi Potosi
San Luis
Sinaloa 3,311 Sonora 1,342 3,647
Potosi
Tamaulipas 3,705 Tamaulipas 152 Tamaulipas 2,002
Veracruz 1,294 Tlaxcala 4,281 Veracruz 666
Zacatecas 6,053 Veracruz 2,051 Zacatecas 3,065
Nacional 80,025 Nacional 164,247 Nacional 42,389

FUENTE: SIAP (Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera), con informacion de las

delegaciones de la SAGARPA.

http://www.siap.gob.mx
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4.3.6 ASOCIACIONES

En México se ha constituido el Consejo Mexicano de Criadores de Ganado Caprino,
(COMECAPRI). Uno de sus objetivos es fomentar que los intereses de los caprinocultores se
vean reflejados en las politicas publicas de apoyo a la ganaderia de forma especifica y
concreta, para facilitar la inclusién de esta especie en los programas de apoyo a la ganaderia
y fortalecer a las organizaciones locales y estatales a través de la adhesion a este Consejo
(Revista cabra, 2004).

La Asociacion Americana de Cabras Lecheras (ADGA American Dairy Goat
Association), es actualmente la tercera mayor organizacion de ganado de registro, solo
después de las asociaciones de vacas Holstein y las Jersey. Dicha asociacién ha jugado un
papel de suma importancia en la percepcion del publico hacia las cabras lecheras y sus
productos, contribuyendo directamente a crear campafias de informacién para este proposito.
Cuenta con mas de 14,000 miembros de mas de 50 estados de la Uniébn Americana, ademas
de Argentina, Bermuda, Canadda, Costa Rica, México, Nueva Zelanda, Puerto Rico y Rusia.
Anualmente se registran mas de 40,000 animales y se llevan registros de mas de 20,000
traspasos de propiedad de animales. Desde su creacion, se han registrado mas de un millén
de animales. Son seis las razas de cabras lecheras que se reconocen: Alpina, Saanen, La
Mancha, Nubia, Obershali y Toggenburg. Su presupuesto anual es de aproximadamente de
1.1 millones de dodlares y trabaja directamente con el Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (USDA) para calcular la informaciéon genética sobre produccién y fenotipo.
Mas de 6,000 cabras son calificadas cada afo, sanciona mas de 1,200 eventos y concursos
en ferias y exhibiciones cada afo en los Estados Unidos de América y lleva a cabo un evento
anual al cual asisten mas de 1500 ejemplares de todas las razas mencionadas
anteriormente. Lo anterior demuestra la importancia de las cabras en la produccion de leche
a nivel internacional (ADGA, 2004).

La evolucion de las cabras en el mundo y su papel en el desarrollo agricola y la
nutricion humana ha sido el interés de diversos estudios en afios recientes para proveer
estimulos y apoyo para desarrollo futuro, especialmente en paises en desarrollo, enfocados

principalmente en contribuciones y potenciales de las cabras lecheras, en particular a través
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de la fundacion de la Asociacién Internacional de Cabras (IGA), la cual patrocina la

Conferencia Internacional de Cabras (IGC), realizada cada cuatro afnos (Haenlein, 2007).

4.3.7 INVESTIGACION

A pesar del importante papel socioeconémico de las explotaciones de cabras
alrededor del mundo, es bien reconocido que la investigacion en cabras (basica o aplicada)
es limitada, en comparacion a investigacién en otras especies animales y sus sistemas de
produccion. En el ano 2000, los paises con bajos ingresos produjeron el 33% de los
articulos técnicos publicados en cabras alrededor del mundo, mientras que tienen 81% de la
poblacién mundial de cabras y los paises con altos niveles de ingresos produjeron el 46% de
todos los articulos, teniendo solo 1% de la poblacién mundial de cabras. Generalmente, la
calidad y eficiencia de la investigacién en cabras es muy variable aunque la situacion ha
mejorado durante los ultimos 20 afos. El banco de datos de Commonwealth Agricultural
Bureaux (CAB) parece ser el mejor para la recopilacion de articulos publicados sobre cabras
y su evolucion durante los ultimos 20 afios, por su método de seleccion y evaluacion de
articulos. En el periodo de 1992 a 2000, aumentd el numero de articulos sobre cabras
publicados en Asia y Europa, mientras que la produccion relativa de articulos de
Norteamérica, Africa y Oceania disminuyé. Con respecto a las areas cientificas cubiertas,
los articulos tratan con mayor frecuencia acerca de la patologia y nutricion de las cabras y la
mayoria de los articulos acerca de patologia se enfocan a describir una enfermedad o un
caso clinico en una o mas cabras, o en la situacién patolégica de un area geogréafica, y solo
un numero limitado de ellos se refiere a la identificacion del patégeno o la manera de
erradicar las enfermedades. En el mismo periodo el numero de articulos sobre productos de
cabra (leche, carne y pelo), aumentd globalmente, pero la mayoria de ellos describen los
productos mientras solo algunos son dedicados al mejoramiento de tecnologias, los procesos
de elaboracion, seguridad en alimentos o calidad. 20% de los articulos generados en
relacion a la produccidn de rumiantes trata acerca de las cabras y este tipo de articulos han
incrementado un 15% con respecto a todos los articulos dedicados a pequefos rumiantes
(Morand-Fehr and Lebbie, 2004).
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4.4 PRODUCCION DE ALIMENTOS DE ORIGEN ANIMAL

En el mundo industrializado, la produccion de alimentos de origen animal permanece
en niveles relativamente estables. Sin embargo, los sistemas productivos estan sufriendo
cambios por lo que respecta a su ubicacion, el tamafo de los rebafos y a la especializacion.
El aumento de la competencia en un mercado global podria disminuir los ingresos de los
granjeros a través de una disminucion en el precio de los productos y aumento de costos,
esto estimula a los granjeros a cambiar a sistemas de produccién mas productivos; ademas
se han incrementado las criticas acerca de su impacto en el medio ambiente y los
consumidores estan preocupados acerca de cuanto la produccion afecta el bienestar animal
y la seguridad alimentaria. Las ETAs son una fuente significativa de morbilidad y mortalidad
en el mundo desarrollado. Una revision actual en el campo de los sistemas de ganaderia
identifica un gran foco en los sistemas de ganaderia organicos. En la uniéon Europea ha
habido un crecimiento de 25-30% en dichos sistemas durante la ultima década. Estas
tendencias propician ademas la aparicion de regiones con zonas de alta densidad ganadera,
hecho que despierta inquietud por sus posibles repercusiones ambientales. Por todo lo
anterior, se estan elaborando reglamentos y sistemas de buenas practicas ganaderas
(Sorensen et al., 2006).

La leche de cabra y las granjas caprinas han sido poco evaluadas por mucho tiempo y
muy poca especializacién ha sido observada hasta finales de los 50s. Europa posee solo
2.5% de los rebanos de cabras a nivel mundial pero proporciona el 18% de la produccion de
leche en el mundo. Es el unico continente donde la leche de cabra tiene una importancia
economica alta debido principalmente a la posicion conductora e innovadora para la
organizacion y valorizacién de los productos elaborados con leche de cabra. Las principales
innovaciones en el manejo de cabras han sido desarrolladas entre la década de los 60s y los
80s, algunas de ellas son el ordefio mecanico, control de reproduccion y sincronizacion de
estro, inseminacion artificial, seleccion, nutricion, lactancia artificial, congelacion de la leche,
controles higiénicos y sanitarios y otras innovaciones en los procesos de elaboraciéon de
quesos (Dubeuf et al., 2004; Debeuf and Le Jaouen 2006).
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4.5 Listeria monocytogenes
4.5.1 EPIDEMIOLOGIA

Listeria monocytogenes fue aislada e identificada como el agente etioldgico de la
listeriosis en 1924 (Murray et al., 1926; Pirie, 1927), sin embargo, fue reconocido como una
causa importante de infeccidn neonatal hasta después de la Segunda Guerra Mundial en
Alemania (Potel, 1952), y en 1960 se confirmd que era contraida por via oral. Una serie de
brotes en paises industrializados durante las décadas de los 70s y 80s establecio
definitivamente que este microorganismo era el responsable de dicha enfermedad causada
por alimentos (Schelch, 1984; Rocourt and Cossart, 1997). La primera cepa de Listeria
ivanovii, fue identificada en los 60s en un cordero con listeriosis congénita (Murray et al.,
1926; Ivanov, 1962). El desarrollo de terapias inmunosupresivas para transplantes de
organos condujo a una gran expansion de poblacion con inmunidad suprimida y en
consecuencia la identificacion de dicha condicion como principal factor de riesgo para
adquirir la enfermedad (Louria et al., 1967; Stamm et al., 1982). Posteriormente la epidemia
causada por el virus de inmunodeficiencia humana (HIV) ha aumentado marcadamente la
poblacién inmunodeficiente, con un riesgo relativo de desarrollar dicha enfermedad 500
veces mas alto en los pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida en

comparacion con la poblaciéon general (Jurado et al., 1993).

El uso de procedimientos adecuados, tiempo suficiente y un poco de perseverancia
por investigadores, hace posible el aislamiento de Listeria spp. incluyendo L. monocytogenes
de la mayoria de las formas de vida animal y vegetal. Existe una aparente asociacion entre el
consumo de ensilado y la existencia de listeriosis en rumiantes, lo cual fue observado desde
1922, sin embargo este enlace entre el consumo de ensilado y dicha enfermedad en ganado
doméstico no fue confirmada hasta 1960 (Gray, 1960). Aunque diversos articulos publicados
durante los siguientes 15 afos documentaron la presencia de Listeria monocytogenes en
vegetacion empleada principalmente para su consumo por animales (Welshimer, 1968), los
cientificos de esos tiempos no estaban interesados en la incidencia de Listeria en productos
destinados al consumo por humanos, principalmente porque tales productos no habian sido
ligados positivamente a listeriosis humana. Aunque 18 de 41 Canadienses murieron por
listeriosis en 1981 después del consumo de ensalada de col, de la cual fue aislada e

identificada L. monocytogenes, no fue hasta el brote en California relacionado con queso
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(1985) que los investigadores comenzaron a desarrollar mas que un interés pasivo en el
significado de su presencia en la salud publica (Ryser and Marth, 1999). Posteriores brotes
fueron ligados a quesos, carne, leche, nuggets de pollo y pescado y no fue hasta 2001 que

se convirtié en una enfermedad notificable a nivel nacional (Gellin et al., 1991).

La incidencia de este microorganismo en EU fue de 7 - 7.4 casos por millén de 1986 a
1990 y se realizaron 31 retiros de alimentos por contaminacion con Listeria entre 1999 y
2002 (Gellin et al., 1991; Schuchat et al., 1992). En los paises europeos y Canada, la
incidencia fue de 2 a 7 casos por millén en las ultimas dos décadas (Jensen et al., 1994). La
infeccion es mas comun en nifios (100 casos por millén) y gente mayor (14 casos por millén);
mujeres embarazadas son mas propensas que la poblacion en general. Globalmente, no es
una enfermedad tipica proveniente de alimentos, es esporadica y rara, pero severa; su
prevalencia esta declinando en paises industrializados en los cuales las medidas de control
de los alimentos han sido implementadas (Gellin et al., 1991; Lorber, 1997; Vazquez-Boland
et al., 2001; Wing and Gregory, 2002). La severidad y proporciéon de casos fatales de la
enfermedad requiere que esta sea controlada, sin embargo, por las caracteristicas del
organismo, es dificil esperar que todos los alimentos estén libres de Listeria (Ryser and
Marth 1999; Montville and Matthews, 2005).

Los reportes de listeriosis en mujeres embarazadas en Estados Unidos indican 12 a
17 % de casos, mientras que en Europa se reporta una incidencia de 0.5 a 3%. En México no
existen estadisticas confiables, s6lo hay reportes aislados como los realizados en 1989 por el
Hospital Infantil de México (HIM) en forma conjunta con el Instituto Nacional de Perinatologia;
en siete casos se identificaron como factores de riesgo antecedentes de procesos
infecciosos de vias urinarias, asi como datos de corioamnionitis al inicio de trabajo de parto.
Posteriormente, el HIM realiz6 otro reporte de tres casos de Listeria neonatal por examenes

de laboratorio (Escarcega et al., 1999).

Una mujer de 57 afos, en el mes previo a la admisién al hospital consumié queso de
cabra mexicano que comprd en una calle de Houston, Texas. Al ingresar al hospital sus
sintomas fueron anorexia, nausea, diarrea, fiebre y fatiga generalizada y se aislo L.
monocytogenes a partir de su sangre. El diagnostico de infeccion causada por L.

monocytogenes es hecho por el cultivo del organismo de un sitio del cuerpo normalmente
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estéril (fluido cerebroespinal, sangre o tejido cuando es infeccidn focal). La listeriosis tiene un
periodo de incubacién largo, lo cual dificulta la identificacion del patdgeno y el trazado del
alimento contaminado (Hines and Atmar, 1995; Gandhi and Chikindas, 2007).

La mayoria de las infecciones en humanos provocadas por alimentos son asociadas
con alta prevalencia pero baja mortalidad, la situacién es diferente para la listeriosis, la cual
es una infeccion rara pero seria, asociada con una letalidad de hasta 30% y hay un largo
tiempo entre el cual es ingerido el alimento y la persona enferma; ademas la listeriosis
permanece siendo poco o mal diagnosticada sobre todo en el inicio de la infeccién, esto
conduce al retraso en la administracion de terapia antimicrobiana, lo cual es absolutamente
critico para una recuperacion favorable del huésped. Todo esto provoca un alto impacto
econdmico a pesar de una prevalencia relativamente baja (Lorber, 1997; Wing and Gregory,
2002).

4.5.2 RESERVORIO

L. monocytogenes esta ampliamente distribuida, se encuentra comunmente en tierra,
agua, aguas negras, materia vegetal, particularmente la que se encuentra en
descomposicion. Estos ambientes son considerados su habitat natural. La tierra es referida
frecuentemente como fuente de contaminacion particularmente para el ensilado, la tierra
agricola feértil recibe material vegetal en descomposicién, desechos de animales y aguas
negras. El ensilado descompuesto aerébicamente soporta el desarrollo de una alta cantidad
del microorganismo, ha sido citado como una fuente de infeccion en numerosos casos de
listeriosis en animales de granja y podria ser el origen de contaminacion capaz de
diseminarse a lo largo de la cadena alimentaria. Ademas, el organismo puede sobrevivir
durante periodos de tiempo mas grandes, bajo condiciones ambientales adversas,
comparado con microorganismos no formadores de esporas de importancia en
enfermedades provenientes de alimentos. La resistencia junto con la habilidad de colonizar,
multiplicarse y persistir en la superficie del alimento y equipos de procesado durante largos
periodos hace a este microorganismo un contaminante particular en la industria de alimentos
(Ryser and Marth 1999; Vazquez-Boland et al., 2001).
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Como se menciond anteriormente, el alimento para animales mas estrechamente
relacionado con listeriosis es el ensilado (Loken and Grostol, 1982), en este, las condiciones
anaerobias estimulan la rapida multiplicacion de las bacterias acido lacticas nativas o las
inoculadas, estas convierten el azucar de las plantas en acido lactico causando una rapida
disminucién del pH, los ensilados bien conservados generalmente tienen un pH < 4.5, estas
condiciones inhiben el crecimiento de bacterias alterantes. Los ensilados en climas frios y
humedos tienen menos cantidad de azucares y mayor cantidad de humedad provocando una
fermentacion pobre y lenta, haciendo al ensilado mas susceptible a la contaminacién por
Listeria monocytogenes, comparados con los ensilados de maiz y pasto que crecen en
paises con climas calidos. Listeria muere en ensilados bien fermentados, sin embargo si el
pH se incrementa antes de que todas las células sean eliminadas entonces las
sobrevivientes se multiplicaran. Dijkstra (1971) demostr6 que L. monocytogenes puede
sobrevivir 4-6 afos en ensilados contaminados naturalmente; Fenlon et al., (1996) observé
que el organismo podia sobrevivir mas de un afno en bolsas, las cuales habian sido

empleadas para envolver grandes cantidades de ensilado (Ryser and Marth 1999).

Este patdgeno entra en las plantas procesadoras de alimentos a través de la tierra en
la ropa y los zapatos de los trabajadores y en los vehiculos, también puede entrar con tejido
animal y vegetal crudo contaminado y en portadores humanos. El alto nivel de humedad y
nutrientes en estos lugares promueve su crecimiento y a menudo es detectada en la mayoria
de las areas, tales como drenajes, pisos, condensado en paredes o techos, agua estancada
y equipo ya que se adhiere a las superficies, incluyendo acero inoxidable, cristal y caucho.
Puede encontrarse en canales por contaminacion fecal durante la matanza y se puede
encontrar en zonas limpias o sucias de los rastros, especialmente en las manos de los
trabajadores (Montville and Matthews, 2005).

No sobrevive el tratamiento térmico usado para preparar alimentos seguros, por lo que
la contaminacion en los alimentos procesados se da principalmente por contaminacion
postproceso. Crece mas rapidamente en leche pasteurizada que en leche no pasteurizada a
7°C. La poblacién bacteriana en leche refrigerada, que es contaminada después de la
pasteurizacion, puede incrementarse 10 veces en 7 dias a 4°C. Este microorganismo es
particularmente dificil de eliminar de las plantas procesadoras porque se adhiere a las

superficies que contactan con los alimentos y forma biofilms en areas dificiles de limpiar,
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tales como las tuberias, esto hace dificil la sanitizacion y dichas superficies se convierten en
focos potenciales de diseminaciéon. Aunado a esto, la Listeria se encuentra a menudo en la
materia prima usada en las plantas procesadoras, por lo cual hay amplias oportunidades
para reintroducir el microorganismo a plantas donde fue previamente erradicado; sin
embargo cuando en los alimentos hay una carga elevada de microorganismos de alteracion,
como Lactobacillus o Pseudomonas, éstos compiten por el espacio y los nutrientes de los
alimentos, por lo que Listeria dificiimente podra desarrollarse a niveles elevados (Montville
and Matthews, 2005; Rodriguez, 2007).

Puede ser excretada en las heces de las personas sanas, mujeres embarazadas,
pacientes con gastroenteritis, trabajadores de rastros, laboratoristas que manejan esta
bacteria, manipuladores de alimentos y pacientes bajo hemodidlisis; la bacteria ha sido
aislada de 2 a 6% de muestras fecales de personas sanas. Los portadores amplifican los
brotes a través de transmision secundaria. La transmisiéon primaria es a través de los
alimentos al primer huésped, la transmision secundaria es de las heces del primer huésped a
otra persona. También ha sido encontrada en las heces de una amplia variedad de especies
de animales sanos, en un porcentaje alto (10-52%), dado que la vegetacién es un habitat
natural para la bacteria, no es sorprendente que animales pastando sean portadores sanos,
tales como borregos, cabras y bovinos. La influencia de la dieta en la excrecion de L.
monocytogenes ha sido estudiada particularmente en rumiantes (Ryser and Marth 1999;
Montville and Matthews, 2005).

