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RESUMEN

Esta investigacién tuvo como objetivo determinar la influen-
cia de la listeriosis sobre el desempeno reproductivo y la
presentacién de mastitis subclinica, en un conglomerado le-
chero, de la Sabana de Bogota. Se tomaron al azar ochenta
y cuatro vacas en produccién y en capacidad reproductiva,
que fueron examinadas dos veces, con un intervalo de dos
meses, para un total de 168 muestras, mediante la técnica
de ELISA, para IF, bovino especifico para listeriosis. Los re-
sultados indicaron una incidencia de 36% de positividad a
la enfermedad. Las vacas positivas a IF, presentaron mas-
titis subclinica grado 1 (P<0.00001) y grado 2 (P<0.3402);
adicionalmente, las cifras de abortos en estas vacas fueron
mayores (P<0.0002). En consecuencia, tuvieron mayor nu-
mero de dias abiertos (P<0.00001) y un nimero mayor de
servicios por concepcion (P<0.0093). Los resultados obteni-
dos ponen en evidencia los efectos negativos de la infeccién
por Listeria monocytogenes sobre el tracto reproductivo y la
responsabilidad del microorganismo en la presentacién de
mastitis en bovinos infectados.
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SUMMARY

This research aimed to determine the influence of listeriosis
on the reproductive performance and the presentation
of mastitis in a dairy cluster of the Sabana de Bogota. We

randomly selected eighty four cows in production and
reproductive capacity in four farms, which were examined
twice with an interval of two months for a total of 168
samples by ELISA test for specific bovine IF, for listeriosis.
The results indicated an incidence of 36% of positivity to
the disease. Positive cows for IF, had grade 1 of subclinical
mastitis (P <0.00001) and grade 2 (P <0.3402). The figures
for abortions in these animals were higher than negatives (P
<0.0002). Accordingly, had higher number of open days (P
<0.00001) and a greater number of services per conception
(P <0.0093). The results highlight the negative influence of
Listeria monocytogenes infection on the reproductive tract
and responsibility of the microorganism in the presentation
of mastitis in infected cattle.

Key words: Infertility, mastitis, dairy cattle.
INTRODUCCION

La listeriosis ha estado involucrada como una entidad
infecciosa de gran importancia para la salud de los seres
humanos, al consumir alimentos contaminados, procedentes
de animales infectados o del medio ambiente, convirtiéndose
en un significativo contaminante, en todas las etapas de la
cadena alimenticia (Tienungoon et al. 2000; Vanegas et al.
2007; Pérez-Trallero et al. 2014).

En los seres humanos induce el desarrollo de patologias,
como abortos, anormalidades fetales, pérdidas neonatales,
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septicemia y diversos problemas nerviosos. En las mujeres,
la infeccién materna es frecuentemente asintomatica, mien-
tras que la infeccién fetal y neonatal es severa y de prondsti-
co reservado, con 25-35% de mortalidad (Charlier-Woerther
& Lecuit, 2014). La enfermedad en los bovinos cursa tam-
bién con la presentacion de lesiones en el sistema nervioso
central, pero ha sido implicada también en problemas de
tipo reproductivo, como pérdidas gestacionales y mortalidad
perinatal, ademas de retencién de placenta, metritis y masti-
tis (Czuprynski et al. 2010), con la consiguiente disminucién
de la fertilidad. Tanto en los seres humanos como en los ani-
males, en general, la listeriosis estd mas referenciada como
una enfermedad de tipo nervioso y reproductivo, ya que la
bacteria puede cruzar las barreras placentaria, intestinal y
nerviosa (Charlier-Woerther & Lecuit, 2014); sin embargo,
desde el punto de vista veterinario, no se han hecho estudios
de su influencia sobre los diferentes pardmetros reproducti-
vos o productivos en ganado de leche.

La colonizacién del utero gréavido y del feto ha sido repro-
ducida experimentalmente por inoculacién intravenosa, oral
y respiratoria de animales gestantes de diferentes especies,
como bovinos, ovinos, conejos, ratas, ratones y, en ellos, se
ha demostrado que Listeria monocytogenes accede al feto
por penetracién hematdégena de la barrera placentaria, lo
cual, explica el tropismo especial que presenta el microorga-
nismo por el Gtero grévido. La depresién local del sistema in-
mune en la placenta contribuye al incremento de la suscepti-
bilidad a la infeccién por la bacteria. Lo anterior, se relaciona
con la deficiencia en produccién de Interferén-gamma (IF,),
que facilita la invasion listerial de la placenta y de los tejidos
fetales (Torres et al. 2005).

