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[bookmark: _Toc216379790]RESUMEN 

Las bacterias del género Listeria están ampliamente distribuidas en el ambiente. Listeria monocytogenes es el agente causal más frecuente de listeriosis, una enfermedad transmitida por alimentos (ETA). Se sabe que los bovinos pueden actuar como portadores asintomáticos, excretando el agente a través de la materia fecal. Esto representa una vía de ingreso potencial a plantas de faena de estos animales mediante la contaminación de los cueros, constituyendo un riesgo para la inocuidad alimentaria y la salud pública. Este estudio tuvo como objetivo determinar la prevalencia de Listeria spp. en cueros y carcasas bovinas en distintas etapas de la faena, y caracterizar feno y genéticamente los aislamientos obtenidos. El muestreo se realizó entre junio de 2021 y julio de 2022 en cuatro plantas de faena habilitadas del litoral oeste de Uruguay, identificadas como A, B, C y D, respectivamente. Se analizaron 457 animales donde se tomaron muestras en tres momentos de la faena: cuero, subcutáneo y media carcasa final.  Estas se procesaron mediante cultivo bacteriologico y sobre las colonias sospechosas se realizó identificación fenotípica por pruebas bioquímicas. La caracterización molecular incluyó la detección del gen inlA y la determinación de serotipos por PCR multiplex y aglutinación. Algunos aislamientos seleccionados se estudiaron mediante secuenciación genómica completa (WGS), y se tipificaron por MLST y cgMLST. Listeria spp. fue aislada en el 33,7% (154/457) de las carcasas bovinas. La planta C tuvo significativamente mayor prevalencia (p< 0,0001) de Listeria spp. (57,5%), que las restantes (A, B y D). Se observó diferencia significativa en la prevalencia de Listeria spp. en cuero, respecto a la prevalencia en subcutáneo y media carcasa final (p= 0,0104), indicando que a lo largo de la faena hay disminución de la contaminacion. En cuanto a las interacciones, planta x momento y, momento x planta, hubo diferencias significativas entre plantas, mostrando variación en la prevalencia de Listeria spp. a nivel de cuero (p< 0,0001). La planta D presentó la mayor prevalencia en cuero. Sin embargo, a lo largo de la faena logro disminuirla. Situacion contraria ocurrio en la planta C, donde al final de la faena hubo significativamente una mayor prevalencia de Listeria spp., lo que sugiere que hubo fuentes externas de contaminación. En contraste, las plantas A y B mantuvieron una prevalencia baja a lo largo de toda la faena. De los 227 aislamientos de Listeria, 221 correspondieron a L. innocua, 3 aislamientos fueron tipificados como L. innocua atípica (portadoras de los genes inIA y hly) y tres (1,32%) correspondieron a L. monocytogenes. Estos últimos fueron caracterizados genéticamente como   CC6/CT14354, CC7/CT14355 y CC517/CT14351. Estos resultados sugieren que el cuero bovino es responsable del ingreso de este agente en la faena, que actúa como fuente potencial de contaminación de Listeria spp. y que las prácticas de higiene, tipo de intervenciones antimicrobianas declaradas e infraestructura influyen significativamente en la prevalencia observada entre plantas. Este estudio constituye el primer reporte sobre la presencia y caracterización genética de Listeria spp. en cueros y carcasas bovinas en Uruguay, aportando evidencia científica fundamental para el diseño y evaluación de programas de inocuidad en la industria frigorífica local.
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[bookmark: _Toc216379791]SUMMARY
The genus Listeria is widely distributed in the environment. Listeria monocytogenes is the most frequent causative agent of listeriosis, a foodborne disease (FBD). Cattle are known to act as asymptomatic carriers, shedding the pathogen through feces. This represents a potential route of entry of the microorganism into slaughter plants through hide contamination, constituting a risk to food safety and public health. The aim of this study was to determine the prevalence of Listeria spp. on bovine hides and carcasses at different stages of the slaughter process, and to phenotypically and genetically characterize the isolates obtained. Sampling was conducted between June 2021 and July 2022 in four authorized slaughter plants located in the western region of Uruguay, identified as plants A, B, C, and D. A total of 457 animals were analyzed, with samples collected at three stages of slaughter: hide, subcutaneous tissue, and final half-carcass. Samples were processed by bacteriological culture, and phenotypic identification of suspected colonies was performed using biochemical tests. Molecular characterization included detection of the inlA gene and serotype determination by multiplex PCR and slide agglutination. Selected isolates were further analyzed by whole-genome sequencing (WGS) and typed using MLST and cgMLST. Listeria spp. was isolated from 33.7% (154/457) of bovine carcasses. Plant C showed a significantly higher prevalence of Listeria spp. (57.5%) compared with the other plants (A, B, and D) (p < 0.0001). A significant difference in Listeria spp. prevalence was observed on hides compared with subcutaneous tissue and final half-carcasses (p = 0.0104), indicating a reduction in contamination throughout the slaughter process. Regarding interactions, both plant × stage and stage × plant showed significant differences, with variability in Listeria spp. prevalence at the hide level among plants (p < 0.0001). Plant D exhibited the highest prevalence on hides; however, it achieved a reduction throughout the slaughter process. In contrast, Plant C showed a significantly higher prevalence at the final stage of slaughter, suggesting the presence of external sources of contamination. Plants A and B maintained low prevalence levels throughout the entire process. Of the 227 Listeria isolates obtained, 221 corresponded to Listeria innocua, three were identified as atypical L. innocua isolates carrying the inlA and hly genes, and three (1.32%) corresponded to Listeria monocytogenes. The latter were genetically characterized as CC6/CT14354, CC7/CT14355, and CC517/CT14351. These results suggest that bovine hides are responsible for the entry of this pathogen into the slaughter process, acting as a potential source of Listeria spp. contamination, and that hygiene practices, declared antimicrobial interventions, and plant infrastructure significantly influence the prevalence observed among slaughter plants. This study constitutes the first report on the presence and genetic characterization of Listeria spp. on bovine hides and carcasses in Uruguay, providing essential scientific evidence for the design and evaluation of food safety programs in the local meat industry.