Aunque es improbable que la leche de los animales que muestran claros signos de
listeriosis llegue al consumidor, la literatura cientifica contiene numerosos informes en los
cuales el ganado de leche aparentemente sano y ligeramente infectado eliminan L.
monocytogenes intermitentemente en su leche durante varios meses, por lo cual parece que
tales portadores asintomatico poseen la mayor importancia o atencion para la salud publica.
L. monocytogenes ha sido reportada en muestras de leche cruda de vaca, de cabra y de
borrega y L. innocua ha sido aislada de leche cruda mas frecuentemente que L.
monocytogenes en algunos paises como Canada4, Brasil, Costa Rica, Egipto, México, Nueva
Zelanda e ltalia (Greenwood et al., 1991; Ryser and Marth 1999).
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La leche y los productos lacteos han sido frecuentemente implicados en numerosos
brotes de Listeriosis, algunos ejemplos son: Leche pasteurizada, Masachusetts, USA, 1983
(Fleming et al., 1985), Queso suave, Suiza, 1983-1987; Queso estilo mexicano, California,
USA 1985 (Linnan et al.,1988); Leche con chocolate pasteurizada, lllinois, USA 1994 (Dalton
et al., 1997); Queso Vacherin Mont d'Or, Suiza 1987, Queso Brie de Maux y Pont I'Eveque,
Francia 1995-1997. La leche y sus derivados fueron los alimentos que primero se
investigaron y los mas ampliamente estudiados. La contaminacién de leche cruda con esta
bacteria resulta de origen exdgeno (incluyen los piensos que pueden contener 10° ufc/g, las
heces de animales portadores asintomaticos y el ambiente de la granja) o intramamario
(pueden ser excretadas hasta 10* ufc/ml de leche) (Ryser and Marth, 1999; Doyle et al.,
2001; Jay, 1994; Bourry and Poutrel, 1996).

En diversos estudios también han demostrado que la leche cruda de cabras puede
contener ocasionalmente L. monocytogenes, con indices de incidencia que van de 0 — 7.8%,
estos niveles de contaminacion son similares a aquellos reportados para leche de vaca
(Gaya et al., 1996; Barbuddhe et al., 2000). Abou-Eleinin et al. (1998), recuperaron Listeria
spp. en 35 de 445 muestras de leche de cabra empleando tres métodos de enriquecimiento;
17 muestras contenian L. monocytogenes y 8 L. monocytogenes y L. inoccua. La proporciéon
de contaminacién por este microorganismo fue mayor en invierno (14.3%) y primavera
(10.4%) que en otono (5.3%) y verano (0.9%) con similares observaciones reportadas para
leche de vaca. El 62.6% y 37.4% de las L. monocytogenes que después fueron
caracterizadas, pertenecieron a las serovariedades 1 y 4 respectivamente; El ribotipado
automatizado también indico cinco ribotipos distintos, dos clinicamente importantes de los

cuales fueron eventualmente trazados al ambiente de la granja (Ryser and Marth 1999).

En México ya ha sido aislado este patdégeno de leche de vaca, en un estudio realizado
en el estado de Jalisco, de las 100 muestras analizadas de leche sin pasteurizar de vaca,
fueron positivas 7 para L. innocua y 2 para L. welshimeri (Morales et al., 1995); en otro
estudio llevado a cabo en los alrededores de la Ciudad de México, de las 1300 muestras de
leche sin pasteurizar de vaca, fueron positivas 23% para Listeria spp., de estas, 13% fueron
positivas para L. monocytogenes, 6% para L. ivanovii, 4% para L. seeligeri y 1% para L.
inoccua (Vazquez et al., 2001). También ha sido reportada la presencia de L. monocytogenes

en quesos panela elaborados con leche de vaca, con un 65% de muestras positivas a
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Listeria: L. murrayi 20%, L. inoccua 15%, L. grayi 15%, y L. monocytogenes 15% (serotipos
1/2a, 1/2b, 4b). (Saltijeral et al., 1999).

4.5.3 CLASIFICACION Y CARACTERISTICAS DE Listeria monocytogenes

El género Listeria pertenece a una subrama de las Bacterias Gram positivas esta
relacionado con los géneros Clostridium, Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus y
Brochrotrix; comprende seis especies y dos subespecies: L. monocytogenes, L. ivanovii (L.
ivanovii subsp. ivanovii, L. ivanovii subp. londiniensis), L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri,
y L. grayi. Dentro del género, sélo L. monocytogenes y L. ivanovii son patégenos en el
humano y los rumiantes. Las 16 serovariedades de Listeria estan basadas en la expresion
de antigenos somaticos (O) y flagelares (H) con trece serovariedades de L. monocytogenes
(Tabla 7). Aproximadamente 95% de los aislados de humanos pertenecen a las
serovariedades 4b, 1/2a, y 1/2b. Principalmente las serovariedades 4b son encontradas en la
mayoria de los brotes provenientes de alimentos a nivel mundial y en mas del 50% de los
casos esporadicos de listeriosis, mientras que las serovariedades del grupo 1/2 (1/2a, 1/2b 'y
1/2c) son mayormente asociadas con casos esporadicos (Rocourt and Cossart, 1997; Cliver
and Riemann 2002; Schmid et al., 2005).

Tabla 7. Serovariedades de Listeria.

L.
L. monocytogenes | L. ivanovii | L. seeligeri| L. innocua | L.grayi
welshimeri
1/2a, 1/2b
1/2a, 1/2by 1/2¢ 5 1/2b
y 1/2c
3a,3by3c
4a,4ab,4b,4c,4d,4e 4b y 4d 4ab 4c
7 6b 6ay 6b 6ay 6b
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Listeria es un bacilo regular pequefio (0.5 um de diametro y 1-2 um de largo) con
terminaciones redondeadas; las células se encuentran solas, en cadenas cortas o tal vez
unidas en forma de V, Y o en palizadas, y algunas veces las células son cocoides. No
produce esporas y no forma capsula, generalmente mévil a 20°C, catalasa positiva y oxidasa
negativa (Way et al., 2004; Ryser and Marth 1999). Es una bacteria anaerodbica facultativa;
una de las propiedades clave es su habilidad para crecer en un amplio rango de
temperaturas (0-45°C); su desarrollo 6ptimo es a 30-37°C, sin embargo crece lentamente a
baja temperatura. La congelacion no reduce significativamente el tamafio de la poblacion
bacteriana, la sobrevivencia o dafio durante el almacenamiento por congelacion depende del
alimento y velocidad de congelacion. Es eliminada a 60°C (Annous et al., 1997; Montville and
Matthews, 2005). También resiste relaciones relativamente extremas de pH y sal (pH 4.4-9;
crece 10% NaCl; sobrevive 20-30% NaCl), pero su crecimiento 6ptimo se lleva a cabo a pH
neutro y una concentracion de 0.5% de NaCl. No es inhibido su desarrollo significativamente

por el dioxido de carbono (McClure et al., 1991; Cliver and Riemann 2002).

En cuanto a nutrientes, son requeridos para su crecimiento: carbohidratos,
aminoacidos (cisteina, glutamina, isoleucina, leucina y valina) y vitaminas (biotina, riboflavina,
tiamina y riboflavina) (Seeliger and Jones, 1986). El hierro y algunos aminoacidos (arginina,
histidina, metionina y triptofano) estimulan el crecimiento de L. monocytogenes, la glucosa y
glutamina son requeridas como fuentes primarias de carbono y nitrégeno; el carbén activado
o celobiosa no tiene efecto en su crecimiento pero modula la expresion de sus genes de
virulencia (Cowart and Foster, 1985; Park and Kroll, 1993; Ripio et al., 1996; Huillet et al.,
1999).

Todas las especies de Listeria son fenotipicamente muy similares, pero pueden ser
distinguidas por las pruebas produccién de acido de xilosa, ramnosa, mandsido, y manitol.
Las similitudes fenotipicas se deben a la alta homologia gendmica entre las diferentes
especies. La hemdlisis es una caracteristica para la identificacion de los aislados; L.
monocytogenes, L. ivanovii y L. seeligeri son hemoliticas, sin embargo solo las dos primeras
son patégenas. L. monocytogenes y L. ivanovii pueden ser facilmente distinguidas por la
produccion de acido de xylosa, ramnosa y manédsido. Se han propuesto pruebas especiales

para distinguir L. monocytogenes de L. inocua e incluyen deteccién de actividad de la
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fosfolipasa C, hidrdlisis de D-alnina-p-nitroanilida e hidrdlisis de naftilamida (API Listeria)

(Ryser and Marth 1999).

4.5.4 ENFERMEDADES QUE CAUSA Y TRATAMIENTO

La listeriosis es caracterizada por dos sindromes primarios, uno de forma invasiva y

otro no invasivo los cuales son descritos en la tabla 8. Listeria monocytogenes infecta a los

humanos a través de alimentos contaminados, provocando meningitis o encefalitis en

pacientes inmunosuprimidos, abortos en mujeres embarazadas e infecciones generalizadas

en neonatos. Si no es controlada apropiadamente por el sistema inmune, la infeccion podria

causar septicemia. Los alimentos contaminados con una carga elevada del patégeno

también pueden infectar personas sanas provocando gastroenteritis, los sintomas pueden

ser similares a un resfriado, vémito y/o diarrea (Aureli et al., 2000; Vazquez-Boland et al.,
2001; Wing and Gregory, 2002).

Tabla 8. Listeriosis: caracterizacion de la enfermedad.

Periodo de Incubacion 30 dias

No asociado Mujeres

Asociado a Mujeres

Periodo de Incubacion 18-

Meningitis
Meningoencefalitis
Infeccion del sistema
nervioso central
Bacteremia primaria con
fiebre

Septicemia

Aborto espontaneo
Nacimiento del bebé muerto
Comienzo temprano neonatal
(Infeccion: sepsis,
granulomatosis
infantiseptica).
Comienzo tardio neonatal

(infeccidn: meningitis).

20 horas
Embarazadas Embarazadas
Resfriado
Neumonia Dolor de cabeza
Conjuntivitis Dolor de espalda
Endocarditis Amnionitis
Fiebre

Gastroenteritis: fiebre,
fatiga, malestar, dolor de

cabeza, nausea,

calambres, vomito, diarrea.

Fuente: (Labbé and Garcia, 2001).
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Las manifestaciones de listeriosis clinica en cabras y borregos son esencialmente las
mismas: encefalitis, septicemia y aborto, asi como infecciones asintomaticas. Los primeros
indicadores de la septicemia son depresion, pérdida del apetito, un descenso en la
produccion de leche y se eleva la temperatura corporal, también pueden tener diarrea; en las
cabras prefadas podria atravesar la placenta entrar al feto donde se replica y causar aborto.
En estudios experimentales con cabras prefiadas, la localizacion de Listeria monocytogenes
en la placenta provoca la elevacion de Prostaglandina F;, la disminucion de niveles de

progesterona y promueve contraccion miometrial y aborto (Engeland et al., 1997).

La meningoencefalitis es la forma mas frecuentemente reportada de listeriosis en
cabras con una letalidad de casi 60%, tal vez las cabras sean mas susceptibles que los
borregos a la encefalitis causada por Listeria, basadas en la severidad del dafo cerebral en
cabras. En un brote de encefalitis y aborto en un rebano mixto de borregos y cabras en Irak
la morbilidad (30 vs 17%) y mortalidad (21 vs 15%) fue mayor en cabras que en borregos
(Yousif et al., 1984). La recuperacién mas frecuente de L. monocytogenes serotipo 1/2b a
partir de cabras que de borregos también ha sido documentada (Shigidi, 1979; Ryser and
Marth 1999).

La terapia con antibiéticos es a menudo inefectiva por diversas razones, sin embargo,
la razobn mas importante podria ser la habilidad del microorganismo de multiplicarse
intracelularmente y diseminarse de célula a célula sin pasar por el sistema protector de las
células huésped; esta propiedad no solo limita la seleccién de los antibidticos, también es
necesario una respuesta inmune vigorosa del huésped, la cual es comunmente adecuada

para prevenir los signos clinicos de la infeccion (Nightingale et al., 2004).

Ya que la encefalitis listeriana es una enfermedad debilitante rapida en rumiantes, el
tratamiento debe ser iniciado lo mas pronto posible. L. monocytogenes es sensible a
clortetraciclina, por via intravenosa en dosis de 10 mg/kg de peso por dia durante 5 dias
siendo efectiva para la meningoencefalitis en ganado; si es empleada la penicilina se
requieren de dosis altas, porque es dificil mantener niveles terapéuticos en el cerebro (Ryser
and Marth 1999). La mayoria de las listerias son sensibles a los aminoglicésidos,
tetraciclinas, macrdlidos, cloramfenicol y penicilinas, aunque su sensibilidad podria variar

entre cepas. Para tratar la listeriosis a menudo se usa la combinacion de ellos (Charpentier
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et al., 1995; Hof et al., 1997; Troxler et al., 2000). Son naturalmente resistentes a antibioticos
tales como las cefalosporinas o las sulfamidas, la resistencia al acido nalidixico es utilizada
para enriquecer medios empleados con este microorganismo. Aunque la resistencia a
antibidticos en este caso no es aun un problema clinico, se han encontrado cepas resistentes

a nuevas tetraciclinas o trimetoprim (Charpentier and Courvalin, 1999).

4.5.5 PATOGENIA Y FACTORES DE VIRULENCIA

Mientras que hay diversas manifestaciones clinicas de la listeriosis, las caracteristicas
comunes de la enfermedad son: 1) un alimento contaminado como fuente, y una via de
entrada oral; 2) colonizacién del intestino; 3) paso a través del intestino; 4) replicacion en el
higado y en el bazo; 5) resolucion (dependiente de la inmunidad mediada por células T) o
diseminacion a otros o6rganos a través de la sangre. En los humanos, los pasos 2 y 4 a
menudo producen sintomas (enteritis o resfriado, respectivamente); en los animales la
deteccion en estos estados es dificil y los signos de la enfermedad tipicamente involucran

secuelas, siendo las mas comunes el aborto y la encefalitis (Orndorff et al., 2006).

En el campo de la patogénesis bacteriana, este microorganismo se ha convertido en
uno de los patdégenos intracelulares mas estudiados y es uno de los ejemplos mas notables
de bacterias que explotan las funciones de las células de mamiferos, por ello, un punto
particular de investigacion esta centrado en los mecanismos celulares y moleculares de la
interaccion de Listeria monocytogenes con diferentes células huésped de mamiferos. Esta
bacteria usa sofisticadas herramientas para manipular dichas células. Los alimentos
contaminados son la mayor fuente de infeccion y por ello el tracto gastrointestinal es
considerado como el sitio primario de entrada en el huésped. Después de la ingestion, la
bacteria puede cruzar la barrera intestinal, los receptores varian con respecto a la primera
fase de la infeccién, en diversos estudios se han encontrado que la bacteria ataca
preferentemente los linfonddulos agregados; cualquiera que sea el mecanismo usado, el
cruce de la barrera epitelial provee a la bacteria con un portal de entrada al sistema linfatico y
a la sangre. Después las bacterias son interiorizadas por macréfagos en los cuales son
capaces de sobrevivir y multiplicarse, posteriormente son transportadas por la sangre a los

linfonddulos regionales, al higado y al bazo, y puede llegar a lugares mas lejanos como son
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el cerebro o la placenta. Por consiguiente la infeccidn no esta localizada en el sitio de entrada
sino que implica la entrada y multiplicacion en una gran variedad de tipos de células y tejidos,
debido a esto es considerada una de las bacterias mas invasoras conocidas (Ryser and
Marth, 1999; Doyle et al., 2001; Vazquez-Boland et al., 2001; Groisman et al., 2001; kuhn
and Goebel, 2004).

El primer paso en la interaccion de la bacteria con las células huésped de mamiferos
es normalmente la adhesion a la superficie de las células, este microorganismo entra
mediante fagocitosis tanto en las células fagociticas como en los fagocitos no especializados,
en el caso de estas ultimas, el proceso es desencadenado por la bacteria (fagocitosis
inducida), y para ello requiere de proteinas superficie especificas que se unen a receptores
de mamiferos; estas interacciones inducen una serie de eventos de sefalizacion en las
células de mamiferos culminando en el rearreglo del citoesqueleto de actina de las células
huésped, engolfando la bacteria y dejando esta en una vacuola unida a la membrana dentro
de la célula. Este proceso de invasién es mediado por proteinas de superficie de la familia
multigenica de internalinas (InlA, InIB codificadas por los genes inl). Se ha encontrado que
InlA no sélo induce la invasion en las células epiteliales in vitro, también es necesaria para la
penetracidon de la barrera epitelial intestinal. Una vez dentro de la célula huésped, L.
monocytogenes lisa rapidamente la vacuola formada durante su entrada, utilizando la
citolisina Listeriolisina O (LLO) (codificada por el gen hly), la cual actua junto con dos
fosfolipasas (codificadas por los genes plc). Dentro del citosol de la célula huésped, este
patdbgeno se multiplica con tiempos de generacion cercanos a aquellos observados en
medios enriquecidos. Probablemente la caracteristica mas ampliamente reconocida es su
habilidad para moverse dentro del citosol de la célula huésped empleando para ello la
maquinaria de polimerizacién de la actina de la célula huésped. Esta habilidad permite a la
bacteria moverse al azar a través del citoplasma. La reorganizacion del citoesqueleto de
actina es mediado por la proteina de superficie listeriana llamada Act A (codificada por el gen
actA) esta proteina recluta diversas proteinas celulares incluyendo el complejo Arp2/3, que
es el regulador central de la polimerizacién de la actina de la célula huésped; este complejo
es activado por la unién a la Act A y esto induce la polimerizacién de la actina en un polo de
la bacteria provocando la formacién de la Cola de actina F. Cuando el movimiento de la
bacteria alcanza la membrana citoplasmatica, su movimiento hacia adelante induce la

formacion de protrusiones en forma de dedos en la superficie de la célula huésped, con la
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bacteria en la punta. Las células cercanas engolfan esas protrusiones, permitiendo con ello
que la bacteria se disemine de célula a célula sin una fase extracelular, protegiéndola asi de
la respuesta inmune del huésped. Las Listerias que han penetrado a la célula vecina por este
mecanismo, se encuentran encerradas en una vacuola de doble membrana, la LLO y
diversas fosfolipasas lisan esta vacuola, liberando la bacteria dentro del citosol donde son
iniciados nuevamente la replicacién y el movimiento intracelular (Wuenscher et al., 1993;
Vazquez-Boland et al., 2001; Groisman et al., 2001; Cossart et al., 2003; Cossart and
Sansonetti, 2004; Kuhn and Goebel, 2004; Schmid et al., 2005).

La regulacion de la expresion de los genes de virulencia en L. monocytogenes es
bastante compleja, ya que la expresion de las proteinas necesarias para los diferentes pasos
del ciclo de vida intracelular es controlado temporal y espacialmente. El factor regulatorio
positivo PrfA es el regulador central, la expresion y actividad de PrfA esta influenciada por
una variedad de sefiales fisicoquimicas fuera y dentro de la células infectadas. Esta se une a
secuencias consenso (PrfA box) encontradas en las regiones regulatorias de todos los genes
dependientes de PrfA, las diferencias en estas secuencias, junto con el estado activado de la
proteina PrfA, determina el nivel de expresion de cada uno de los genes que regula (hly, plc,
mlp, actA, algunos miembros de la familia multigénica de las internalinas inl y el sistema
glucosa fosfato, ademas diversos genes para los cuales su papel en la virulencia aun no se
conoce). La expresion de PrfA es dependiente de la temperatura, controlada por un RNA
termosensor recientemente identificado, formado por una regién sensible a la temperatura en
el mMRNA prfA, el cual inhibe la traduccion a baja temperatura, pero n6é a 37°C (Wuenscher et
al., 1993; Vazquez-Boland et al., 2001; Kuhn and Goebel, 2004; Schmid et al., 2005;

Groisman et al., 2001).