El diagnéstico de esta enfermedad ha descansado, usual-
mente, en el aislamiento bacteriolégico, con el inconveniente
que esta técnica no presenta la sensibilidad y la especificidad
adecuadas, ademas de la demora en obtener los resultados;
debido a lo anterior, se han disenado diferentes técnicas de
diagnéstico, como ELISA y PCR (Sierra et al. 2005; Vanegas
et al. 2007). La técnica de (IF,) ha sido ampliamente usada
en el diagnéstico de patdégenos con ciclos de vida intracelu-
lares, como Mycobacterium tuberculosis (Cho, 2007; Dhe-
da et al. 2007), demostrando, en el caso de la listeriosis, ser
altamente significativa (P<0,01) con el aislamiento micro-
biolégico (Gallego et al. 2015), lo cual, permite determinar,
con seguridad, las posibles consecuencias de la enfermedad
en el comportamiento reproductivo y productivo de los ani-
males, a nivel de campo.

En Colombia, la bacteria ha sido reportada en casos humanos
de meningoencefalitis (Sdnchez et al. 1992; Crespo et al. 1999)
y en alimentos de diferente naturaleza, como leches crudas
(Diaz & Munoz, 1994) y quesos frescos (Mufioz & Diaz, 1996),
lo mismo que en productos céarnicos (Vanegas et al. 2007).

Este microorganismo fue detectado por Gallego et al. (2003),
en un conglomerado lechero de la Sabana de Bogot4, en
porcentajes que fluctuaron entre el 2,4 y 24% y Moreno et
al. (2007), en un estudio sobre la contaminacién microbio-
légica y la calidad de la leche realizado en el departamento
de Boyacéd, registraron que de 28 fincas, el 92,8% presen-
té contaminacién con L. monocytogenes. Posteriormente,
Gallego et al. (2007) reportaron la presencia de la bacteria
en canales de ganado Holstein, sacrificado en una planta
de beneficio de la Sabana de Bogoté, en 2,26%, de los ca-
nales examinados y, en canales de ganado cebq, un grado
de contaminacién del 8,33%, con un rango entre el 3,4 y el
13,2% (Villamil et al. 2007). Otros estudios adelantados por
Gallego et al. (2015) hallaron una prevalencia, empleando la
técnica de IF,, del 31,36%, en el mismo grupo de fincas de
la Sabana de Bogotd, que fue empleado en la realizacién del
presente trabajo.

La listeriosis es una enfermedad infecciosa que ha cobrado
gran importancia en diferentes partes del mundo, especial-
mente, en la poblacién bovina y ovina; en ambas especies,
la enfermedad se puede manifestar como una infeccién del
sistema nervioso, meningoencefalitis en adultos y meningitis
en animales jévenes, aborto, septicemia generalizada, afec-
tando el higado y otros érganos y mastitis (Czuprynski et al.
2010).

Gray & Killinger (1966) mencionaron que L. monocytognes
puede tener predileccién por invadir el feto y la placenta de
varios mamiferos. El aborto, se presenta, segin estos au-
tores, en el tercer trimestre de la gestacién, con los signos
clinicos obvios del problema, pudiendo ocurrir una presen-
tacién simulténea con problemas nerviosos, como se ha ob-
servado en ovejas (Vasquez-Boland et al. 1992), pudiendo
ser detectada en los fetos abortados o placenta de los ani-
males afectados.

De acuerdo con Barzoza-Lewis et al. (2012), el Interferon
tipo I (I-IFN, IFNap) es la llave de la respuesta inmune a los
patégenos virales; sin embargo, su papel frente a las infec-
ciones bacterianas se estd empezando a entender. Teniendo
en cuenta estos estudios, se deja en evidencia un mecanis-
mo mediante, el cual, el interferén tipo 1 regula la respuesta
inmune a la listeria, a través de una regulacién negativa de
quimioquinas, conducentes al reclutamiento de neutréfilos.