[bookmark: _Toc216379792]1. INTRODUCCIÓN
[bookmark: _Toc216379793]1.1 Principales características del género Listeria 
El género Listeria pertenece al super-reino Bacteria, phylum Bacillota, clase Bacilli, orden Bacillales, familia Listeriaceae. Son bacilos cortos Gram-positivo, anaerobios facultativos, no encapsulados, no formadores de esporas y móviles (Khelef et al. 2006; Wellinghausen, 2011). Los métodos convencionales de identificación de Listeria incluyen la tinción de Gram, la observación de la particular motilidad a 25ºC y diferentes reacciones bioquímicas como la catalasa, oxidasa y la producción de ácidos a partir de la utilización de diferentes carbohidratos (Swaminathan et al. 1995).

Hasta el año 2020, fueron descriptas 21 especies organizadas en dos grupos en base a su relación filogenética, el clado Listeria sensu stricto, constituido por las especies L. monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri, L. innocua, L. welshimeri, L. marthii y el clado Listeria sensu lato, constituido por L. grayi, L. rocourtiae, L. fleischmannii, L. weihenstephanensis, L. floridensis, L. aquatica, L. cornellensis, L. riparia, L. grandensis, L. booriae, L. newyorkensis, L. costaricensis, L. goaensis, L. thailandensis y L. valentina (Quereda et al. 2020). En el año 2021 se describieron 5 nuevas especies, de las cuales L. farberi, L. immobilis y L. cossartiae fueron propuestas para el clado Listeria sensu stricto y L. portnoyi y L. rustica para el clado Listeria sensu lato (Carlin et al. 2021) (Figura 1). Recientemente se agregaron dos nuevas especies Listeria ilorinensis (Raufu et al. 2022) y Listeria swaminathanii (Carlin et al. 2022) sumando un total hasta el momento de 28 especies (Orsi et al. 2024). 

Las bacterias del género Listeria se encuentran ampliamente distribuidas en el ambiente. Se han aislado a partir de muestras de suelo, materia orgánica en descomposición, agua, efluentes, alimento para animales, carne fresca y procesada, leche cruda, quesos, fetos y placentas, así como también en heces de humanos y animales, infectados asintomáticos y enfermos (Vázquez-Boland et al. 2001; Lyautey et al. 2007; Benadof, 2008; Wellinghausen, 2011; den Bakker et al. 2014; Linke et al. 2014).

Listeria monocytogenes es el principal agente causal de listeriosis en humanos y animales (sobre todo rumiantes). L. ivanovii se ha descrito en animales domésticos (Alexander et al. 1992) y en 8 casos de enfermedad reportados en seres humanos (Guillet et al. 2010). L. innocua, L. seeligeri y L. grayi también se han identificado esporádicamente como causa de enfermedad en humanos y animales (Rocourt et al. 1986; Walker et al. 1994; Perrin et al. 2003; Rapose et al. 2008; Rocha et al. 2013; Matto et al. 2022).  
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Figura 1: Dendograma de aislamientos de Listeria spp. basado en valores ANIb. La línea roja discontínua vertical se ubica en 95%, límite de corte propuesto para la diferenciación de especies. Tomado de: Carlin et al. 2021
[bookmark: _Toc216379794]1.2 Listeria monocytogenes 
Como se mencionó anteriormente, L. monocytogenes es el principal agente causal de listeriosis en humanos y rumiantes (Bagatella et al. 2022). Además, esta enfermedad se ha reportado en una gran variedad de especies incluyendo caninos, felinos, equinos, suinos, camélidos sudamericanos, venados y aves (Low y Donachie 1997). 