4.5.6 PROTEINA P60

La proteina p60 es codificada por el gen iap (proteina asociada a la invasion) la cual,
es transcrita independientemente del activador transcripcional PrfA y cuya expresion es
controlada a nivel postranscripcional (Kholer et al., 1991; Bubert et al., 1997; Bubert et al.,
1999). Es secretada por la bacteria y también esta asociada con la pared celular bacteriana.

Es un polipéptido de 484 aminoacidos con un punto isoeléctrico de 9.3, contiene una
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secuencia sefal de 27 aminoacidos y un dominio que consiste en 19 repeticiones de Thr-Asn
(Kuhn and Goebel, 1989; Ruhland et al., 1993; Wuescher et al.,, 1993). La secrecién es
mediada por el recientemente identificado sistema de secrecion auxiliar SecA2, el cual media
la secrecion de por lo menos 17 proteinas secretadas y de superficie de L. monocytogenes
(Lenz et al., 2003). La proteina p60 es expresada por todas las especies de Listeria con
secuencias de proteina especificas para cada especie (Bubbert et al., 1992a; Bubbert et al.,
1994; Gutekunst et al., 1992).

De acuerdo con su actividad en el peptidoglicano (murein hidrolasa), ha sido
demostrado que p60 es importante para la formacion del septo durante la division bacteriana
y por ello para la viabilidad bacteriana y bajo ciertas condiciones, tiene actividad bacteriolitica
(Wenscher et al., 1993; Bubert et al., 1999). Por mucho tiempo, se pensd que no se podian
obtener mutantes carentes del gen iap, sugiriendo con esto que la proteina era esencial para
la viabilidad bacteriana, por lo que el papel de la proteina p60 fue evaluado primero en
mutantes rugosas, expresando bajos niveles de la proteina y formando estructuras largas y
filamentosas, compuestas de cadenas bacterianas. Las mutantes rugosas son menos
virulentas y penetran menos eficientemente a las células no fagociticas (fibroblastos 3T6 y
células epiteliales Caco-2), sugiriendo su papel en la invasion bacteriana (Kuhn and Goebel
1989; Gutekunst et al., 1992; Hess et al., 1995). Posteriormente fue obtenida una mutante
Aiap viable, permitiendo estudios mas precisos del papel de esta proteina en la virulencia.
Después de la fagocitosis por las células epiteliales y los macréfagos, la mutante escapo del
fagosoma al citosol con la misma eficiencia que las cepas silvestres, y también creci6
intracelularmente a un ritmo similar al de las cepas silvestres, sin embargo los movimientos
intracelulares y la diseminacion de célula a célula fueron reducidas drasticamente en varias
lineas celulares, la mutante fallé en la induccion de la formacion de las colas de actina, sin
embargo la bacteria fue cubierta con filamentos de actina. En una cepa a la que se le
restablecié el gen iap y que produce niveles normales de la proteina p60, el movimiento
intracelular, la diseminacion de célula a célula vy la distribucion polar de ActA fueron
completamente restablecidas. El analisis in vitro de la distribucion de ActA en los filamentos
de la cepa mutante mostré que la pérdida de la formacién del septo bacteriano conduce a la
acumulacion de ActA en los presuntos sitios de division. En base a los resultados obtenidos
en esta investigacion se propuso reasignar el nombre al gen iap y el que sugieren es cwhA

(cell wall hydrolase A) (Lenz et al., 2003; Pilgrim et al., 2003).
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Como una murein hidrolasa podria funcionar en la patogénesis de la listeriosis en una
forma similar a este tipo de proteinas. Esta murein hidrolasa listeriana causa fijacion al
complemento y quimiotaxis de los leucocitos polimorfonucleares humanos, es un adyuvante
de las células B, es mitogénica, activa macréfagos in vitro y es un inmunoestimulante no
especifico. La liberacién de esta proteina de la pared celular in vivo y/o intracelularmente
podria causar inflamacion y modulacién de la respuesta inmune. Se ha reportado que los
anticuerpos especificos a p60 pueden actuar como opsoninas y tomar parte en la prevencion
de infecciones sistémicas en individuos inmunocompetentes (Kolb-Maurer et al., 2001;
Wenscher et al., 1993). Ademas, es un antigeno protector importante que induce ambas
respuestas inmunes protectoras T-CD8 y Th1, demostrando que ambas, inmunidad humoral
y celular son importantes en la proteccion contra la infeccién por este patégeno (Harty and
Pamer, 1995; Bouwer and Hinrichs, 1996; Geginat et al., 1998; Geginat et al., 1999).

La autolisina codificada por el gen slp, es una proteina de 45 kDa con actividad litica
en peptidoglicano, es homodloga de la p60 y de proteinas secretadas por bacterias Gram
positivas de actividad desconocida como la p54 de Enterococcus faecium y Usp45 de
Lactococcus lactis. La proteina p45 se encuentra en todas las especies de Listeria excepto
en L. grayi. Es encontrada en ambas formas, secretada y asociada con la pared celular, en
una union fuerte pero no covalente; su comportamiento es semejante al de la p60 y a los dos

efectores principales de la invasion de L. monocytogenes, InlA e InIB (Schubert et al., 2000).

4.5.7 MECANISMOS DE ADAPTACION

Los lipidos en la membrana de las células bacterianas estan en un estado cristalino
fluido, lo cual es importante para mantener su fluidez y funciones, los cambios en la
temperatura conducen a una alteracion en la composicion de dichos lipidos, para mantener la
fluidez ideal, requerida para la apropiada actividad de las enzimas y transporte de solutos a
través de la membrana. (Annous et al., 1997; Beales, 2004). L. monocytogenes tiene la
habilidad de crecer en un amplio rango de temperatura, debido a los cambios en la expresion
de algunos genes y la induccién de proteinas. Produce proteinas de choque térmico (Csps)
en respuesta a una rapida disminucidn de la temperatura y proteinas de aclimatacién a bajas

temperatura (Caps) que son sintetizadas durante el crecimiento balanceado a dichas
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condiciones (Bayles et al.,, 1996; Liu et al., 2002). La supervivencia de la bacteria bajo
condiciones ambientales adversas involucra cambios en la transcripcion de genes lo cual es
posible por la asociacién del factor de estrés general, sigma B () con la RNA polimerasa,
este es estimulado en respuesta a una disminucién de temperatura, sugiriendo con esto, que
la acumulacién de crioprotectores o solutos compatibles (glicina betaina y carnitina) es una
de sus funciones durante el crecimiento a bajas temperaturas (Becker et al., 2000; Angelidis
and Smith, 2003; Wemekamp-Kamphuis et al., 2004; Gandhi and Chikindas, 2007).

Este patégeno puede encontrarse con ambientes que tienen un pH bajo como son
alimentos acidos, jugos gastricos (durante su paso en el estdbmago) y en el fagosoma del
macréfago, donde la bacteria responde y sobrevive en estos ambientes utilizando diversos
mecanismos de adaptacion, un ejemplo de ello es la induccion de la respuesta a tolerancia
acida (ATR) en la cual las células son resistentes a condiciones acidas severas (O Driscoll et
al., 1996; Cotter and Hill, 2003). Dicha respuesta involucra diversos cambios en la célula, uno
de ellos es el aumento en la sintesis de la proteina GroEL (inducida también durante el
crecimiento a baja temperatura), ademas se ha visto que esta adaptacion a ambientes
acidos, incrementa la resistencia a temperaturas altas, choque osmatico (25-30% NaCl) y al
estrés por alcohol, lo cual sugiere que la adaptacion al medio acido proporciona proteccidn
cruzada contra otros factores de estrés. Esto tiene implicaciones importantes para la industria
de alimentos, particularmente si los alimentos reciben tratamientos acidos durante su
procesamiento (Phan-Thanh and Mahouin, 1999; Phan-Thanh et al., 2000; van Schaik et al.,
1999). Los microorganismos mantienen su pH intracitoplasmico mediante el mecanismo de
homeostasis conseguido por un transporte de protones a través de la membrana celular
(Shabala et al., 2002). Para sobrevivir a estos ambientes L. monocytogenes también utiliza el
sistema glutamato descarboxilasa (GAD), el cual esta compuesto por 3 genes gadA, gadB y
gadC. Diversos estudios muestran que este sistema es vital para su resistencia en ambientes
acidos y para su paso a través del ambiente gastrico y asi poder infectar el intestino delgado
(Cotter et al., 2001). Ademas ha sido identificado un sistema regulatorio que consta de dos
componentes lisR y lisK, los cuales codifican un regulador de respuesta y una histidina
cinasa respectivamente, estos dos componentes pueden detectar cambios en el ambiente
como estrés a etanol, oxidativo y por pH bajo, mediante la histidina cinasa asociada a la
membrana, y el regulador de respuesta permite a la célula responder mediante la alteracion
en la expresion de genes (Cotter et al., 1999; Gandhi and Chikindas, 2007).
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La respuesta de los microorganismos al estrés osmoético también involucra cambios
fisiolégicos y variacion en los patrones de expresion de genes, lo cual conduce a un
incremento o disminucion en la sintesis de varias proteinas y a esto se le llama
osmoadaptacion. Han sido identificadas mediante microsecuenciacién y espectrometria de
masas cerca de 12 proteinas, las cuales son inducidas en condiciones de estrés osmatico
(Duche et al, 2002a, b; Gardan et al., 2003). Se han realizado diversos estudios con respecto
al papel que tienen los solutos compatibles en la osmoadaptacion, estos son compuestos
solubles que no tienen carga neta a pH fisiolégico y pueden ser acumulados en altas
concentraciones sin afectar las funciones celulares. Las células bacterianas toman los
osmolitos del ambiente externo como respuesta a este tipo de estrés y esto ayuda al balance
osmatico dentro de dichas células (Bayles and Wilkinson 2000). El factor ¢® en L.
monocytogenes es importante para la utilizacion de la betaina y la carnitina como
osmoprotectores (Becker et al., 1998; Kasmierczak et al., 2003; Gardan et al., 2003;
Gandhi and Chikindas, 2007).

La secuencia gendmica completa del cromosoma de L. monocytogenes y la especie
mas relacionada a ella, L. innocua, abre nuevas posibilidades para la investigacion de la
virulencia listeriana. La secuenciacion de 2 944 528 pares de base del cromosoma circular de
L. monocytogenes reveld la presencia de 2853 genes codificantes de proteinas, cerca del

35% de los cuales no se tienen determinada su funcion (Kuhn and Goebel 2004).

4.5.8 RESPUESTA INMUNE

L. monocytogenes ha sido utilizada por décadas por los inmundlogos para estudiar
caracteristicas de inmunidad mediada por células, como resultado de su vida intracelular. Es
ironico que estos estudios mientras revolucionaron el entendimiento del sistema inmune, no
revelaron la patogénesis normal de la listeriosis. Estos investigadores desarrollaron
infecciones con inoculaciones parenterales mas que orales y estudiaron la habilidad innata o
adaptativa del sistema inmune para limitar la infeccion al higado o al bazo. Mientras mas
rutas naturales estan siendo descritas, muchos estudios aun emplean inoculaciones
parenterales (Czuprynski et al., 2003; Orndorff et al., 2006; Badovinac et al., 2003, Lara
Tejero and Pamer, 2004).
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Las defensas del huésped contra L. monocytogenes involucran inmunidad innata no
especifica e inmunidad mediada por células T, adquirida especificamente. Las respuestas
inmunes innatas son montadas casi inmediatamente después del comienzo de la infeccion y
sirven para controlar la fase aguda de la infeccion, hasta que una respuesta inmune mediada
por células T, especialmente adquirida, es generada para erradicar los patdgenos que
residen intracelularmente. Después de su alojamiento en el higado y el bazo, Listeria
monocytogenes entra y se multiplica en células fagociticas profesionales (Granulocitos,
polimorfonucleares [PMNs], macrofagos y células dendriticas [DC]), asi como en otro tipo de
células (enterocitos, hepatocitos). El control de la infeccién por esta bacteria depende de la
rapida activacion de los mecanismos inmunes innatos, principalmente a través de receptores
tipo toll-like receptors (TLRs). Los receptores TLRs son expresados en diferentes ceélulas
involucradas en la inmunidad innata y reconocen estructuras moleculares asociadas a
patdgenos. Las sefiales generadas a través de ellos, median la induccion de citosinas
proinflamatorias y otros mediadores inmunes. TLR2 es particularmente importante en la
proteccion contra infecciones por bacterias Gram positivas, incluyendo L. monocytogenes
(Takeuchi et al., 1999; Torres et al., 2004). TLR2 reconoce diversas moléculas asociadas a
bacterias, incluyendo acidos lipoteicoicos, lipoproteinas y peptidoglicano, la sefializacién de
este acciona NF-kB dependiente de mecanismos inmunes innatos incluyendo la produccion
de citocinas proinflamatorias (Ej. factor de necrosis tumoral [TNF]) y quimiocinas que son
esenciales para el reclutamiento de PMN y monocitos, para el primer paso de la infeccién. En
el primer dia de la infeccion, la actividad de células Natural Killer es elevada y esas células
citoliticas producen Interferén Gama (IFN-y), lo cual a su vez dota a los macréfagos con un
aumento en la capacidad para producir citocinas (TNF y IFN-y) y moléculas (6xido nitrico)
que tienen un papel fundamental en la inmunidad innata (Dunn and North, 1991; Havell,
1993; Orndorff et al., 2006).

Los macrofagos y las células dendriticas también funcionan como células
presentadoras de antigenos en la generacion de inmunidad mediada por células T
especificas antilisteria. En las células dendriticas, las proteinas listerianas (LLO) son
procesadas y luego expuestas externamente en las membranas, en moléculas MHC clase | y
Il para activar respectivamente células T CD8 y CD4, las que son activadas para provocar
que las células cooperadoras Th1 secreten factores (IFN-y) para promover una respuestas
por los linfocitos T citoliticos CD8 (Orndorff et al., 2006).
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Los MHC clase | restringidos a las células T citoliticas CD8 median la resolucion de
una infeccion primaria y son responsables del largo periodo de inmunidad antilisteriana
secundaria (memoria) (Serbina and Pamer, 2004). Las CD8, sensibilizadas reconocen y se
unen a péptidos de LLO presentados por moléculas de MHC clase | en la superficie de las
células infectadas, estas CD8 (destruyen las células secretoras de la proteina LLO junto con
moléculas de MHC clase | mediante la producciéon de citocinas (IFN-y y TNF), perforinas y
granzimas (San Mateo et al., 2002). El INF-y inicia la actividad listericida de los macr6fagos
y modifica el fagosoma de manera que previene el escape de la bacteria del fagosoma hacia
el citosol (McCaffrey et al., 2004). Esta citdlisis de células huésped infectadas que contienen
Listeria hacen al patégeno intracelular, anteriormente protegido, susceptible a la destruccion
por macréfagos activados. La cantidad maxima de CD8 citoliticas activadas presentes en el
huésped, corresponden al dia siete de la listeriosis. Diversos estudios han establecido
también que durante la listeriosis difiere la composicion de poblaciones de células T en el
bazo y en la mucosa intestinal. Estos hallazgos y otros indican que distintos mecanismos
inmunes son llevados a cabo en varios sitios anatdomicos (Huleatt et al., 2001). Los
resultados de algunos estudios revelan que después del dia 7 de la infeccion, los numeros de
células efectoras CD8 citoliticas activadas especificamente, disminuyen para que la carga
antigénica disminuya, estas dirigen la expresidon de antigenos listerianos en las células
dendriticas y previenen la futura activacion de células T nativas para que no haya una sobre
expansion de ellas mismas (Wong and Pamer, 2003). Posteriormente las células T CD8 de
memoria inspeccionan tejidos para prevenir una posible reinfeccidn listeriana, los numeros de
células T CD8 de memoria son regulados por células T CD4 y CD25 para prevenir su sobre
expansion, lo cual podria provocar una excesiva inflamacion y destruccion del tejido (Orndorff
et al., 20006).

Los anticuerpos (IgG e IgA) para antigenos listerianos son producidos por el huésped
y se creia que los anticuerpos no eran protectores, sin embargo ha sido reportado que
anticuerpos anti-LLO especificos protegen al huésped de la infeccion listeriana (Edelson et
al., 1999). La LLO producida por la bacteria es neutralizada por los anticuerpos anti-LLO y la
Listeria es retenida dentro del fagosoma. La inhabilidad para escapar del fagosoma podria
hacer a la bacteria fagocitada susceptible a los mecanismos que utiliza el sistema inmune

para su eliminacion (Edelson and Unanue, 2001).
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4.5.9 REGULACION

El periodo de incubacion para la listeriosis depende de la susceptibilidad del individuo
y de la dosis ingerida, pero esta reportado que puede ser de 24 horas a 91 dias y no es bien
conocido por que este rango es tan amplio; esta caracteristica contribuye a la dificultad en la
determinacién de la fuente de infeccion. La dosis infecciosa depende de muchos factores,
incluyendo el estado inmunoldgico del huésped, la virulencia del microorganismo y el
alimento. La cantidad de bacterias en alimentos por los que se presentan casos son >100
CFU/g de alimento, sin embargo en algunos brotes, ha sido mucho menor (<0.3 CFU/g), por
lo que se requieren mas datos epidemiolégicos para conocer la dosis infecciosa (Cliver and
Riemann, 2002; Montville and Matthews, 2005).

Hay un debate internacional acerca de como deberia ser regulada la Listeria
monocytogenes, por ser muy comun, las agencias regulatorias en muchos paises coinciden
que es imposible producir alimentos libres de esta bacteria, pero se han establecido niveles
de tolerancia; los productos que han causado listeriosis en humanos han sido colocados en
una categoria especial y regulados mas estrictamente en contraste con alimentos que jamas
han causado listeriosis. La mayoria de los paises de la Unidbn Europea consideran que los
alimentos deberian ser libres de este microorganismo o tener el menor nivel posible, de esta
manera, los alimentos que promueven el crecimiento del microorganismo deberian estar
libres de Listeria y los demas alimentos podrian contenerla en cantidades menores a
100 CFU/g. En contraste Reino Unido y Estados Unidos tienen cero tolerancia (en una
muestra de 25 g), ambos paises argumentan que la dosis infecciosa deberia ser conocida
antes de que pueda ser asignado un nivel aceptable; pero la dosis infecciosa no es conocida
y podria variar para diferentes tipos de personas. El debate sobre cero tolerancia aun
continua (Montville and Matthews, 2005).
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4.6 AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y TIPIFICACION

Los primeros métodos de aislamiento e identificacion de L. monocytogenes fueron
desarrollados en laboratorios clinicos. Con el primer brote reconocido de listeriosis causada
por alimentos en 1981, comenzo la necesidad de adaptar estos métodos para el aislamiento
a partir de ellos. En la industria de alimentos es mas comun evaluar la presencia de Listeria
spp. en muestras ambientales que con muestras de alimentos (ausencia en 25 g). Todos los
métodos usan un enriquecimiento selectivo en caldo, seguido de aislamiento de colonias en
placas de agar selectivo el cual permite la identificacion de Listeria spp. (agar LPM, Oxford o
PALCAM). Cuando el microorganismo pudiera estar estresado, como los provenientes de
alimentos congelados o deshidratados, podria ser empleado un enriquecimiento inicial en un
medio no selectivo. Para la identificacion especifica de cepas de L. monocytogenes se
pueden emplear las placas de agar cromogénico (Rapid L. mono, ALOA agar Listeria
Ottavani Agosti, y Cromagar). (Swaminathan et al., 1995; Cliver and Riemann 2002;
Allerberger, 2003).