Rayamaghi et al. (2010) comprobaron que la produccién
del interferén tipo | incrementa la susceptibilidad a L. mo-
nocytogenes, mientras que el tipo Il o IFN-,, activa la resis-
tencia de los macréfagos. Los autores hallaron que estos
aspectos inmunolégicos, se realizan por interrelaciones entre
las respectivas vias de senalizacién, lo que permite la priori-
zacion del tipo de respuesta inmune y contribuye a los efec-
tos benéficos del interferon.
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Uno de los aspectos mas importante de la listeriosis es la
implicacién en la presentacién de mastitis subclinica, lo cual,
ha sido reportado por diversos autores que evaluaron el pro-
blema, mediante la inoculacién experimental de la glandula
mamaria (Gitter et al. 1980; Czuprynski et al. 1989; Fthena-
kis et al. 1998; Tzora et al. 1998; Maliki et al. 2002; Winter
et al. 2004; Czuprynski et al. 2010). Estudios presentados
por Jamali & Radmehr (2013) mostraron que los serogrupos
que producen mastitis son, principalmente, 4b, 4d, 4e, 1/2a,
3a, 1/2b, 3b, 7, 1/2c, 3e todos codificados en inlA, inlC, inlG,
necesarios para la internalizacién de Listeria spp. en células
intestinales y empleados para la diferenciacién de cepas vi-
rulentas y avirulentas.

Los autores anteriores coinciden en que L. monocytogenes
puede ser detectada en la leche por periodos variables, in-
cluso, en cantidades pequenhas; por lo tanto, es muy posible
que las vacas positivas —en la técnica de ELISA para IF,y
que presenten reacciéon positiva en CMT-, uno de las posibles
microorganismos involucrados sea L. monocytogenes, dada
la sensibilidad de la técnica y su correlacién con los cultivos
bacteriolégicos. Considerable atencién ha tenido la presen-
tacion de la mastitis, que puede tener varios grados de seve-
ridad, desde una forma subclinica a una infeccién supurativa
severa. Gitter et al. (1980), Doyle et al. (1987) y Czuprynski
et al. (2010) establecieron que L. monocytogenes pudo ser
encontrada en los neutréfilos en leche de cuatro vacas exa-
minadas, que presentaron mastitis. La infeccién prolongada
de la ubre puede ocasionar incremento de eliminacién de la
bacteria, especialmente, en periodos de inmunodepresion.
Chen & Novick (2009) hallaron una asociacién estrecha en-
tre L. monocytogenes y S. aureus, que puede tener un gran
significado en la presentacién de mastitis por listeriosis.

Las cifras anteriores revelan la importancia que pueda te-
ner la enfermedad desde el punto de vista de salud publica,
como un contaminante de alimentos de origen animal; sin
embargo, hasta el momento no se ha realizado una inves-
tigacion que ponga de manifiesto el posible impacto de la
enfermedad sobre la fertilidad y la productividad en los hatos
lecheros.

MATERIALES Y METODOS

De acuerdo con la Asociacién de Ganaderos de Facatativa
(Castro, 2013), en una poblacién de 21.631 bovinos del con-
glomerado lechero de los municipios de Madrid, Mosquera
y El Rosal, donde se registré una prevalencia de 24% de po-
sitividad, mediante exdmenes bacterioldgicos (Gallego et al.
2003), se seleccionaron 84 bovinos, en capacidad reproduc-
tiva y en produccién, ubicados en cuatro fincas, de acuerdo
a una frecuencia esperada del 36% y un nivel de confianza
del 99% (Kish, 1972; Kuehl, 2001). Las fincas fueron selec-
cionadas de acuerdo a los siguientes criterios: explotaciones

lecheras, atendidas directamente por sus propietarios; con
predominio de la raza Holstein; asistencia veterinaria; regis-
tros de produccién y de reproduccién; certificadas libres de
brucelosis; con planes de inseminacion artificial; control de
enfermedades parasitarias e infecciosas, especialmente, del
tracto reproductivo y mastitis. No se tuvieron en cuenta fin-
cas negativas a listeriosis, dadas las prevalencias altas de la
enfermedad, encontradas anteriormente en este conglome-
rado lechero y que L. monocytogenes es considerado un
microorganismo ambiental (Orndorff et al. 2006).

De las vacas seleccionadas al azar, se tomaron dos muestras
de sangre con heparina, con intervalos de dos meses, para
un total de 168 muestras; fueron transportadas al labora-
torio en refrigeracién, en un periodo de cinco horas. A las
muestras seleccionadas, se les realizé cuantificacion de IF,,
como indicador de la inmunidad celular para L. monocyto-
genes, de acuerdo al protocolo establecido por Gallego et
al. (2015).

En el momento de la toma de muestras de sangre a las vacas
en produccion, se les realizé la prueba de California Masti-
tis Test (CMT), de acuerdo al protocolo e interpretacién de
Schalm & Nordlander (1957).

Con el fin de analizar la influencia de la enfermedad sobre el
comportamiento reproductivo, se tomaron —de los registros
de las fincas, en el momento de la visita-, la informacién re-
lacionada con los pardmetros reproductivos, de acuerdo con
Gallego (2009). A la informacién obtenida, se le realizé una
estadistica descriptiva y se analizé la significancia, mediante
las técnicas de Chi cuadrado, de acuerdo al programa EPI-
INFO (2014).