La identificacidon de Listeria en aislados de alimentos, puede ser realizada empleando
métodos rapidos y/o simplificados (Heredia 2004). Uno de ellos es el sistema BBL Crystal
para la identificacion de bacterias Gram-positivas. Es un método de identificaciéon en
miniatura, que utiliza substratos convencionales fluorogénicos y cromogénicos modificados,
algunos de los procedimientos de analisis usados en este sistema son modificaciones de
métodos clasicos, incluyendo pruebas de fermentacién, oxidacion, degradacion e hidrolisis
de varios substratos, para la deteccidbn de las enzimas que son utilizadas por los

microorganismos (Becton Dickinson and Company 2005).

Sin embargo el PCR es la técnica a elegir para una identificacion rapida en aislados
clinicos y de alimentos. El aislamiento sigue siendo indispensable para estudios
epidemioldgicos. Ha sido propuesto como una alternativa para el serotipificado, el Multiplex
PCR (Doumith et al., 2004b). EI método permite diferenciar las principales serovariedades,
1/2a, 1/2b, 1/2c y 4b de L. monocytogenes. Las técnicas basadas en la diferenciaciéon
fenotipica (fagotipado y bacteriocinotipado) o en caracterizacion molecular (métodos de

tipificacion por MEE y DNA) fueron desarrollados para caracterizar cepas de la misma
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serovariedad. El fagotipado esta basado en la evaluacién de los aislados a su sensibilidad a
un set de fagos, aislados de cepas de Listeria lisogénicas; MEE permite la determinacién de
un patron de actividades por enzimas que son especificas para subtipos de Listeria; ambas
técnicas han sido desarrolladas exitosamente en estudios epidemioldgicos. Los métodos
moleculares tales como caracterizacion de DNA cromosomal por analisis con endonucleasas
de restriccion, ribotipado RAPD (Random amplified polimorphism DNA) o PFGE (Pulse field
gel electrophoresis) son también usadas para tipificar cepas de Listeria. PFGE es el método
mas discriminatorio para identificar L. monocytogenes y es recomendado junto con el

serotipado para la vigilancia epidemioldgica (Swaminathan et al., Brosch et al., 1996).

Las capacidades unicas de L. monocytogenes son la fuerza que dirige investigacion
académica futura: como un patégeno humano facultativo intracelular permite el analisis
detallado de procesos celulares fundamentales tales como la reorganizacién de la actina del
citoesqueleto y la respuesta inmune innata; ademas, fue aplicado recientemente como un
sistema portador de vacuna en investigacion de cancer. Actualmente es uno de los
organismos modelo mas importantes de patdgenos intracelulares, asimismo, el German
PathoGenoMik network y el Instituto Pasteur cooperan en la secuenciacion de los genomas
de las otras especies de Listeria (http://www.genomik.uni-wuerzburg.de/), por lo cual podria
ser uno de los primeros géneros bacterianos secuenciado completamente, mientras que la
publicacion de los genomas de L. monocytogenes y L. innocua han catalizado investigacion

en protedmica y transcriptdmica (Dietrich et al., 2006).

41



5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Aislar y caracterizar molecularmente cepas de Listeria monocytogenes en

explotaciones caprinas con animales seropositivos a este microorganismo.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1) Obtener el antigeno (proteina p60) a partir de Listeria monocytogenes.

2) Detectar cabras seropositivas a Listeria mediante la prueba de ELISA.

3) Aislar Listeria a partir de la leche, alimento o materia fecal de cabra de granjas con

animales seropositivos.

4) Identificar y tipificar las cepas de Listeria monocytogenes obtenidas, empleando PCR y

enzimas de restriccion.

6. HIPOTESIS

Si en una explotacién caprina se detectan cabras seropositivas a Listeria y se aisla
Listeria monocytogenes, entonces es posible determinar la presencia de este patdgeno en

dicha explotacion.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 OBTENCION DEL ANTIGENO A PARTIR DE Listeria monocytogenes.

7.1.1 CEPAS

La cepa de Listeria monocytogenes hiperproductora de la proteina p60, Listeria
monocytogenes ATCC 244, Listeria monocytogenes ATCC 43249, y Listeria ivanovii CDC
1786 fueron proporcionadas por la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto

Politécnico Nacional.

7.1.2 OBTENCION DEL ANTIGENO (PROTEINA P60)

Se inoculdé una colonia de L. monocytogenes hiperproductora de la proteina p60 en
caldo BHI que contenia Eritromicina 5 pg/ml y Cloramfenicol 10 pg/ml, se incubé 24 horas a
37°C, con este desarrollo se inocularon 30 ml de caldo BHI con antibioticos el cual se
mantuvo durante 29 horas a temperatura ambiente, con este segundo crecimiento se inoculo
1 It de caldo BHI con antibioticos y se incubd a 37°C durante 10 horas con agitacion (95 rpm).
El cultivo se centrifugd a 2725 Xg por 25 minutos, y al sobrenadante se le adicioné acido
tricloroacético hasta una concentracion final de 7% y se almacen6é a -20°C durante 1 hora y
a 4°C durante 2 horas. Posteriormente se centrifugd a 5341 Xg por 30 minutos y la proteina
precipitada se lavé con acetona una vez y se centrifugd a 5341 Xg durante 30 minutos.
Finalmente, se resuspendié en 5 ml de amortiguador Laemmli (Tris HCI 0.5 M pH 6.8; SDS
10% y Glicerol), se le adiciond inhibidor de proteasas (PMSF: Formil metil sulfonil fluoruro [2
mM]) y se congelo a -20°C hasta su uso (Wenscher et al., 1993; Wieckowska-Szakiel,
2002).

7.1.3 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DEL ANTIGENO

La concentracion de proteina fue medida por el método de Bradford (Bradford, 1976).
La proteina que se empled para la estandarizacion de la recta fue Albumina sérica bovina. Se

elabor6 una solucién con 10 ml de agua destilada y 0.001 g de albumina, de ésta se tomaron
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los volumenes necesarios para obtener la absorbancia correspondiente a las
concentraciones entre 20 y 100 pg de albumina, las lecturas se realizaron en un
espectrofotometro a una A=595 nm y se utiliz6 agua destilada como blanco (1 ml agua

destilada y 5 ml de reactivo Bradford).

Se prepararon dos diluciones de las 5 muestras de proteina p60 (1:10 y 1:50) y se
obtuvo la absorbancia de cada una, con estos datos se calculd su concentracion por
interpolacién, estos resultados de multiplicaron por la dilucién correspondiente para obtener

la concentracion real de cada lote de proteina p60.

7.1.4 DETERMINACION DE LA PUREZA DEL ANTIGENO

La pureza de la proteina p60 fue determinada por electroforesis empleando geles de
poliacrilamida al 12% (en condiciones desnaturalizantes), los geles fueron teiidos con azul
de Comassie durante 24 horas en agitacién, posteriormente se elimind el exceso de
colorante en el gel empleando solucion destefnidora, los geles fueron conservados en una
solucién de acido acético al 10%. El peso molecular de la proteina p60 producida se obtuvo
comparando su posicion en el gel con la de un marcador de peso molecular, utilizando el

coeficiente de movilidad relativo o Rf (Laemmli, 1970).

7.1.5 DETERMINACION DE LA ESPECIFICIDAD DEL ANTIGENO

La especificidad del antigeno fue determinada por Inmunotransferencia, para ello, las
muestras de proteina p60 (Dilucidn 1:10) fueron separadas por electroforesis y
posteriormente transferidas (400 mA 1 hora) a la membrana de nitrocelulosa la cual fue
bloqueada 1h a T° ambiente en una solucién al 5% de leche descremada, se lavd 3 veces
con amortiguador PBS-Tween 20 en agitacion (15 min. c/u), se adiciond el antisuero de
cabra anti p60 titulo 1:100 y fue incubado 1 noche a 4°C, se lavd 3 veces en agitacion, se
incubd 1 hora a T° ambiente en contacto con el anticuerpo secundario anti-lgG de cabra
elaborado en conejo, conjugado a peroxidasa, diluido 1:1280, se lavdo 3 y 2 veces con

amortiguador PBS-Tween 20 y PBS (respectivamente) en agitacion 15 minutos cada uno.
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Para el revelado, la membrana fue incubada 10 minutos a temperatura ambiente en
40 ml de una solucién de acido sulfurico 50 mM pH 7.4, con 20 mg de 3,3-Diaminobenzidina
y 1.2 ml de solucién NiCo (20 mg CoCl, y 20 mg de NiCl, en 2 ml de agua), finalmente se
adicion6 400 pl de una solucion de peréxido de hidrégeno al 3.5%, la reaccién fue detenida

con agua a temperatura ambiente (Towbin y Gordon, 1984).

7.2 DETECCION DE CABRAS SEROPOSITIVAS A Listeria MEDIANTE LA PRUEBA DE
ELISA.

7.2.1 MUESTREO (SUEROS)

Se realizd en 25 explotaciones de cabras localizadas en los estados de Guanajuato,

Querétaro y Estado de México.
El célculo del tamafio de muestra se realiz6 mediante la formula:
P=p+-196[p(1-p)/n]Z%=p+/-T
T=196[p(1-p)/n]”
n=384p(1-p)/T°

P = prevalencia poblacional desconocida

T = grado de precision de la estimacion

Nivel de confianza = 100 (1 — a) % = 95%

p = 0.50 (Valor asignado cuando se desconoce)
T= 0.05 (5%)

n =384 animales  (Milian, 1992)

Se seleccionaron al azar 30 animales por explotacion de los que se obtuvieron
muestras de suero las cuales fueron transportados a baja temperatura y mantenidas a

—20°C hasta su uso.
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7.2.2 OBTENCION DEL SUERO CONTROL POSITIVO

Se obtuvo un suero control positivo para la estandarizacion de la prueba de ELISA,
para ello se inmunizé una cabra de dos afios de edad y 30 kg de peso aplicandole 1 ml de la
proteina p60 (Lote No. 5 [2.215 mg/ml]) mediante inyeccion 4 veces en un periodo de un

mes como se describe en la tabla 9.

Tabla 9. Obtencion del suero control positivo

Ag (p60) Adyuvante de
Dia Via
(ml) Freund (ml)
0 1 1 completo subcutanea
5 1 1 incompleto subcutanea
15 1 - Intramuscular
30 1 - Intramuscular

7.2.3 ESTANDARIZACION DE LA PRUEBA DE ELISA

Se evaluaron combinaciones de varias concentraciones de antigeno (proteina p60
1:1000 y 1:5000), antisuero (suero hiperinmune contra la proteina p60 obtenido de cabra
1:40, 1:80 y 1:100), anticuerpo secundario (anti-lgG de cabra elaborado en conejo conjugado
a peroxidasa 1:800 y 1:1280), y sustrato (revelador 0.6, 0.8 y 1.0 mg/ml) mediante un cuadro
de ajedrez para seleccionar las que obtuvieran la mayor diferencia de absorbancia entre los
sueros control positivo y negativo en la prueba de ELISA de tipo indirecta como se indica a

continuacion.

7.2.4 DETECCION DE CABRAS SEROPOSITIVAS A Listeria.

Se emplearon microplacas de poliestireno de 96 pozos, a las cuales se fijé antigeno
(50 ng/pozo) diluido 1:1000 en buffer de carbonatos (pH 9.6) 1 noche a 4°C, se lavaron las

placas tres veces con PBS Tween 20, posteriormente se bloquearon 1 hora a 37°C en una

46



solucién al 5% de leche descremada, se lavaron 3 veces, se adicion6 el anticuerpo (suero
problema 1:100) y se incubaron 1 hora a 37°C, se lavaron 3 veces, se adicion6 el anticuerpo
secundario anti-lgG de cabra elaborado en conejo, conjugado a peroxidasa con dilucién
1:1280 y se incubdé a 37°C 30 minutos, se lavaron 3 veces y se revelaron con
o-fenilendiamina (0.8 mg/ml y H,O, al 30%), finalmente se agregaron 100 ul de acido
sulfurico 3 M para detener la reaccién, se empledé suero fetal 1:100 como control negativo y
las muestras fueron probadas por duplicado; la lectura se realiz6é en un lector de ELISA a una
longitud de onda de 490 nm (Boerlin et al., 2003).

7.3 AISLAMIENTO DE Listeria A PARTIR DE EXPLOTACIONES CON ANIMALES
SEROPOSITIVOS

7.3.1 MUESTREO DE LECHE, ALIMENTO Y MATERIA FECAL

Las muestras de leche, alimento y materia fecal obtenidas de explotaciones con
animales seropositivos fueron recolectadas en bolsas de plastico nuevas, transportadas a

4°C y mantenidas a —20°C hasta su uso.

7.3.2 AISLAMIENTO DE Listeria

Se adicionaron 25 g de muestra (leche, alimento o materia fecal) en 225 ml de caldo
Demi Fraser con suplemento y se incubaron a 30°C. Después de 24 y 48 horas, se transfirid
0.1 ml en 9 ml de caldo Fraser con suplemento y fueron incubados bajo las mismas
condiciones. En cada paso, se sembré 0.2 ml de caldo en placas con Agar Oxford modificado
(MOX) y en Agar LPM por duplicado y fueron incubadas a 30°C 3-7 dias (Scotter et al.,
2001; Gasanov et al., 2005).
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7.3.3 SELECCION DE LAS CEPAS SOSPECHOSAS DE Listeria POR PRUEBAS
BIOQUIMICAS Y POR EL METODO BBL CRYSTAL.

Las colonias sospechosas fueron resembradas en placas de agar BHI, se tomaron
muestras de las colonias obtenidas y se les realizé tincion Gram, asi como pruebas de

catalasa y oxidasa.

TINCION GRAM

Se preparo un frotis para tincion de un cultivo de 18 a 24 horas, se anadié solucion de
cristal violeta y fue retirada después de 30 segundos mediante un lavado con agua; se
agrego solucion de lugol y fue decantada transcurridos 30 segundos, el frotis fue decolorado
con alcohol-acetona durante 3 segundos posteriormente fue lavado con agua y se puso en
contacto 30 segundos con el colorante de contraste (safranina), el cual fue retirado por
lavado con agua, se permitié que secara la laminilla, finalmente se agregaron unas gotas de

aceite al frotis y fue observado en el microscopio (Alvarez y Mendoza, 2005).

OXIDASA

El objetivo de la prueba es buscar la presencia de la enzima citocromo C oxidasa, se
trata de un enzima que oxida el citocromo C de la cadena transportadora de e-. Este se
detecta utilizando el N,N,N,N-p-fenilendiamina: el reactivo de oxidasa contiene este
compuesto que es oxidado por el citocromo C oxidasa. En estado reducido es incolora, pero
cuando se oxida vira a purpura. Se colocé un papel filiro pequefio en una caja de petri, se
anadié 3 gotas de N,N,N,N-p-fenilendiamina y se extendié con el asa de platino una colonia
de la bacteria problema sobre el papel impregnado. Transcurridos 30 segundos, se observd
si ocurrié algun cambio de color. Las bacterias que dan positivo a esta prueba tienen
generalmente un ciclo respiratorio oxidativo. Se considera positiva esta prueba cuando toma

un color purpura la muestra (Brock et al., 1993).
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CATALASA

El objetivo es buscar la presencia de la enzima catalasa. El peréxido de hidrégeno se
produce al utilizar la bacteria el azucar por via oxidativa. Al ser éste un compuesto muy
oxidante, las bacterias la eliminan mediante la produccién de la enzima catalasa
(H20, — H,O + %2 Oy). Se agregaron unas gotas de peroxido de hidrogeno al 3% a un
portaobjetos, a continuacion se tomo6 una muestra de la cepa del microorganismo a estudiar y
se puso en contacto con el peroxido y se observd la reaccion de ésta. La prueba se

considera como positiva si se observan burbujas de oxigeno (Brock et al., 1993).

METODO BBL CRYSTAL

Las cepas sospechosas de Listeria fueron identificadas por el método rapido
miniaturizado BBL Crystal, para la identificacion de bacterias Gram positivas. Los paneles de
este sistema contienen 29 substratos bioquimicos y enzimaticos deshidratados. Para
hidratarlos se empled una suspensién de bacterias en el fluido de in6culo, después de un
periodo de incubacion de 24 horas a 37°C se examinaron los pocillos para determinar
cambios de color o presencia de fluorescencia que resultan de las actividades metabdlicas
de los microorganismos. La serie de colores resultante de las 29 reacciones se convierte en
un numero de perfil de diez digitos que se utiliza como la base de identificacion. Las series
de reacciones de los 29 sustratos para una variedad de microorganismos estan almacenadas
en la base de datos, la identificacion se deriva de un analisis comparativo entre las series de

reacciones del aislado y las de la base de datos.

7.4 IDENTIFICACION Y TIPIFICACION DE CEPAS DE Listeria POR PCR Y ENZIMAS DE
RESTRICCION

7.4.1 EXTRACCION DE DNA

Las cepas de Listeria fueron crecidas en caldo BHI por 24 horas a 37°C en agitacion,
separadas del medio por centrifugacion a 4125 Xg durante 10 minutos y resuspendidas en

2.5 ml de amortiguador TE (Tris HCI 10 mM, EDTA 1 mM), se adicion6 y mezclé por
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inversion 2 mg/ml de lisozima incubandolo 2 horas a 37°C; fueron agregados y mezclados
125 ul de SDS (preparado al 20%) y 50 ug/ml de proteinasa K manteniéndolo a 37°C 1 hora;
después fue mezclado con 84 ul de NaCl 5 M y 60 ul de Bromuro de hexadecil-trimetil-
amonio CTAB (CTAB 10% w/v en NaCl 0.7 M) y mantenido a 65°C durante 20 minutos.
Posteriormente le fue afadido y mezclado un volumen de fenol-cloroformo 1:1 y se centrifugd
a 4125 Xg por 10 minutos, el sobrenadante se puso en contacto con 5 ug/ml de RNAsa y se

mantuvo una noche a temperatura ambiente (Burbano et al., 2006).

Para separar el DNA se mezclé con un volumen de fenol-cloroformo 1:1 y se
centrifugd 10 minutos a 4125 Xg, la fase acuosa superior fue transferida a tubos eppendorf,
se mezclé por inversion con dos volumenes de etanol y fue mantenido 2 horas a -20°C,
finalmente se centrifugd a 9000 Xg por 10 minutos, se decanto el sobrenadante, se permitio
que el tubo secara por una noche a temperatura ambiente y el DNA fue resuspendido en

amortiguador TE.

7.4.2 IDENTIFICACION DE GENERO (Listeria spp.)

Para amplificar el gen iap (1428 pb), fueron empleados los iniciadores UNILIS A 5°-
GGCTACAGCTGGGATTGCGGT-3" y LIS1B 5-TTATACGCGACCGAAGCCAAC-3'. EI
PCR se llevo a cabo en un volumen de reaccion de 25 ul que contenian 10 mM TrisHCI pH
8.3, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl;, 0.05 mM de cada desoxinucleétido trifosfato, 2.5 uM de
cada primer, 1.5 U de Polimerasa termoestable y 2 ul de DNA. Se empled un paso inicial de
desnaturalizacion a 94°C durante 3 minutos, seguido de 30 ciclos que incluyeron 45
segundos a 94°C, 30 segundos a 57°C y 2 minutos a 72°C y finalmente una extension a 72°C
durante 5 minutos. Los resultados de la prueba de PCR se compararon con los controles
positivo y negativo; como control positivo fue empleada la cepa de L. monocytogenes ATCC
244 y como control negativo, el DNA fue reemplazado por agua destilada estéril. Los
productos de PCR (5 ul) fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 1%
preparados con amortiguador TAE 0.5x (Tris 40 mM, acido acético 20 mM, EDTA 1 mM) que
contenia 0.5 ug/ml de bromuro de etidio. Para visualizar los productos se empled un
transiluminador de luz UV, los geles fueron fotografiados con camara Polaroid DS-H7 y el

tamano de los productos de PCR se obtuvo comparando su posicion en el gel con la de un
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marcador de tamafo conocido, utilizando el coeficiente de movilidad relativo o Rf (Bubert et
al., 1992a).

7.4.3 IDENTIFICACION DE Listeria monocytogenes

Se emplearon los iniciadores MAR1 5-GGCTTTATCCATAAAATA-3" vy MAR2 5'-
TTGCAAGAACCTTGATTA-3". Sintetizados sobre la base de la secuencia del gen iap
localizado en las posiciones 635-653 y 1069-1085 pb que producen un fragmento de 450 pb
especifico de L. monocytogenes (Manzano et al., 1997). El PCR fue desarrollado en un
volumen de 25 pl que contenian 10 mM TrisHCI pH 8.3, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 0.160
mM de cada desoxinucletido trifosfato, 2.5 uM de cada iniciador, 1.5 U de Polimerasa
termoestable y 2 ul de DNA. ElI DNA fue desnaturalizado inicialmente a 94°C por 5 minutos
seguido por 35 ciclos de 30 segundos de desnaturalizaciéon a la misma temperatura; 30
segundos para el alineamiento a 46°C, 90 segundos de extension a 72°C y una extensién
final de 9 minutos a 72°C. Los resultados de la prueba de PCR se compararon con los
controles positivo y negativo, como control positivo fueron empleadas las cepas de L.
monocytogenes ATCC 244 y L. monocytogenes ATCC 43249, como control negativo, el DNA
fue reemplazado por agua destilada estéril. Los productos de PCR (10 nl) fueron analizados
por electroforesis en geles de agarosa al 2% preparados con amortiguador TAE 0.5x (Tris 40
mM, acido acético 20 mM, EDTA 1 mM), que contenia 0.5 ug/ml de bromuro de etidio, para
visualizar los productos se empleé un transiluminador de luz UV, los geles fueron
fotografiados con camara Polaroid DS-H7 y el tamafio de los productos de PCR se obtuvo
comparando su posicion en el gel con la de un marcador de tamafno conocido, utilizando el

coeficiente de movilidad relativo o Rf (Manzano et al., 1998).

7.4.4 TIPIFICACION PARCIAL DE Listeria monocytogenes POR ENZIMAS DE
RESTRICCION

Se utilizé la enzima de restriccion Hind lll (GIBCO BRL), que corta en la secuencia: 5'-
AlAGCTT-3' y 3'-TTCGATA-5". 10 pl de producto de PCR fueron digeridos con una unidad
de la enzima [enzima (2 pl), Tris-HCI 50 mM (pH 8.0), MgCl, 10 mM y 50 NaCl mM], a una

temperatura de 37°C durante 1 hora. Fue incluido como control DNA no tratado, para
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determinar el tamafo de los fragmentos cortados y los que no fueron cortados. Los
fragmentos (10 pl) fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 2%
preparados con amortiguador TAE 0.5x (Tris 40 mM, acido acético 20 mM, EDTA 1 mM), que
contenia 0.5 ug/ml de bromuro de etidio, para visualizar los productos se empledé un
transiluminador de luz UV, los geles fueron fotografiados con camara Polaroid DS-H7 y el
tamano de los productos de la digestién se obtuvo comparando su posicion en el gel con la
de un marcador de tamafo conocido, utilizando el coeficiente de movilidad relativo o Rf
(Manzano et al., 1998).

7.4.5 PCR ANIDADO PARA LA IDENTIFICACION DE Listeria monocytogenes

Se emplearon como molde los productos del PCR obtenidos para la identificacion del
género (iniciadores UNILIS Ay LIS1B los cuales amplificaron el gen iap de 1428 pb), con
estos se realizé el segundo PCR empleando los iniciadores para la identificacion de la
especie (L. monocytogenes) MAR 1y MAR 2 en un volumen de reaccion de 25 pl los cuales
contenian 10 mM TrisHCI pH 8.3, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl;, 0.120 mM de cada
desoxinucleotido trifosfato, 2.5 uM de cada iniciador, 1.5 U de Polimerasa termoestable y 3 pl
del producto de PCR de Listeria spp. La reaccion de PCR se efectuo bajo las mismas
condiciones descritas anteriormente para estos iniciadores. Los resultados de la prueba de
PCR (10 ul) se compararon con los controles positivo y negativo, como control positivo fueron
empleadas las cepas de L. monocytogenes ATCC 244 y L. monocytogenes ATCC 43249,
como control negativo, el DNA fue reemplazado por agua destilada estéril. Los productos de
PCR (5 ul) fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 1% preparados con
amortiguador TAE 0.5x (Tris 40 mM, acido acético 20 mM, EDTA 1 mM), que contenia 0.5
ug/ml de bromuro de etidio, para visualizar los productos se empled un transiluminador de luz
UV, los geles fueron fotografiados con camara Polaroid DS-H7 y el tamafio de los productos
de PCR se obtuvo comparando su posicion en el gel con la de un marcador de tamafio

conocido, utilizando el coeficiente de movilidad relativo o Rf.
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7.4.6 IDENTIFICACION DE Listeria ivanovii

Fueron utilizados los iniciadores IVA1 5-CTACTCAAGCGCAAGCGGCAC-3' y LIS1B
5 -TTATACGCGACCGAAGCCAAC-3’, que producen un fragmento de 1100pb a partir del
gen iap, de L. ivanovii. La reaccion de PCR se realizé en un volumen de 25 pul conteniendo 10
mM TrisHCI pH 8.3, 50 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 0.120 mM de cada desoxinucleétido
trifosfato, 2.5 uM de cada iniciador, 1.5 U de Polimerasa termoestable y 2 ul de DNA. Las
condiciones del PCR fueron: una desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos seguido por
30 ciclos de 30 segundos de desnaturalizacion a la misma temperatura; 30 segundos para el
alineamiento a 56°C, 2 minutos de extension a 72°C y una extension final de 5 minutos a
72°C. Los resultados de la prueba de PCR se compararon con los controles positivo y
negativo, como control positivo fue empleada la cepa de L. ivanovii ATCC, como control
negativo, el DNA fue reemplazado por agua destilada estéril. Los productos de PCR (5 pl)
fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 1% preparados con amortiguador
TAE 0.5x (Tris 40 mM, &acido acético 20 mM, EDTA 1 mM), que contenia 0.5 ug/ml de
bromuro de etidio, para visualizar los productos se empled un transiluminador de luz UV, los
geles fueron fotografiados con camara Polaroid DS-H7 y el tamafo de los productos de PCR
se obtuvo comparando su posicion en el gel con la de un marcador de tamafio conocido,

utilizando el coeficiente de movilidad relativo o Rf (Bubert et al., 1999).
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8. RESULTADOS

8.1 OBTENCION DEL ANTIGENO A PARTIR DE Listeria monocytogenes.

8.1.1 CONCENTRACION DEL ANTIGENO

Utilizando albumina sérica bovina se realizé la curva patrén para determinacion de
proteina p60. En la tabla 10 se muestran las lecturas de absorbancia obtenidas para la

estandarizacion de la recta, la correlacion entre la [ ] de proteina y DO fue de 0.988.

Y=1.745x102 X + 0.3057 r=0.988
Y=DO y X=[]proteina

Tabla 10. Estandarizacién de la curva empleada en el método de “Bradford”.

Sol. Agua
Reactivo X Y
No. Tubo Albumina destilada
Bradford ml Mg DO
ml ml

1 0.2 0.8 5 20 .335
2 04 0.6 5 40 .389
3 0.6 04 5 60 404
4 0.8 0.2 5 80 440
5 1.0 0 5 100 489

Se produjeron 5 lotes de la proteina p60, se tomaron muestras de 0.1 ml con las que
fueron realizadas dos diluciones de las 5 muestras de proteina p60 (1:10 y 1:50) y se obtuvo
la densidad optica de cada una; con la dilucidén 1:10 la lectura obtenida de la muestra del lote
no. 5 salié fuera del rango de la curva estandarizada por su alta concentracién por lo cual se
realizd la dilucion 1:50. Con estos datos se calculd su concentracion por interpolacion
empleando la curva estandarizada. Los resultados se multiplicaron por la dilucion
correspondiente para obtener la concentracion real de cada lote de proteina p60 (tabla 11).
La concentracion promedio de proteina p60 fue de 1.15 mg/ml y se obtuvieron ~5 ml de cada

lote.
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Tabla 11. Determinacion de la concentraciéon de la proteina p60 por el método de “Bradford”.

Muestra 1:10 | Muestra 1:50 Concentracion
No. Lote Interpolacion

(DO) (DO) [ug/ml]
1 .384 113 44 .87 448.7
2 485 .303 102.75 1027.5
3 460 .223 88.54 885.4
4 .508 .293 115.93 1159.3
5 - .383 44 .29 2214 .9

8.1.2 PUREZA DEL ANTIGENO

El gel de poliacrilamida en el cual se separaron por electroforesis, las muestras de las
proteinas obtenidas a partir de Listeria monocytogenes hiperproductora de la proteina p60,
se muestra en la figura 1, en la cual se observan dos bandas, una de 62 kDa y otra de 43
kDa.

PM 1 2 3 4 5
kDa

Figura 1. Gel de poliacrilamida al 12%, PM marcador de peso molecular, carriles 1-5

proteina p60 lotes 1 al 5.
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8.1.3 ESPECIFICIDAD DEL ANTIGENO

En la figura 2 se presenta el resultado de la inmunotransferencia realizada con la
proteina obtenida de Listeria monocytogenes hiperproductora de p60 y el suero hiperinmune
producido en cabra, en la membrana se observa que dicho suero reconocio tanto la proteina
de 62 kDa como la de 43 kDa.

kDa
70

62
55

43

Figura 2. Inmunotransferencia de las muestras de proteina p60, son observadas bandas de
reconocimiento de 62y 43 kDa, carriles 1-5 muestras de proteina lotes 1 al 5.

8.2 CABRAS SEROPOSITIVAS A Listeria

8.2.1 MUESTREO (SUEROS)

La cantidad minima de animales derivada del célculo del tamafio de muestra fue de
384, sin embargo, debido a la disponibilidad de cabras y de reactivos para el analisis de los
sueros, fueron obtenidas un total de 758 muestras de suero de cabra de diversas
explotaciones localizadas en los estados de Querétaro, Guanajuato y Edo. De México y 246
muestras de un banco de sueros de la FES- Cuautitlan, por lo que se conté con un total de
1004 sueros para analizar mediante la prueba de ELISA (Tabla12).
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Tabla 12. Muestras de suero de cabras

REGIONES BANCO DE
No. DE SUEROS No. DE SUEROS
MUESTREADA SUEROS
Edo. De México 95 Hidalgo 51
Querétaro 183 Celaya 61
Guanajuato 1 200 Cortazar 134
Guanajuato 2y 3 280
Total 758 Total 246

8.2.2 ESTANDARIZACION DE LA PRUEBA DE ELISA

Se evaluaron varias concentraciones de Ag, antisuero, anticuerpo secundario y
sustrato (revelador) para seleccionar las que se emplearon en la prueba de ELISA. En base a
los resultados, la dilucion de Ag seleccionada fue de 1:1000 con la cual se adiciond una
cantidad cercana a 50 ng/ pozo (100 ul); empleando la concentracion de sustrato (revelador)
de 0.8 mg/ml, combinada con una dilucién del suero de 1:100 y una dilucion del anticuerpo
secundario de 1:1280 se obtuvieron los mayores valores de absorbancia (3.7), lo cual es
deseable para obtener un rango de DO mas amplio en el cual poder diferenciar los sueros

positivos de los negativos.

8.2.3 DETECCION DE CABRAS SEROPOSITIVAS A Listeria.

En la tabla 13 se muestra las lecturas promedio de la densidad 6ptica del suero control
positivo empleado en las pruebas de ELISA, su promedio y desviacion estandar fueron
empleados para determinar el punto de corte, el cual fue de 3.6869 + 0.1522 (tomando en

cuenta 1 desviacion).
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Tabla 13. Lecturas promedio de la Densidad Optica del control positivo
ELISA Control (+) DO
1 3.6070
3.7855
3.9270
3.6275
3.4450
3.6115
3.7180
3.5905
3.8700
3.6869
o) 0.1522

—~| X| ©| o N o ;o] B W N

w

En la tabla 14 y en las figuras 3, 4 y 5 se observa que en general, las mayores
frecuencias se registraron en valores de densidad Optica altos. Las figuras 3 y 4 muestran
por separado, las cuatro graficas de la frecuencia obtenida de la densidad éptica para cada
regiéon (Edo. de México, Querétaro, Guanajuato 1 y Guanajuato 2-3) y en la figura 5 se
muestra en forma global, la frecuencia de la densidad Optica obtenida de todas las regiones
muestreadas. De los 1004 sueros analizados por la prueba de ELISA, se obtuvo un
porcentaje promedio de muestras positivas a Listeria de 23.22 y 73.17 % para las regiones
muestreadas y del banco de sueros respectivamente (Tabla 15). En el Estado de México, la
frecuencia mostré dos tendencias ambas con densidades Opticas menores al punto de corte.
Sin embargo, las frecuencias de densidad oOptica obtenidas en las muestras de Querétaro,
Guanajuato 1 y Guanajuato 2-3 mostraron una clara tendencia hacia el area correspondiente

al del punto de corte.

58



Tabla 14. Frecuencia de las lecturas de la Densidad Optica obtenidas con la prueba

de ELISA en sueros de cabra.

Region Estado de _ Guanajuato
México Querétaro | Guanajuato 1 0.3 Total
DO Frecuencia
0-0.40 0 8 0 1
0.41-0.80 0 0 0 2 2
0.81-1.20 0 0 0 9 9
1.21-1.60 2 1 0 10 13
1.61-2.0 20 3 0 19 42
2.01-2.40 26 15 1 23 65
2.41-2.80 8 35 21 62 126
2.81-3.20 19 33 44 61 157
3.21-3.60 20 63 61 68 212
3.60-4.0 0 25 73 25 123
Total 95 183 200 280 758

Tabla 15. Resultados de la prueba de ELISA en sueros de cabra muestreados y del banco de

sueros.
Regiones Sueros Sueros (+)
% Sueros (+)
Muestreadas Analizados X- 1o
Guanajuato 2y 3 280 36 12.86
Guanajuato 1 200 99 49.50
Querétaro 183 41 22.40
Edo. México 95 0 0
Total 758 176 23.22
Sueros Sueros (+)
Banco de Sueros % Sueros (+)
Analizados X- 1o
Celaya 61 28 45.90
Cortazar 134 115 85.82
Hidalgo 51 37 77.55
Total 246 180 73.17
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Figura 3. Frecuencia de la Densidad Optica obtenida en la Prueba de ELISA. A) Muestras de
suero de hatos localizados en el Estado de México. B) Muestras de suero de hatos

localizados en Querétaro.
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Figura 4. Frecuencia de la Densidad Optica obtenida en la Prueba de ELISA. A) Muestras de

suero de hatos localizados en Guanajuato 1. B) Muestras de suero de hatos localizados en

Guanajuato 2-3.
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Figura 5. Frecuencia de la Densidad Optica obtenida en la Prueba de ELISA. Suero de

cabras pertenecientes a explotaciones localizadas en las Regiones Muestreadas.

8.3 AISLAMIENTO DE Listeria A PARTIR DE GRANJAS CON ANIMALES
SEROPOSITIVOS

8.3.1 MUESTREO DE LECHE, ALIMENTO Y MATERIA FECAL
Como se describe en la Tabla 16, fueron obtenidas un total de 360 muestras de leche,
materia fecal y alimento, de las explotaciones con animales seropositivos a Listeria

detectados mediante la prueba de ELISA; en la Figura 6 se muestran algunas imagenes del

muestreo.
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Tabla 16. Muestras de Leche, alimento y materia fecal de cabra

Regién Leche Alimento Materia Fecal Total
Edo. México 147
54 17 76
40.8%
Querétaro 37
4 4 29
10.3%
Guanajuato
34
1 8 5 21
9.4%
Guanajuato
78
2 38 2 38
21.7%
Guanajuato
64
3 38 3 23
17.8%
142 31 187 360
Total
39.45% 8.61% 51.94%
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Figura 6. Muestreo de Leche, Alimento y Materia fecal de cabras.
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8.3.2 AISLAMIENTO Y SELECCION DE CEPAS SOSPECHOSAS DE Listeria

De las muestras de leche, alimento y materia fecal obtenidas de las explotaciones con
animales seropositivos, fueron aisladas un total de 30 cepas sospechosas de Listeria (Tabla
17), 17 de materia fecal, 9 de alimento y 4 de leche de cabra. Respecto al medio del cual
fueron recuperadas, 16 se obtuvieron del caldo Demi Fraser y 14 del caldo Fraser.
Finalmente, en relacion al tiempo de incubacion, la mayor parte de las muestras fueron
recuperadas después de 24 horas a excepcion de las muestras de leche las cuales
requirieron un tiempo de 48 horas (Tabla 17). Dichas cepas son el resultado de una primera
seleccidon realizada mediante la aplicacion de las pruebas de Tincion Gram, catalasa y

oxidasa, el género de Listeria son Gram positivas, catalasa positivas y oxidasa negativas.

Después de la incubacion de los paneles del Sistema BBL Crystal, con la serie de
colores resultante de las 29 reacciones, segun los valores asignados por el fabricante a cada
prueba en el caso de ser positiva o negativa, se obtuvo un numero de perfil de diez digitos
que se utilizo para la identificacion, introduciéndolo en una base de datos (Figura 7). Los
resultados de la identificacion de las 30 cepas sospechosas de Listeria se muestran en la
tabla 18.

Cinco muestras no pudieron ser identificadas por este método dando ID identificacién
inaceptable y un valor de confianza menor a 0.9. Respecto a las demas cepas, 19 fueron
identificadas como L. ivanovii y 6 como L. monocytogenes, ambas patégenas, sin embargo
se debe tomar en cuenta que este método solo puede identificar 4 especies del género: L.
monocytogenes, L. ivanovii, L. grayi, L. murrayi. En la Figura 8 se muestran imagenes de la

identificacion de Listeria monocytogenes con este método.
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Tabla 17. Origen de las cepas aisladas

MEDIO TIEMPO
CEPA MUESTRA ORIGEN DEMI FRASER/ | INCUBACION

e FRASER horas
1 Materia Fecal Querétaro Demi Fraser 24
2 Materia Fecal Querétaro Demi Fraser 24
3 Materia Fecal Querétaro Demi Fraser 24
4 Materia Fecal Querétaro Fraser 24
5 Materia Fecal Querétaro Fraser 24
6 Materia Fecal Querétaro Fraser 24
7 Materia Fecal Querétaro Fraser 24
8 Materia Fecal Querétaro Fraser 24
9 Materia Fecal Querétaro Fraser 24
10 Materia Fecal Querétaro Demi Fraser 24
11 Materia Fecal Querétaro Demi Fraser 24
12 Materia Fecal Querétaro Demi Fraser 24
13 Materia Fecal Querétaro Demi Fraser 24
14 Materia Fecal Querétaro Demi Fraser 24
15 Alfalfa Edo. México Demi Fraser 24
16 Alfalfa Edo. México Demi Fraser 24
17 Alfalfa Edo. México Demi Fraser 24
18 Alfalfa Edo. México Fraser 24
19 Alfalfa Edo. México Fraser 24
20 Ensilado Edo. México Demi Fraser 24
21 Ensilado Edo. México Demi Fraser 24
22 Ensilado Edo. México Fraser 24
23 Ensilado Guanajuato 1 Fraser 24
24 Materia Fecal Guanajuato 1 Demi Fraser 24
25 Materia Fecal Guanajuato 2 Fraser 24
26 Materia Fecal Guanajuato 2 Fraser 24
27 Leche Guanajuato 3 Demi Fraser 48
28 Leche Guanajuato 3 Demi Fraser 48
29 Leche Guanajuato 3 Fraser 48
30 Leche Guanajuato 3 Fraser 48
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Tabla 18. Identificacién de cepas sospechosas de Listeria aisladas de leche, alimento y

materia fecal de cabra, por el método BBL Crystal.