Conforme con los resultados, se formaron dos grupos de va-
cas, tomando, en uno de ellos, los animales con dias abier-
tos, superiores a 100 y, del otro, los que presentaron cifras
menores de 100. Para el intervalo entre partos, se tuvo en
cuenta el rango de vacas, con un nimero igual o menor de
380 dias y mayor, de 380. En relacién con los servicios por
concepcion, se fijé como pardmetro, animales con un servi-
cio por concepcion y los que presentaron dos o mas servi-
cios. En mastitis, se formaron, de la misma manera, grupos
positivos y negativos a la enfermedad y se evalué cada uno
de los cuartos en las ubres, de acuerdo a la escala de Schalm
& Nordlander (1957).

En los dos grupos de vacas, positivos y negativos a la prueba
de IF,, se compararon los pardmetros encontrados, tanto su-
periores como inferiores, de las variables consideradas como
normales.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Todos los predios involucrados en este estudio disponian
de asistencia profesional y eran atendidos directamente por
sus propietarios. En estos predios, no se hallaron evidencias
anteriores o actuales de problemas generales de salud o re-
lacionados con factores nutricionales, enfermedades infec-
ciosas y parasitarias o de manejo, lo que permite descartar
la influencia de estos aspectos, en los resultados obtenidos.

Los primeros estudios sobre la enfermedad en el mismo
conglomerado de leche y bajo las mismas condiciones re-
portaron una prevalencia maxima del 24%, mediante exa-
menes bacteriolégicos (Gallego et al. 2003). En la presente
investigacion, mediante el empleo de una técnica de mayor
sensibilidad y especificidad, la prevalencia encontrada fue
del 36%, en las dos mediciones que se efectuaron con dos
meses de intervalo, por lo tanto, es deducible que la técnica
de IF, presenta una mayor utilidad, en la deteccién de ani-
males positivos a listeriosis.

En relacién con el grado de reactividad a la prueba de CMT,
del total de animales examinados, 16 (9,52%) fueron positi-
vos. Al realizar la prueba de ELISA para IF,, se evidenci6 una
relacion estadistica significativa en las vacas que presentaron
grado uno (P<0,0001) y grado dos (P<0,009), consideradas
como subclinicas, lo cual, esta relacionado con los hallaz-
gos presentados por Czuprynski et al. (1989), Bourry et al.
(1995), Fthenakis et al. (1998), Tzora et al. (1998) y Winter
et al. (2004). Las mastitis tipo 3 y 4 no fueron evaluadas,
debido al escaso nimero de animales que presentaron esta
condicién.

El hallazgo de L. mpnocytogenes en la leche y la presen-
taciéon de mastitis tendrian como origen la contaminacién
bacteriana suscitada de la eliminacién en las materias feca-
les o como consecuencia de la septicemia y necrosis focal en
higado y en bazo, de los de los animales infectados. El desa-
rrollo de la mastitis puede variar desde una forma subclinica
a supurativa con localizacién de la bacteria en los neutréfilos
y la consecuente reactividad de la prueba de CMT. La infec-
cién que se establece a largo plazo en la leche, acompanada
de la eliminacion de la bacteria en la leche, puede ser exacer-
bada periédicamente por inmunodepresién, debida a enfer-
medades subyacentes u otras causas. Este fenémeno tiene
implicaciones practicas, ya que el tratamiento de las mastitis
por L. monocytogenes seria dificil de lograr (Czuprynski et
al. 2010). Es importante tener en cuenta la posible asocia-
cién de este microorganismo con otros agentes, ya sea des-
de el punto de vista patolégico o de proteccién, como el
Staphylococcus aureus (Chen & Novick, 2009).

La eliminaciéon de Listeria monocytogenes, a través de la
leche en vacas infectadas, constituye uno de los principales

problemas en salud publica, debido a las implicaciones que
presenta el organismo para la salud humana (Diaz & Munoz,
1994; Munoz & Diaz, 1996; Gallego et al. 2003; Moreno et
al. 2007), ya que las vacas lecheras pueden ser reservorios
de una poblacion diversa de L. monocytogenes patogenas
para humanos, con el consiguiente peligro en salud publica
(Haley et al. 2015). El empleo de técnicas de diagnéstico de
alta sensibilidad y especificidad, como la técnica de ELISA
para IF,, para la deteccién de animales positivos, permitiria
el establecimiento de programas mas eficientes de control
de la enfermedad.