L\l;]r;\:rrf?l Género / especie Valor de confianza No. Cepa
2650511662 L. ivanovii spp. ivanovii. 0.9415 6’1%’21’ g 146,51’ ,
2650713662 L. monocytogenes 0.9660 8,14
2654511662 L. ivanovii 0.9821 11,12,18,19, 27
2674511662 L. ivanovii 0.9810 28, 29, 30
2674513662 L. ivanovii 0.9810 9
2674713662 L. monocytogenes 0.9997 8, 26
2654713662 L. monocytogenes 0.9997 13, 25
2654513662 L. monocytogenes/ L. ivanovii 0.5681/0.4319 10

ID inaceptable
L. monocytogenes 0.9069

2474401662 C.aguaticum, B.megaterium

20

ID inaceptable
C. aquaticum

2464401662 . :
B. megaterium, S. anginosus

0.6881 21

ID inaceptable

2454401643 B. subtilis 0.6849 24
B. pumilus, B. brevis

ID inaceptable
L. monocytogenes

2444401662 C. aguaticum, B. subtillis

0.9991 22

ID inaceptable
S. anginosus

2444401642 L. monocytogenes B. subtillis

0.4521 23




Figura 8. Identificacion de Listeria spp. mediante el Sistema de Identificacion BBL Crystal.
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8.4 IDENTIFICACION Y TIPIFICACION DE CEPAS DE Listeria POR PCR Y ENZIMAS DE
RESTRICCION.

8.4.1 EXTRACCION DE DNA

Se obtuvo el DNA de las cepas control y de 25 cepas aisladas de leche, alimento y
materia fecal de cabra e identificadas como Listeria spp. mediante el sistema de
identificacion BBL Crystal. En la figura 9 se muestran las imagenes del DNA cromosdémico
corrido en geles de agarosa, los tamafios de los DNA en general fueron superiores a 23,000

pb, aunque algunos de ellos mostraron cierta diferencia de tamano.

8.4.2 IDENTIFICACION DE GENERO (Listeria spp.)

Se realizo la estandarizacion del PCR para la identificacion género especifica de
Listeria, para lo cual se emplearon los iniciadores Unilis A y Lis1B y como controles
positivos las cepas L. monocytogenes ATCC 244 vy L. monocytogenes ATCC 43249; se
confirmd que las 25 cepas evaluadas pertenecen al género Listeria, en las figuras 10y 11 se
muestran los productos de la amplificacion de las cepas aisladas (bandas de 1450 pb) y los
controles positivo y negativo. Ademas se confirmé la especificidad de los iniciadores para lo
cual se sometio al mismo PCR cepas de otros géneros como Brucella, Escherichia,

Staphylococcus entre otras y en ninguna se obtuvo producto amplificado (figura 12).

De las cepas confirmadas por PCR, 14 fueron aisladas de una explotacién localizada
en Querétaro (cepas no. 1 a la 14), 5 de un hato en el Estado de México (cepas no. 15 a la
19), 3 pertenecientes a un hato localizado en la region de Guanajuato 2 (cepas no. 25 y 26)
y 2 cepas aisladas de un hato de la region Guanajuato 3 (cepas no. 27, 28, 29 y 30) (tablas
16y 17).
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Figura 9. Geles de agarosa al 0.7%, muestras de DNA cromosomico de las cepas
control y las cepas de Listeria aisladas de leche, alimento y materia fecal de cabras. A: Carril
1 Marcador de tamafo (DNA de A Hind Ill), 2-L. monocytogenes ATCC 244, 3-L.
monocytogenes ATCC 43249, 4-cepa 1, 5-cepa 2, 6-cepa 3, 7- cepa 4, 8-cepa 5, 9-cepa 6.
B: Carril 1 Marcador de tamafio (DNA de A Hind Ill), 2-cepa 7, 3-cepa 8, 4-cepa 9, 5-cepa 10,
6-cepa 11, 7-cepa 12, 8-cepa 13, 9-cepa 14, 10-cepa 15. C: Carril 1 Marcador de tamafo
(DNA de A Hind lll), 2-cepa 16, 3-cepa 17, 4-cepa 18, 5-cepa 19, 6-cepa 25, 7 y 8-cepa 26, 9
y 10-cepa 27. D: Carril 1 Marcador de tamaino (DNA de A Hind Ill), 2 y 3-cepa 28, 4 y 5-cepa
29,6y 7-cepa 30, 8 y 9-cepa L. ivanovii CDC 1786.
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Figura 10. Productos de PCR realizado para la Identificacion de Género (Listeria spp.). A:
carril 1- Marcador de tamaro (250 pb), 2-L. monocytogenes ATCC 244, 3-cepa 1, 4-cepa 2,
5-cepa 3, 6-cepa 4, 7-cepa 5, 8-cepa 6, 9-cepa 7, 10-L. monocytogenes ATCC 43249. B:
carril 1 Marcador de tamano (250 pb), 2-L. monocytogenes ATCC 244, 3-cepa 8, 4-cepa 9, 5-
cepa 10, 6-cepa 11, 7-cepa 12, 8-cepa 13, 9-cepa 14, 10-L. monocytogenes ATCC 43249,

11-control negativo.
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Figura 11. Productos de PCR realizado para la ldentificacion de Género (Listeria spp.). A:
carril 1- Marcador de tamano (250 pb), 2-L. monocytogenes ATCC 244, 3-cepa 15, 4-cepa
16, 5-cepa 17, 6-cepa 18, 7-cepa 19, 8-cepa 25, 9-cepa 26, 10-control negativo. B: Carril 1
Marcador de tamafio (250 pb), 2-L. monocytogenes ATCC 244, 3-cepa 27, 4-cepa 28, 5-cepa
29, 6 y 7-cepa 30, 9-control negativo.
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Figura 12. Productos de PCR en el que se demostré que los iniciadores son
especificos para Listeria spp. Carril 1 Marcador de tamafo (250 pb), 2-L. monocytogenes
ATCC 244, 3-Histophyllus somni, 4-Actinobacillus pleuropneumoniae, 5-Pasteurella
multocida, 6-Staphyloccoccus aureus, 7-Brucella ovis, 8-Escherichia coli, 9-Actinobacillus
seminis, 10-control negativo.
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8.4.3 IDENTIFICACION DE Listeria monocytogenes

Se confirmé por PCR que 7 de las 25 cepas aisladas pertenecen a la especie
patdgena Listeria monocytogenes, para ello fueron empleados los iniciadores MAR 1 y MAR
2. Enlafigura 13 se muestran los productos amplificados de las cepas de campo (bandas de
450 pb) y sus respectivos controles. Tres de estas cepas fueron aisladas de la explotacion
localizada en el Estado de México (cepas no. 15, 16 y 17), 1 de la regién de Querétaro (cepa
no. 8), 2 de un hato perteneciente a la regién de Guanajuato 2 (cepas no. 25y 26) y una de

la regién de Guanajuato 3 (cepa no. 28).

8.4.4 TIPIFICACION PARCIAL DE Listeria monocytogenes POR ENZIMAS DE
RESTRICCION

Los productos del PCR obtenidos de la identificacion especie especifica fueron
digeridos con la enzima de restriccion Hind lll, los fragmentos generados permiten una
distincién entre dos grupos de serovariedades de Listeria monocytogenes: en el grupo 1
(serovariedades 1/2a y 1/2c) producen dos fragmentos, uno de 365 y otro de 88 pb. En el
grupo 2 (serovariedades 1/2b, 3b, y 4b), no corta los fragmentos previamente amplificados
(Manzano et al., 1998). Para determinar la actividad de la enzima de restriccion empleada,
se sometieron primero productos del PCR género especifico a una digestion con la enzima,
para ello se utilizaron las dos cepas control de Listeria obteniéndose dos fragmentos uno de
1100 pb y otro de 330 pb, en la Figura 14 se muestran las imagenes de la electroforesis en
geles de agarosa (1%). Una vez que se confirm¢é la actividad de la enzima, se someti6 al
mismo proceso a los productos de PCR especie especifico, en este caso, fueron cortados los
fragmentos de las cepas control (450 pb) de las cuales se obtuvieron bandas de 365 pb
(figura 15 vy 16), a diferencia de estas, las cepas aisladas no registraron ningun corte
(Figura no 16B), en la figura no. 16A se muestran sus controles negativos (amplificado sin

digerir).
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Figura 13. Productos de amplificacion de PCR obtenidos empleando los iniciadores
especie especificos para la identificacion de Listeria monocytogenes. A: carril 1-Marcador de
tamano (2000 pb), 2-L. monocytogenes ATCC 244, 3-cepa 15, 4-cepa 16, 5-cepa 17, 6-cepa
28, 7-cepa 25, 8-cepa 26, 10-control negativo. B: carril 1 Marcador de tamafo (2000 pb), 2-
L. monocytogenes ATCC 244, 3- L. monocytogenes ATCC 43249, 4 y 5-cepa 8, 6-cepa 10,
7-cepa 13, 8-cepa 14, 9-cepa 27, 10-control negativo.
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Figura 14. Productos de PCR de las cepas control generados con los iniciadores
UNILIS A'Y LIS1B y tratados con la enzima de restricciéon Hind Ill. Carril 1 y 5-Marcador de
tamano (250 pb), 2-L. monocytogenes ATCC 244 sin tratar, 3 y 4-L. monocytogenes ATCC
244 tratada, 6-L. monocytogenes ATCC 43249 sin tratar, 7 y 8-L. monocytogenes ATCC
43249 tratada.
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Figura 15. Productos de PCR de las cepas control generados con los
iniciadores MAR 1y MAR 2 y tratados con la enzima de restriccién Hind lll para la tipificacion
parcial de L. monocytogenes. Carril 1-Marcador de tamafio (2000 pb), 4 y 5- L.
monocytogenes ATCC 244 y L. monocytogenes ATCC 43249 tratadas, 2-3 y 6-controles

negativos respectivos.
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Figura 16. Productos de PCR de las cepas aisladas, generados con los iniciadores
MAR1 y MAR2 y tratados con la enzima de restriccion Hind lll para la tipificacion parcial de L.
monocytogenes. A. Fragmentos amplificados no tratados: Carril 1 Marcador de tamafio (2000
pb), carril 2 L. monocytogenes ATCC 244, carril 3 al 9 cepas de L. monocytogenes aisladas.
B. Productos digeridos con la enzima Hind lll: carril 1 y 11 Marcador de tamafo (2000 pb), 3y
12- L. monocytogenes ATCC 244, 10 y 13-L. monocytogenes ATCC 43249, 4-cepa 15, 5-
cepa 16, 6-cepa 17, 7-cepa 28, 8-cepa 25, 9-cepa 26, 14 y 15-cepa 8.
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8.4.5 PCR ANIDADO PARA LA IDENTIFICACION DE Listeria monocytogenes

Los productos del PCR género especifico de las 7 cepas de Listeria confirmadas
especie L. monocytogenes (gen iap de 1450 pb, Figura 17A), fueron sometidos a un segundo
PCR en el que se emplearon los iniciadores MAR 1 y MAR 2, especificos para L.
monocytogenes, esto con la finalidad de aportar mayor especificidad a la prueba. En la figura
17B se muestra los productos de dicha prueba (fragmentos de 450 pb) en gel de agarosa al

2%; de las dos cepas control y de las cepas aisladas se obtuvo amplificacion

8.4.6 IDENTIFICACION DE Listeria ivanovii

Las 18 cepas aisladas que no fueron confirmadas L. monocytogenes, se sometieron a
un PCR en el que se emplearon iniciadores especificos para Listeria ivanovii, obteniéndose
amplificacion (banda 1100 pb) con las cepas control (L. lvanovii CDC 1786), sin embargo,
con ninguna de las cepas de campo se obtuvo la banda esperada y con algunas de ellas

hubo amplificacion pero la banda no fue del tamafio esperado (Figura 18).
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Figura 17. Productos del PCR anidado. A: amplificados del PCR género especifico,
Carril 1 Marcador de tamario (250 pb), 2-L. monocytogenes ATCC 244, 3- L. monocytogenes
ATCC 43249, 4-cepa 15, 5-cepa 16, 6-cepa 17, 7-cepa 28, 8-cepa 25, 9-cepa 26, 10-cepa 8,
11-control negativo. B: Amplificados del PCR especie especifico en el cual se emple6 como
plantilla el producto amplificado del PCR género especifico, Carril 1 Marcador de tamano
(2000 pb), 2-L. monocytogenes ATCC 244, 3-cepa 15, 4-cepa 16, 5-cepa 17, 6-cepa 28, 7-
cepa 25, 8-cepa 26, 9-cepa 8, 10 —control negativo.
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Figura 18. Amplificados de PCR para la identificacién de Listeria ivanovii. A: Carril 1-
Marcador de tamarno (250 pb), 2-cepa control (L. Ivanovii CDC 1786), 3-cepa 1, 4-cepa 2, 5-
cepa 3, 6-cepa 4, 7-cepa 5, 8-cepa 6, 9-cepa 7, 10-cepa 9, 11-cepa 10, 12-cepa 11. B: Carril
1 Marcador de tamano (250 pb), 2-control positivo (L. Ivanovii CDC 1786), 3-cepa 12, 4-cepa
13, 5-cepa 14, 6-cepa 18, 7-cepa19, 8-cepa 27, 9-cepa 29, 10-cepa 30.
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9. DISCUSION

Uno de los objetivos de este trabajo fue obtener el antigeno (proteina p60) que sirvié
para detectar las cabras seropositivas a Listeria spp. mediante la prueba de ELISA. Al
separar por electroforesis la proteina p60 obtenida de los cinco lotes, se observo en el gel la
proteina esperada de 62 kDa y fragmentos poco visibles de aproximadamente 43 kDa. De
acuerdo a estudios realizados por Wenscher et al., (1993), estos son detectados en los geles
de electroforesis después de un almacenamiento prolongado a -20°C. Ademas se ha visto
gue si la proteina es purificada pierde su actividad enzimatica y tiende a formar agregados
(170 KDa), por lo cual, en este trabajo no fue purificada. En la transferencia realizada se
comprobd la especificidad del antigeno (proteina p60) obtenido, Unicamente las dos
proteinas observadas en el gel de electroforesis fueron reconocidas por el suero control

positivo producido en cabra.

Utilizando el antisuero producido en cabra contra la proteina p60 completa como
control positivo se puede realizar la deteccion de Listeria spp., pero no es apropiado para la
deteccidon especifica de Listeria monocytogenes. En diversos trabajos, el analisis Western
Blot ha demostrado la reaccion cruzada con las proteinas p60 de las demas especies de
Listeria (Bubert et al., 1994). Lo anterior podria explicar la alta proporcion de sueros con
Densidad Optica cercana o igual al punto de corte (3 - 4 DO), que se obtuvieron en la prueba
de ELISA en la cual se empleé la proteina p60 completa como antigeno. El 55 % de los
animales muestreados presentaron valores de Densidad Optica altos (3 - 4 DO) y de manera
especifica, la regidén que presentd mayor porcentaje de valores altos de DO fue Guanajuato
1 con 78% de las muestras con valores de absorbancia cercanos o iguales al punto de corte
(3.6869 + 0.1522), seguida por Querétaro con 56.2%, Guanajuato 2-3 con 46.43% vy
finalmente Estado de México con 29.47% de las muestras con valores menores al punto de
corte. De igual manera, las regiones con los valores de absorbancia mas altos fueron
Guanajuato 1 (3.993), sucedida por Querétaro y Guanajuato 2-3 (3.910, 3.913).

Debido a la ubicuidad de este patdgeno, se espera que muchos animales presenten
anticuerpos contra este microorganismo, por lo que es muy dificil obtener una poblacion

negativa a esta bacteria que pudiera ser empleada como control negativo bajo condiciones
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de campo. Por ello fue empleado el control positivo para determinar el punto de corte en la
prueba de ELISA.

Los resultados del presente trabajo coincidieron con reportes previos en la India, en
los que muestran una seropositividad a Listeria monocytogenes en cabras de 19.16%
(Elezebeth et al., 2007), Banu Rekha, (1997) reporta 21.7% y una seropositividad mas alta
(41.13%) es reportada en cabras aparentemente sanas (Barbuddhe et al., 2000). Las
muestras del banco de sueros que fueron analizadas en este estudio, también mostraron un

porcentaje de positividad elevado y superior al de las explotaciones muestreadas (73.17%).

Si bien los resultados que fueron obtenidos en este trabajo en la prueba de ELISA
indican que una gran cantidad de los animales muestreados ha tenido contacto con alguna
especie de Listeria, podrian no indicar el estado inmune del huésped por varias razones. La
prueba no es especifica para alguna o ambas especies patdgenas para los rumiantes como
son L. monocytogenes y L. ivanovii, asimismo, se ha visto que los animales con septicemia
desarrollan titulos de anticuerpos altos, mientras que los animales con encefalitis tienen
titulos bajos (Miettinen et al., 1990). En cabras infectadas experimentalmente, se ha
reportado un incremento en anticuerpos anti-LLO el cual ha sido correlacionado con una
rapida eliminacion de L. monocytogenes del tracto gastrointestinal lo cual predice un curso
favorable de la infeccidn clinica (Miettinen et al., 1991). En estudios seroepidemioldgicos en
vacas lecheras, se ha visto que la prueba de ELISA sirve para la confirmacion de mastitis y
abortos relacionados con Listeria, pero parece no ser indicada para su uso en el diagnostico

de encefalitis relacionada con Listeria. (Boerlin et al., 2003).

En varios estudios se ha visto que el plasma humano contiene anticuerpos contra la
proteina p60 de Listeria monocytogenes, los cuales incrementan la eficiencia en el atrapado
de la bacteria por las células dendriticas (Kolb-Maurer et al., 2001). Por lo anterior, se piensa
gue dicha proteina tal vez juegue un papel importante en la adhesién de L. monocytogenes
por las células dendriticas humanas via opsonizacion de la bacteria. Este proceso podria
tener un impacto importante en la prevencion de la infeccion por este patégeno en humanos
y animales. En algunos casos, los anticuerpos especificos de p60 que se han encontrado en
el plasma de humanos posiblemente sean derivados de L. innocua u otras especies

Listerianas ambientales no patégenas a las cuales los humanos son expuestos
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permanentemente y no necesariamente de la exposicion la especie patdégena. Este cruce de
reaccion de los anticuerpos anti-p60 podria sin embargo opsonizar L. monocytogenes e
incrementar la adhesion de este patdogeno por las células dendriticas humanas,
proporcionando una barrera contra la diseminacién del microorganismo en el sistema via
torrente sanguineo, y asi disminuir la frecuencia de las infecciones causadas por este
patdgeno intracelular. Se ha reportado que los anticuerpos presentes en suero de humanos
inhiben la invasion de L. monocytogenes a las células endoteliales del cerebro y a las
células epiteliales Caco 2 (Hertzig et al.,, 2003). En base a varios experimentos se ha
encontrado que el efecto inhibitorio es debido a anticuerpos anti-Listeria presentes en el
suero humano y que el contacto con L. innocua, posiblemente contribuya al mantenimiento
de células T CD4 y CD8 de memoria especificas para L. monocytogenes a través de la
proteina p60 (Geginat et al.,, 1999). Los anticuerpos presentes en el suero humano
reconocen proteinas de Listeria derivadas de la célula lisada asi como de las proteinas del

sobrenadante de esta bacteria y lo mismo podria suceder con el suero de los animales.