Al analizar el comportamiento reproductivo de los animales,
se encontrd, en relacién con el nimero de dias abiertos co-
rrespondientes al penultimo parto, una diferencia significati-
va (P<0,0001) en las positivas en la técnica de ELISA para
IF,, que presentaron un nimero de dias abiertos superiores a
100, en comparacién con los que mostraron cifras inferiores,
a este parametro.

Igualmente, en las vacas positivas a IF,, que mostraron un in-
cremento significativo en los dias abiertos superiores a 100,
se evidenci6, ademas, un incremento significativo en el na-
mero de servicios superiores a uno (P<0,009).

En relaciéon con la presentacién de abortos, en el presen-
te estudio se hall6 una alta relacién estadistica (P<0,0002),
entre las vacas positivas a la prueba de ELISA para IF,, con
la presentacién de uno o mas abortos en su vida reproduc-
tiva, en comparacion con las negativas que, en el momento
del estudio, manifestaban un comportamiento reproductivo
normal. Aunque no existe historia sobre los posibles agen-
tes etiolégicos o causas de los abortos presentados ante-
riormente, es evidente la significancia estadistica, que existe
entre la positividad a listeriosis y la exposicién de abortos.
Este factor, al mismo tiempo, incide en el incremento en el
numero de dias abiertos y puede ser una de las causas del
incremento, en los servicios por concepcion.

La influencia de L. monocytogenes sobre el comportamien-
to reproductivo de las vacas ha sido estudiando por dife-
rentes autores (Abram & Doric, 1997; Parkash et al. 1998;
Gulleria & Pollard, 2000; Vasquez-Boland et al. 2001; Torres
et al. 2005), por inoculacién intravenosa, oral y respiratoria,
en animales gestantes susceptibles, como ovejas, reses, co-
nejos, cobayos y ratas. De esta manera, se demostré que la
bacteria accede al feto por penetracién hematégena.

Entre los principales mecanismos por los cuales L. mono-
cytogenes puede desencadenar la presentaciéon de aborto,
Engeland et al. (1997) planted una posible explicacién de
tipo hormonal. Después de la inoculacién del microorganis-
mo encontré una disminucién significativa en los niveles de
progesterona y un incremento en 15-ketodihydro-PGFFa.
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Esta alteracién en la funcién endocrina placentaria podria
ser la responsable del aborto por la bacteria; plantearon,
ademas, que durante la prefiez se presenta un periodo de
inmunodepresién, para evitar el rechazo allogréafico del feto,
un hecho que se puede manifestar ante cualquier enferme-
dad infecciosa y que no es exclusivo de listeriosis. A este
fenémeno, se puede anadir el hecho que L. monocytogenes
induce una disminucién de la expresién de la hemo-oxigena-
sa-1 (HO-1) en las células del trofoblasto, importantes para
reducir la expresion de las HO-1, lo cual, puede influir en la
presentacion del aborto, tal como fue observado por Irvin et
al. (2008) en ratones.

Tachibana et al. (2011) descubrieron un aspecto adicional.
El gen Bcl-XL, el cual, presenta un factor de proteccién pla-
centaria en unién de las HO-1, podria estar subregulado en
placentas de ratones infectados con L. monocytogenes; por
lo tanto, la bacteria induciria una muerte celular, por un me-
canismo alterno dependiente de la HO-1 y del gen Bcl-XL.
Poulsen et al. (2011) compararon ratones genéticamente re-
sistentes a la infeccion por L. monocytogenes con ratones
susceptibles, a una inoculacién intragastrica de disemina-
cién del microorganismo a los érganos fetales, a los tres dias
de inoculacién. Los primeros fueron mas resistentes que los
susceptibles, durante la prefez; la inflamacién y la necrosis
fueron mas severas en los susceptibles.

La presentacién del aborto por L. monocytogenes ha sido
establecida en forma definitiva por diferentes autores, en va-
rias especies; en la especie bovina, el mecanismo empleado
por el microorganismo no ha sido dilucidado especificamen-
te, por lo tanto, establecer la patogénesis del microorganis-
mo en los bovinos contribuiria al desarrollo de programas de
control de la enfermedad.

Financiacién: Este estudio fue financiado por la Universidad
de Ciencias Aplicadas y Ambientales U.D.C.A. Conflicto de
intereses: El manuscrito fue preparado y revisado con la par-
ticipacion de todos los autores, quienes declaramos que no
existe ningun conflicto de intereses que ponga en riesgo la
validez de los resultados presentados.
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