El problema de la presencia de L. monocytogenes en las granjas no solo representa
un riesgo de diseminacion hacia la plantas procesadoras de alimentos, también existe el
peligro para las personas que trabajan en granjas y en los rastros. Es sabido que estos
trabajadores estan frecuentemente expuestos a los microorganismos patégenos que portan
los animales y el medio ambiente. En estudios se han encontraron anticuerpos anti-LLO en
15.5% de los trabajadores asociados con rastro y 32.7% de los trabajadores de granja
(Barbuddhe et al., 1999) y aunque un mayor porcentaje de las personas que trabajan en las
granjas son seropositivas, las personas asociadas con el rastro muestran titulos de

anticuerpos mas altos.

Otro de los objetivos de este trabajo fue el aislar cepas de Listeria monocytogenes de
muestras de leche, alimento y materia fecal de cabra, estas fueron obtenidas de 5
explotaciones caprinas con animales seropositivos a Listeria spp. Este género consta de
seis especies de las cuales solo L. monocytogenes y L. ivanovii son patdgenas.
Generalmente los microorganismos del mismo género no son afectados igualmente por los
inhibidores usados en los medios de enriquecimiento selectivo. En procedimientos donde
todas las especies de un género son consideradas patogénicas, esto no es un problema ya
que solo podria ser obtenida informacién falsa epidemiolégicamente. Sin embargo, en la
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deteccion de L. monocytogenes, otras especies del género crecen mas rapido, como es el
caso de L. innocua, lo cual podria enmascarar la presencia de este patdégeno y ser
subestimada su incidencia. Por lo anterior, la seleccion de los medios de aislamiento es muy

importante cuando se realiza un estudio de este microorganismo.

Dos de los métodos de referencia mas ampliamente usados para la deteccion de
Listeria en todos los alimentos son el método bacteriolégico y analitico de la FDA (BAM)y el
método (ISO) 11290 (Gasanov et al., 2005), ambos métodos requieren enriquecimiento de
25 g de muestra de alimento en un caldo selectivo disefiado para disminuir el crecimiento de
la flora competitiva antes de sembrarlo en agar selectivo y la identificacién de las colonias
sospechosas. Aunque los agentes selectivos son necesarios para inhibir los organismos
competitivos durante el enriqguecimiento, ha habido muchos reportes de sus efectos dafinos
en células de Listeria lesionadas o estresadas. En el método (ISO) 11290 el cual fue
empleado en este trabajo, el enriguecimiento primario contiene solo la mitad de la
concentracion de agentes selectivos, lo cual aunado a la capacidad amortiguadora de ambos
medios de enriquecimiento favorecieron la reparacion y el crecimiento de las células

bacterianas, reflejandose en el nimero de aislamientos obtenidos.

En el aislamiento de Listeria, es recomendado el uso de diferentes medios de cultivo,
por lo menos 2 (Leclercq, 2004), porque se ha visto que aumenta el porcentaje de
aislamiento. Por esta razén, fueron empleados los agares LPM y Oxford modificado, este
altimo contiene menos inhibidores que el agar Oxford (no contiene acriflavina, cefotetan,
cicloeximida y fosfomicina,); ha sido reportado que la acriflavina afecta el crecimiento de
Listeria  monocytogenes mas que el de otras especies como L. inocua (Beumer and
Hazeleger, 2003). En general, los medios que fueron empleados, contienen menor cantidad
de inhibidores comparados con otros medios disponibles en el mercado; lo anterior
posiblemente contribuyé al aislamiento. Ambos agares han sido incorporados en los
principales métodos de aislamiento de Listeria como son el USDA-FSIS para el aislamiento
en carne y aves, y el FDA para alimentos lacteos y vegetales. El tiempo de incubacion de las
muestras en los medios selectivos también es importante, en este caso, las muestras de
leche requirieron mas tiempo de incubacion para el aislamiento, por el contrario, las muestras
de ensilado y sobre todo las de materia fecal requirieron la mitad de tiempo de incubacion en

cualquiera de los medios, para el aislamiento, ya que los demas microorganismos presentes
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crecian mucho mas rapido y las colonias eran mas grandes que las formadas por Listeria, y
con tiempos de incubacion largos (48 horas), la flora contaminante no permitia el aislamiento
de Listeria. Una opcion que a veces es utilizada para evitar que los demas microorganismos
impidan o dificulten el aislamiento de esta bacteria (Kalorey et al., 2006), es reducir la
cantidad de muestra analizada de 25 a 5 g, sobre todo cuando se tratan muestras de materia
fecal. En algunos casos, se logré distinguir las colonias de Listeria después del
almacenamiento a 4°C de las placas de agar (en las que se realiz6 el aislamiento); a esta
temperatura se detiene o en algunos casos se disminuye el crecimiento de los demas
microorganismos, sin embargo Listeria continla su crecimiento, aunque no sea Ssu

temperatura 6ptima de crecimiento.

Mientras que la Listeriosis animal ha sido reportada para un amplio rango de especies,
la mayoria de las infecciones en animales han sido reportadas en rumiantes de granja
(Seeliger, 1961; Weis and Seeliger, 1975; Yoshida et al., 2000). Listeria monocytogenes ya
ha sido aislada de los animales y el ambiente de granjas de caprinos, la informacién acerca
de la incidencia de esta bacteria en leche de cabra es escasa, pero existen algunos reportes
en los que 0.8% a 6% de las muestras de leche de cabras analizadas han sido positivas al
aislamiento (Greenwood et al.,, 1991; Gaya et al., 1996; Barbuddhe et al., 2000). En la
presente investigacion, 4 de las 25 cepas de Listeria aisladas fueron obtenidas de leche
proveniente de la misma explotacion, en la cual no fueron lavadas las ubres de los animales
antes del ordefio, con lo que se confirmd la necesidad de las buenas préacticas de ordefio
para evitar la contaminacion de la leche en este paso de su obtencién. Ha sido reportado que
un mala higiene de la granja o la sala de ordefio son factores de riesgo importantes para la
contaminacion de leche cruda con L. monocytogenes (Sanaa et al., 1993), Los tratamientos
pre-ordefio reducen la carga de patdégenos ambientales en las ubres, el procedimiento de
sanitizacion reduce la contaminacion microbiana antes de la adhesion a las unidades de
ordefio y disminuye la incidencia de infecciones en la ubre causadas por diversos patégenos
principalmente ambientales. Se ha visto que las granjas con sistema de ordefio mecanizado
tienen menor carga de Listeria y que hay una asociacion significativa entre la desinfeccion de
la ubre y la examinacion de la apariencia normal de la leche antes del ordefio contra la
ocurrencia de L. monocytogenes (Latiffah Asan et al., 2001), por lo que, la mejora en la
higiene en el ambiente animal podria representar un factor importante en el control de la

contaminacion de la leche con este patdgeno durante el ordefio. Una vez contaminada, la
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leche representa un vehiculo para la introduccion de esta bacteria a la planta donde se
elaboran productos lacteos y una posible fuente de listeriosis en humanos si la consumen sin
pasteurizar. Los conocimientos de la relacion entre el manejo del rebafio lechero, las
practicas de ordefio, y la ocurrencia de L. monocytogenes en granjas lecheras sirven para el
desarrollo de estrategias dirigidas a la eliminacion de este microorganismo a nivel

preprocesado de alimentos lacteos.

La leche y los productos lacteos han sido involucrados en diversos brotes de
listeriosis. La informacion de la presencia de Listeria monocytogenes en México es escasa y
la frecuencia de listeriosis es desconocida, sin embargo en los estudios que se han realizado,
se ha aislado Listeria monocytogenes. Vazquez et al., (2001), han aislado Listeria spp. en
23% de las muestras de leche obtenidas de tanques de diferentes granjas lecheras del
sudeste de la ciudad de México durante un afo, de las cuales, 13% son identificadas como L.
monocytogenes. También ha sido recuperada de muestras de queso vendidas al detalle
(Diaz-Cinco et al., 2006).

Estudios a nivel de granja han confirmado que la alimentacion representa un factor de
riesgo significativo para una serologia y aislamiento positivos a Listeria, el ensilado
inapropiadamente fermentado (pH >5) ha sido identificado como la fuente principal de
infecciones con este microorganismo en rumiantes (Boerlin et al., 2003; Ho et al., 2007). En
algunos estudios se han aislado cepas de L. monocytogenes representadas por el mismo
ribotypo de muestras clinicas y de ensilado; asimismo, cepas con ribotipos diferentes han
sido aisladas de muestras de ensilado, indicando la diversidad de la poblacion de cepas de
este patdgeno en los ambientes de la granja, de las cuales algunas podrian causar
enfermedades (Wiedmann et al., 1996). En el presente estudio, no fue aislada Listeria de
ninguna muestra de ensilado, pero cinco cepas de Listeria fueron aisladas de alimento
alfalfa, las cuales pertenecen a la misma explotacion en el Estado de México, indicando que
no solo el ensilado es un factor de riesgo para la listeriosis en cabras, cualquier alimento
suministrado representa un factor de riesgo y por lo mismo debe ser cuidado para evitar la
listeriosis en cabras. En México frecuentemente las tierras donde se cultivan los forrajes son
regadas con aguas negras sin tratar, estas contienen diversos patdgenos entre ellos Listeria
monocytogenes, representando un riesgo de contaminacién para los animales que los

consumen. También ha sido aislada del agua de lagunas en el estado de Veracruz (8.3%) y
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en la laguna de Zapotlan del estado de Jalisco, de las muestras obtenidas de tres canales
con aguas residuales que provienen de dos municipios aledafios al lugar, se ha encontrado
Listeria spp. y L. monocytogenes, en 70% y 66.6% de las muestras estudiadas
respectivamente (Sepulveda et al., 2002; Rodas-Suérez et al., 2006). Lo anterior indica que
este género bacteriano estd ampliamente distribuido en distintas regiones del pais. El papel
del alimento de los animales en la produccion de alimentos seguros para los humanos ha
sido reconocido y el Codex alimentarius actualmente estd4 considerando la necesidad de
desarrollar guias en el manejo de riesgos respecto a este tema, para proveer bases
cientificas, con este motivo, la FAO y WHO, han programado una reunion con expertos en
este tema, para revisar los conocimientos actuales en alimentacion de animales y su impacto

en la seguridad de los alimentos en Octubre del presente afio (WHO, 2007).

En cuanto a la materia fecal, fueron aisladas 16 cepas, 14 de ellas provenientes de
una explotacién de Querétaro y 2 de un hato en el estado de Guanajuato. En ninguna las
granjas se aislo Listeria de por lo menos dos tipos de muestra (leche y alimento, leche y
materia fecal, o alimento y materia fecal). En el caso del ganado el indice de portadores
asintomatico reportados de Listeria spp. esta en el rango de 3.1- 45.8% (Kalorey et al., 2006).
La excrecion de L. monocytogenes en la materia fecal ha sido reportada en diversos trabajos.
Ho et al., (2007), han aislado este patdégeno en 31% de las muestras de materia fecal con 20
ribotipos detectados, varias de las cepas aisladas de materia fecal, también han sido aisladas
de ensilado. La prevalencia e incidencia de la excrecion de dicha bacteria en heces es muy
variable con respecto al tiempo; esta puede ocurrir como parte de un brote 0 como un evento
esporadico aislado, por lo que se han sugerido periodos continuos largos de excrecion o
periodos intermitentes como parte de brotes pequefios separados. Los subtipos de L.
monocytogenes asociados con infecciones en humanos son comunmente aislados de las
heces y el ensilado de los animales de granja, y parecen estar presentes también en el

ambiente de la granja (Wiedman et al., 1996; Rivera Betancourt et al., 2004).

La duracién de la excrecion, si esta infectado el animal o si es solo su paso a través de
este, aun no esta bien entendido y es dificil definir si su presencia en las heces representa un
simple paso a través de la adquisicidon por via oral o es una infeccién real; para diferenciar la
infeccion del paso a través del animal, generalmente se realiza mediante estudios

serolégicos en paralelo con estudios microbiolégicos de excrecion en materia fecal (Kalorey
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et al., 2006; Ivanek et al., 2007). Cuando el ensilado estd contaminado con L.
monocytogenes, generalmente la distribucién de la bacteria es irregular, por ello los animales
alimentados con ensilado pueden ingerir una dosis Unica o dosis repetidas en un periodo de
tiempo determinado. Al respecto, ha sido sugerido que las dosis bajas durante un tiempo
prolongado incrementan la probabilidad de la infeccion listeriana (Maijala et al., 2001,
Roberts and Wiedmann, 2003) por que ayudan a perpetuar el ciclo infectivo del
microorganismo, pero no inducen la infeccién, ya que sélo con dosis altas (10™° ufc/ml), los

animales desarrollan seroconversion detectable (Zundel et al., 2006).

Aunque el tema de estudio fue determinar la presencia de L. monocytogenes en leche
de cabra, se muestre6 el alimento que consumen y su materia fecal porque como se ha
mencionado, este microorganismo es frecuentemente excretado en las heces de los
humanos y de los animales, y por las caracteristicas ya mencionadas de dicha bacteria, su
excrecion en la materia fecal es un mecanismo importante de diseminacion, por ello, el
entendimiento de la dinamica de dicho microorganismo excretado en las heces es importante
para poder controlar y prevenir la diseminacion de la listeriosis y por los resultados que
fueron obtenidos en el presente trabajo podemos observar que la presencia de dicho
patdgeno en la leche de cabra, podria deberse en mayor medida a la contaminaciéon que a la
excrecion en la leche. Asimismo, los animales que excretan la bacteria en las heces
posiblemente contaminen la piel de otros animales en la granja y durante el transporte, los
intestinos y la piel contaminada podrian producir contaminacion cruzada en los equipos y
carcasas en el rastro, permitiendo la contaminacion de carne. La carne y la leche
contaminada, pueden servir como una fuente del patdégeno en plantas procesadoras u otros
ambientes asociados con los alimentos por ejemplo la venta al menudeo. También puede ser
transmitida a frutas y vegetales por diseminacion con estiércol contaminado en el campo
agricola (Fenlon et al., 1996), la seguridad de los alimentos no solo implica los productos que
se adquieren y consumen, sino también los subproductos que se generan, que pueden
re-entrar en diversos productos de consumo por ejemplo en el abonado de campos de
cultivo. EI empleo de abono orgénico sin tratamiento alguno puede dar lugar a una
transmision de microorganismos patdgenos desde las heces de animales portadores, no
enfermos, hacia los consumidores de alimentos biologicos, de forma especial en la
agricultura ecoldgica. De esta manera, se podria entonces introducir este microorganismo en

plantas procesadoras de frutas y vegetales o causar infeccion en humanos si estos alimentos
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son consumidos sin desinfectar o sin procesar (Schlech et al., 2005). Ademas representa un
riesgo para la contaminacion de ambientes agricolas y alimento para animales por ejemplo a
través de la fertilizacién de los campos usados para el cultivo de plantas empleadas en la
preparacion del ensilado, y asi contribuir al mantenimiento del ciclo infectivo en los rumiantes
de granja. Para poder controlar la contaminacion por L. monocytogenes en el ambiente
agricola y en el alimento de los animales, asi como la contaminacion de alimentos a nivel
prerrecoleccion de alimentos, es crucial entender la epidemiologia de la excrecién de L.
monocytogenes en las heces y en la leche ya que las granjas de rumiantes han sido
sugeridas como un reservorio importante de L. monocytogenes (Arimi et al., 1997;
Nightingale et al., 2004; Ho et al., 2007).

La mayoria de los casos de listeriosis humana suceden en individuos
iunmunocomprometidos, pero en el caso de los animales solo ha sido reportado que
situaciones de estrés tales como mal tiempo, transporte o enfermedades concurrentes
posiblemente predispone a los animales a la infeccion por Listeria (Fenlon et al., 1996;
Wesley, 1999).

La seropositividad obtenida en el presente trabajo y los aislamientos del patdgeno no
coincidieron del todo. Aunque en el hato del Estado de México ninguno de los animales
muestreados fue seropositivo, por las lecturas de DO obtenidas se puede decir que las
cabras han tenido contacto con Listeria, ya que muestran valores de absorbancia menores
pero cercanos al valor del punto de corte. Esto fue confirmado con el aislamiento de la
bacteria de la muestra de alfalfa perteneciente a ese hato, no obstante, se recomendaria un
andlisis periodico para confirmar su negatividad o posible incremento en la contaminacion de
los animales. En el caso de Querétaro y Guanajuato 2-3, los resultados de la seropositividad
coincidieron con los aislamientos. Sin embargo en el caso de la zona de Guanajuato 1, a
pesar de la alta seropositividad y de que en esa explotacién se obtuvieron las lecturas de DO
mas altas, no se logréo el aislamiento del microorganismo. En estudios con Listeria
frecuentemente se presenta esta diferencia entre los resultados de seropositividad y
aislamiento. Esto tal vez se deba a exposiciones previas del animal al microorganismo, a la
movilidad de los animales, o a diferentes momentos de la infeccion, pero aun no se ha

demostrado por qué sucede. Barbuddhe et al., (2000) han encontrado que 50% de las cabras
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en las que se obtiene aislamiento son seronegativas, en contraste, 37.14% de las que no

se obtiene el aislamiento, son seropositivas.

La proteina p60 ha sido descrita como el principal producto extracelular excretado por
esta bacteria (Bourry and Poutrel, 1996). Mientras que el gen hly (LLO) es relativamente bien
conservado en todas las cepas de L. monocytogenes, el gen iap (p60) no lo es, aunque este
contiene porciones conservadas en ambos extremos de la secuencia, su region central es
altamente variable y contiene polimorfismo incluso entre cepas de la misma serovariedad
(Rodriguez-Lazaro et al., 2004). Empleando el gen iap se puede realizar la identificacion de
todas las especies del género Listeria, ademas sirve para estudios epidemiologicos por las
regiones donde presenta polimorfismo. Debido a esto, se han realizado diversos trabajos
empleando dicha proteina o el gen que la codifica para la deteccion, identificacion y/o
tipificacion de especies de Listeria mediante PCR (Bubert et al., 1997b) o PCR tiempo real
(Hein et al., 2001; Rodriguez-Lazaro 2004), ya sea para su identificacion directa en alimentos
(Cocolin et al., 2002), o caracterizacion genética (Cabrita et al., 2004). Asimismo, la proteina
se ha empleado como antigeno en pruebas inmunolégicas (Gentschev et al., 1992; Bubert et
al., 1994; Wieckowska-Szakiel et al., 2002). En el presente trabajo, fue empleada dicha
proteina para la prueba de ELISA, y el gen y parte de este para la identificacion y tipificacion

parcial de las cepas de Listeria aisladas de leche, alimento y materia fecal de cabras.

Se ha visto que la proteina p60 muestra secuencia similar con una autolisina de
Streptococcus faecalis y con una proteina de superficie de Enterococcus faecium. Esta
secuencia es restringida a la parte C-terminal de ambas proteinas y dicha region es
altamente conservada en todas las proteinas p60 de Listeria spp. (Wenscher et al., 1993).
Los iniciadores LislA y LislB, amplifican el gen iap, de todas las especies de Listeria y
también dan amplificados con Enterococcus faecalis y Bacillus cereus, sin embargo los
tamafios de los amplificados con estos ultimos, son mas pequefios y no tienen una
homologia apreciable (mediante secuenciacion de dicha region), con el gen iap o la proteina
p60 de L. monocytogenes o de otras especies de Listeria a nivel de secuencia de nucleétidos
o de secuencia de aminoacidos (Bubert et al., 1992a). Para evitar el cruce con dichas
especies, fueron empleados los iniciadores Unilis A y LislB, pues ha sido reportado que
dichos iniciadores dan productos de PCR de todas las especies de Listeria, pero no cruzan
con B. cereus, M. flavus o E. faecalis (Bubert et al., 1992a; Bubert et al, 1999). De las 25
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cepas que fueron ldentificadas como Listeria spp. por el método BBL Crystal fue confirmada
su identificacion mediante PCR, empleando estos iniciadores y los fragmentos del gen
amplificado fueron los esperados de 1450 pb, estudios previos muestran que estos
fragmentos pueden variar de 1450 a 1600 pb de una especie a otra, si fueran analizados los
amplificados obtenidos en el estudio, empleando geles con mayor porcentaje de agarosa y
con marcadores con una escala menor, posiblemente detectariamos estas variaciones en el
caso de que las hubiese. Asimismo, nuestros resultados mostraron que la prueba de PCR
es especifica para Listeria spp. ya que no cruzaron con ninguna de las bacterias evaluadas
(Histophyllus ~ somni,  Actinobacillus  pleuropneumoniae, Pasteurella  multocida,
Staphylococcus aureus, Brucella ovis, Escherichia coli y Actinobacillus seminis), la cuales

son encontradas frecuentemente en los rumiantes y su ambiente.

A diferencia de las regiones conservadas en los extremos del gen iap, la parte interna
es especie especifica. Estudios previos han mostrado como puede ser identificada L.
mocytogenes usando los iniciadores MAR1 Y MAR2 y como plantilla un fragmento en la parte
central de dicho gen, asimismo, presentan especificidad alta para este patégeno, por lo que
no son detectadas las demas especies del género (Manzano et al., 1997). En el presente
estudio, de las 25 cepas aisladas pertenecientes al género Listeria, 7 fueron identificadas
como Listeria monocytogenes empleando estos iniciadores, una de ellas fue aislada de leche
(Guanajuato 3), tres de materia fecal (Guanajuato-2 y Querétaro), y 3 de alfalfa (Edo. de
México). Una de las caracteristicas de Listeria monocytogenes es que generalmente se
encuentra con una 0 mas especies del género, por los resultados obtenidos en este trabajo,
se puede decir que esto no siempre se cumple. Aunque en Querétaro fueron aisladas la
mayor cantidad de cepas de Listeria, solo una de ellas fue identificada como L.
monocytogenes; en el Estado de México y en Guanajuato-3, 1 y 3 de las cepas aisladas
respectivamente son L. monocytogenes; pero en el caso de Guanajuato-2, las dos Unicas

cepas aisladas pertenecen a la especie patégena.

La infeccion causada por L. ivanovii es la de mayor importancia en veterinaria en
ganado bovino, ovino y caprino, porque esta especie es la que con mayor frecuencia causa
listeriosis en los rumiantes (Low and Donachie, 1997). Debido a esto, las cepas que no

fueron identificadas como L. monocytogenes fueron sometidas a un segundo analisis por
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PCR para la identificacion de esta segunda especie patdégena Listeria ivanovii, no obstante,

se encontrd que ninguna de las cepas aisladas pertenece a dicha especie patégena.

Como ya se menciono, todas las cepas identificadas como Listeria spp. por el método
Crystal, fueron confirmadas mediante PCR. Sin embargo, Unicamente tres de las seis cepas
identificadas como L. monocytogenes por el método Crystal, fueron confirmadas por PCR,;
asimismo, de las 19 cepas identificadas como L. ivanovii por el método Crystal, ninguna fue
confirmada por PCR, ademds, 4 de ellas fueron identificadas como L. monocytogenes
mediante PCR. Al respecto los fabricantes admiten que pueden existir variaciones en las
cepas de la misma especie; si el perfil de la prueba da un resultado “sin identificacion” y se
ha confirmado la pureza del cultivo, entonces es probable que el aislado para la prueba
produzca reacciones atipicas, o que dichas reacciones se deban a un error en el
procedimiento, la especie de la prueba no forma parte de los grupos taxonémicos previstos o
el sistema no es capaz de identificar el aislado con el nivel de confianza requerido. Ademas
una de las limitantes de la prueba es que no identifica todas las especies del género, solo
puede identificar Listeria monocytogenes, L. ivanovii, L. grayi y L. murrayi, lo cual podria
contribuir a dichos errores de identificacion. Asimismo, este sistema utiliza micromedios
modificados, por lo tanto los resultados esperados de pruebas individuales pueden ser
distintos de los datos previamente establecidos en reacciones de pruebas convencionales, la
precision de este sistema se basa en la interpretacion estadistica de pruebas
especificamente disefiadas y una base de datos exclusiva. Por lo anterior, los fabricantes
sugieren tomar en cuenta el origen de la cepa, su tolerancia a la presencia de oxigeno,
morfologia celular, caracteristicas de las colonias en varios medios al igual que los productos
metabdlicos determinados mediante cromatografia de gases, para la identificacion final del
aislado. Sin embargo en este trabajo, la confirmacién se realizé mediante PCR.

Aunque un amplio nimero de serovariedades de Listeria monocytogenes pueden ser
aislados de alimentos, algunas (1/2a 1/2b y 4b), son encontradas con mayor frecuencia en
los casos clinico. La distincién entre las serovariedades de esta especie es necesaria para el
mejor entendimiento de la patogenicidad de la especie y la epidemiologia de la listeriosis. En
el presente trabajo, los productos del PCR para la identificacion de L. monocytogenes fueron
tratados con la enzima de restriccion Hind lll, para la tipificaciébn parcial de las cepas,
obteniéndose que las siete cepas de L. monocytogenes pertenecen a las serovariedades
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1/2b, 3b o 4b. Ha sido reportado que en Norteamérica y en Europa la serovariedad que
predomina en la leche cruda es la 1/2a (Ryser and Marth 1999), sin embargo en un estudio
realizado en México con aislados de leche de vaca, se ha encontrado que 45.6% de los
aislados pertenecen a la serovariedad 4b y 54.4% a la serovariedad 1/2 (Vazquez et al.,
2001). Mediante el andlisis de genes de virulencia, ribotipado y caracterizacién de virulencia
comparativa, se ha subdividido a L. monocytogenes en tres linajes, el Linaje 1 consiste en
cepas (tipos de antigeno flagelar b y d) que causan enfermedades en humanos con mayor
frecuencia que los aislados clasificados en el Linaje 2 (tipo antihigiénico a o c) y el linaje 3

(serovariedades raramente detectadas, 4a y 4c) (Cabrita et al., 2004).

A pesar de la abundancia de L. monocytogenes en el ambiente, la incidencia de
listeriosis humana es muy baja. La dosis minima requerida para causar infeccion clinica en
humanos no ha sido bien determinada pero la cantidad de esta bacteria detectada en
alimentos responsables de casos epidémicos o esporadicos de listeriosis generalmente
sugiere que es alta (10°), esto podria ser el resultado de la respuesta inmune eficiente de las
personas sanas, aunque también podria indicar la diferencia de dichas cepas en cuanto a su
patogenicidad. De todas las serovariedades conocidas de L. monocytogenes, solo tres (1/2a,
1/2b y 4b) causan mas del 90% de infecciones humanas y de animales. Ademas, a pesar de
gue las cepas de grupo antigénico 1/2 predominan en aislados de alimentos, las cepas de la
serovariedad 4b son las que predominan en los casos de listeriosis en humanos, pero
recientemente, cepas de la serovariedad 1/2 se estan incrementando entre los aislados
humanos. Diversos reportes han descrito cepas de L. monocytogenes con patogenicidad
escasa o nula, pero poco es conocido acerca de que determina la baja o nula virulencia. Los
actuales esquemas de vigilancia asumen que todos los aislados de L. monocytogenes son
igualmente patogénicos, pero los resultados de diversos estudios, sugiere que la virulencia
varia de una cepa a otra. Actualmente existen algunas explicaciones para la baja virulencia
de ciertas cepas, algunas de ellas no producen cierta proteina (hemolisina, fosfolipasa) o
tienen mutaciones en algan gen (Inl, PrfA, plcA o plcB) (Roche et al., 2005). La presencia de
270 y 149 genes especificos de cepas de L. monocytogenes y L. innocua respectivamente
sugiere que la virulencia en Listeria es el resultado de mdltiples eventos de adquisicion y
delecién de genes. Ademas, ninguna funcién ha podido ser predicha para 35.3% de los
genes de L. monocytogenes y 37% de genes de L. innocua (Glaser et al., 2001). Asimismo,
ha sido reportado que los tipos responsables de algunos brotes de listeriosis en humanos
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han sido similares a pesar de provenir de paises diferentes y de alimentos diferentes como
vehiculo (McLauchlin, 1997), y se ha sugerido que la distribucion de los tipos podria reflejar
la adaptacion de estas bacterias a diversos nichos ecoldgicos. En el presente estudio no fue
determinada la patogenicidad de las cepas de L. monocytogenes aisladas, por las
serovariedades que presentan (1/2b 3b o 4b), podrian ser patdgenas, sin embargo, es
importante conocer con exactitud si muestran algun grado de patogenicidad. En los informes
de estudios realizados en México no mencionan dicha evaluacion. Unicamente, Vazquez et
al., (2001), ha reportado que de las cepas aisladas de leche de vaca, los serotipos 4b no han
sido patdgenos para ratén, en contraste, las cepas del serotipo 1/2 si (DLso fue de 10°-10’

cfu/ml).

Desde un punto de vista agricola, el problema de listeriosis esta realmente relacionado
con la seguridad alimentaria y salud publica mas que con las pérdidas por enfermedades en
animales de importancia agricola. La ubicuidad y naturaleza saprofita de Listeria hace
imposible que pueda ser eliminada del ambiente agricola, sin embargo las medidas de
control basadas en el reconocimiento del inicio de la enfermedad, mejoras en el monitoreo a
nivel prerrecoleccion, y mejor entendimiento de los factores de la bacteria y del huésped que
influencian la patogénesis de la enfermedad podrian combinarse para disminuir los efectos a
menudo severos de la listeriosis. En la presente investigacion solo fue realizado un muestreo
de sueros, leche, alimento y materia fecal de cabra porque el objetivo primordial fue
determinar la presencia de L. monocytogenes en leche de cabra y de alguna manera en las
explotaciones de cabras, sin embargo, en base a los resultados obtenidos seria conveniente
realizar estudios mas amplios y especificos para poder determinar claramente la situacion

de este patdgeno en los hatos caprinos en México.

La calidad higiénica de la leche es de gran importancia en la industria lactea, y la
deteccién rapida de animales infectados es necesaria. La incidencia de mastitis causada por
L. monocytogenes es baja pero tiende a ser subclinica y persistente, durante la lactacion, la
recuperacion del microorganismo es rara (Bourry et al., 1995); ademas los animales con
mastitis causada por esta bacteria deberian ser retirados del rebafio porque en la mayoria de
los casos, los tratamientos con antibidticos son inefectivos debido a las caracteristicas de

este patégeno, asimismo, los animales que logran recuperarse, podrian permanecer como
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portadores asintomaticos. Por estas razones, la deteccion de animales infectados es

necesaria para limitar el riesgo de contaminacién de los productos elaborados con leche.

Actualmente se ha propuesto el empleo de L. monocytogenes como bioindicador
sanitario en empresas de alimentos, asi como en el monitoreo ambiental de su propio
entorno (Sepulveda et al., 2002). El bioindicador representa una especie determinada de un
organismo utilizada para monitorear los efectos de su exposicion ante ciertos estimulos
externos representados por sustancias genotdxicas. Las caracteristicas fisiologicas de
resistencia que tiene esta bacteria patdégena lo facultan para su empleo como un elemento
eficaz en el monitoreo del buen funcionamiento de las instalaciones donde son procesados
alimentos, en las plantas de tratamiento de aguas negras o incluso para probar la eficacia de
métodos fisicos y quimicos usados para destruir otros organismos patdgenos.

El impacto de L. monocytogenes en la salud publica ha sido reconocido solo en las
dos ultimas décadas. Las agencias regulatorias coinciden en que la seguridad microbiol6gica
de los alimentos deberia ser considerada también a nivel pre-procesado. Su importancia
como patdgeno de origen alimentario es compleja, la gravedad y el porcentaje de muertes
exigen medidas preventivas apropiadas, pero las caracteristicas del microorganismo son
tales que seria dificil esperar que todos los alimentos o las granjas estén exentos de esta
bacteria. Asimismo, la magnitud exacta de las enfermedades zoondéticas se desconoce. En
México no existe informacion disponible de la ocurrencia de listeriosis en humanos o en el
ganado, por lo cual se requiere investigar la situacion de esta infeccion. Asimismo, existe
insuficiente informacion sobre las ETAs y su impacto en al ambito econémico, ademas del

escaso conocimiento sobre inocuidad por parte de los consumidores.

En el proyecto Europeo Prague, expertos de distintas disciplinas se unen para
fortalecer el control tanto desde el punto de vista sanitario como veterinario y para aportar
cifras reales sobre el impacto de las enfermedades zoonoticas, el principal objetivo es
mejorar la vigilancia de las infecciones transmitidas por los alimentos en la Unién Europea,
en la mayoria de los casos este control se enfoca directamente en el reservorio animal y el
proyecto, forma parte de la iniciativa Med-Vet-Net (Red europea que esta trabajando para
controlar y prevenir las zoonosis y enfermedades provenientes de alimentos).

(http://www.medvetnet.org/cms/templates/doc.php?id=26). Asimismo, mejorar la salud animal
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para obtener alimentos mas seguros ha sido una de sus prioridades, los estudios en este
campo han demostrado que las condiciones en las que se produce un alimento estan
directamente relacionadas con su calidad y seguridad, por este motivo, los proyectos
europeos se inclinan a mejorar las practicas de alimentacion, asegurar niveles apropiados de
comodidad y reducir el nimero de enfermedades y lesiones en los animales. Una de las
medidas es un plan sobre proteccion y bienestar animal que planea establecer normas,
introducir indicadores de bienestar y crear una etigueta comunitaria para promover los
productos obtenidos bajo las maximas exigencias de produccion a partir de ciertos

estandares relacionados con la sanidad animal.

Las cabras tienen potenciales econdmicos reales en el futuro y su papel e impacto
como desarrollo sustentable han sido subestimados. El tamafio pequefio de la industria de
las cabras podria ser una oportunidad, a pesar del creciente desarrollo de la investigacion en
cabras, permanece muy baja en muchos paises; se sabe que el mundo confrontara la gran
escasez de agua, por lo cual habra una demanda de la produccién intensiva de animales que
utilicen una cantidad de agua pequefa y las cabras podrian ser una alternativa parcial si
pudiera ser mejorada su eficiencia mediante la investigacion. Asimismo, es urgente el
desarrollo de estandares de calidad de leche de cabra por cientificos y miembros de la
industria de leche de cabra, ya que si las agencias regulatorias imponen sus reglas, estas
podria afectar dicha industria. En México, los caprinocultores iniciaron ya, junto con la
Secretaria de Salud, la redaccion de una Norma Oficial Mexicana para la leche de cabra
(Rudifio, 2007), que definira las caracteristicas de este alimento, también se elaboran normas
no oficiales para el queso de cabra y la cajeta. Ademas, hay posibilidades de exportacién de
productos con valor agregado como cajeta y quesos a Centro y Sudamérica, asi como
ampliar envios a Estados Unidos. Se prevé que México eleve su hato caprino, pues la
actividad, que se desarrolla en 23 estados de la Republica, puede crecer, dado que sus
inversiones iniciales son pequefias, ademas de las caracteristicas ya mencionadas de las
cabras. La region de la Laguna en el estado de Coahuila, destaca a nivel nacional por las
fuertes inversiones en tecnologia de punta que realizan en sus salas de ordefio y toda la
infraestructura que gira alrededor del sector, esta region es el principal escaparate nacional
para dar a conocer lo mejor en maquinarias y equipo dentro de la caprinocultura, los
resultados dentro del sector en la region se han reflejado en una mayor productividad y
calidad del producto, aunque existen zonas en el pais con mayor tradicion dentro de este
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sector, la Comarca Lagunera ocupa los primeros lugares en productividad en leche, asi como
en venta de cabrito en Monterrey. La caprinocultura atraviesa por un momento muy
importante a nivel nacional, una prioridad es impulsar mejoras productivas, para lo cual este
aflo se cuenta por primera vez con un presupuesto federal, en la Secretaria de Agricultura,

Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y alimentacion, de 75 millones de pesos.
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10. CONCLUSIONES
En este estudio se obtuvo un porcentaje de seropositividad a Listeria spp. de 23.33% y
fueron aisladas 7 cepas de Listeria monocytogenes y 18 cepas pertenecientes a las especies
no patdgenas. Por lo anterior, se comprobé la presencia de Listeria monocytogenes en hatos

caprinos localizados en los estados de Guanajuato, Querétaro y Estado de México.

A pesar de que la técnica de ELISA sirve para detectar los animales que han tenido
contacto con alguna especie del género Listeria, es necesario evaluar si la bacteria esta
siendo excretada por el animal en la leche o en la materia fecal mediante el aislamiento, para

determinar si se trata de una infeccién o Unicamente el paso a través del animal.

El método de aislamiento empleado fue el apropiado, para cualquiera de las muestras
analizadas. Asimismo, el método de identificacibn BBL Crystal es eficiente para la
identificacion del género Listeria, sin embargo muestra limitantes para la identificacién de las

distintas especies del género.

La amplificacion del gen iap es util para la identificacion molecular del género Listeria
y todas las especies pertenecientes a dicho género, incluyendo las especies patdgenas
Listeria monocytogenes y Listeria ivanovii. Otra de las ventajas de utilizar la amplificacion de
este gen es que, debido a sus caracteristicas, puede servir también para estudios

epidemioldgicos.

Si bien, las cepas aisladas pertenecen a las serovariedades 1/2b, 3b 0 4b y se ha
reportado que las serovariedades 1/2b y 4b han sido asociadas con un porcentaje de brotes
de listeriosis en humanos alto, es necesario determinar la patogenicidad de dichas cepas y
en el caso de que sean patdégenas, se podrian prevenir brotes de listeriosis evitando su

transferencia a las plantas procesadoras de alimentos, ya sean lacteos o carnicos.

En base a los resultados encontrados en este trabajo, es importante realizar mas
investigacion relacionada con la presencia de Listeria monocytogenes en hatos caprinos en
México. Se recomienda hacer estudios con muestreos periddicos y el empleo de antigenos
especificos de las especies patdgenas para poder determinar el efecto real de su presencia
en la salud de los animales asi como el riesgo potencial de su transmision a las plantas

procesadoras de alimentos o al humano por consumo directo.
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