L. monocytogenes tiene una distribución ubicua y una gran habilidad para crecer bajo condiciones ambientales adversas o extremas tales como, altas concentraciones salinas (10% de NaCl), pH entre 4.5 a 9.0 y temperaturas entre 0°C y 45°C (Vázquez-Boland et al. 2001), lo que le permite sobrevivir y crecer en alimentos y entornos de procesamiento, almacenamiento y distribución de alimentos, aumentando el riesgo de contaminación del producto final.

Las cepas de L. monocytogenes pueden diferenciarse en función de las variaciones de sus antígenos somáticos (O) y flagelares (H) detectadas mediante anticuerpos (López et al. 2006). Existen 15 subtipos del antígeno somático (I-XV) y cuatro del antígeno flagelares (a-d). La combinación de los antígenos O y H determina el serotipo de cada cepa. En la actualidad se conocen 14 serovariedades de L. monocytogenes: 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 4ab, 4c, 4d, 4e, 4h y 7 (Doumith et al. 2004; Leclercq et al. 2011; Yin et al. 2019). Sin embargo, más del 95% de los casos de listeriosis en humanos y animales es causado por los serotipos 1/2a, 1/2b y 4b. Mientras que las cepas de la serovariedad 1/2c se encuentran esporádicamente como contaminantes en diversos alimentos (Vázquez-Boland et al. 2001; Oevermann et al. 2010; Braga et al. 2017).

La serotipificación fue la técnica de subtipificación utilizada inicialmente en investigaciones epidemiológicas y proporcionó, además, la primera evidencia de que los subtipos de L. monocytogenes se comportan de manera diferente tanto ambiental como clínicamente (Bagatella et al 2022). Sin embargo, dado que la mayoría de los casos de listeriosis (95%) son causados por tres serotipos, su utilidad como herramienta para estudios epidemiológicos es limitada. Posteriormente, se desarrolló la Electroforesis de Gel de Campo Pulsado (PFGE) que fue la técnica estándar de subtipificación por 20 años (https://www.paho.org/es/red-pulsenet-america-latina-caribe-pnalc). Actualmente, con el empleo de las técnicas moleculares y la secuenciación del genoma completo (WGS), se ha logrado un avance importante en la caracterización de las cepas de Listeria, ya que estas técnicas permiten detectar diferencias entre cepas del mismo serotipo e incluso pulsotipo (Datta y Burrall, 2018). Los análisis filogenéticos realizados con tipificación de secuencias multilocus (MLST) identificaron 4 linajes distintos (I-IV), 14 serotipos asociados y 1500 secuenciotipos (STs) agrupados en complejos clonales (CCs) (Ragon et al. 2008). Recientemente, otros investigadores desarrollaron un core-genoma MLST (cgMLST, Moura et al. 2016) que evalúa 1748 loci, agrupando los aislamientos en cg-MLST tipo (CT-si tienen menos de 7 diferencias alélicas) otorgando un mayor poder discriminatorio (Mota et al. 2025).
Listeria monocytogenes se agrupa en dos linajes principales (I, II) que con frecuencia se aíslan de diversas fuentes, y en dos linajes menores (III, IV) que se aíslan esporádicamente de infecciones animales (Bagatella et al. 2022). El linaje I es el genéticamente más homogéneo y es el responsable de los aislamientos clínicos humanos y casos de neurolisteriosis en rumiantes (Dreyer et al. 2016; Orsi et al 2011). Por el contrario, el linaje II es genéticamente heterogéneo e incluye predominantemente cepas asociadas a alimentos y al medio ambiente, pero en menor medida asociadas con enfermedades en seres humanos y rumiantes (Jeffers et al. 2001; Orsi et al. 2011).


[bookmark: _Toc216379795]1.3 Patogenia y factores de virulencia
Listeria monocytogenes es una bacteria de carácter invasiva, definida como patógeno intracelular facultativo, capaz de inducir su propia internalización en macrófagos y en varios tipos de células eucariotas que no son normalmente fagocíticas, como células epiteliales, fibroblastos, hepatocitos, células endoteliales, células dendríticas y neuronas (Vázquez- Boland et al. 2001). El potencial de L. monocytogenes para causar enfermedad depende básicamente de su capacidad para sobrevivir en el tubo digestivo, invadir y replicarse en estas células, y para atravesar la barrera intestinal, mantenerse viable en el torrente sanguíneo y traspasar la barrera placentaria y hemato-encefálica (Cossart, 2011). El ciclo comienza con la adhesión de la bacteria a la superficie de la célula eucariota y posterior penetración en la célula hospedadora. La entrada en células no fagocíticas es mediada por dos proteínas de superficie, las internalinas A y B (InlA e InlB), que interaccionan con receptores específicos de la célula hospedadora. Por acción de los factores listeriolisina O (LLO) y las fosfolipasas A y B (PlcA y PlcB) (esta última necesita ser activada previamente por una metaloprotesa [Mpl]), se daña la membrana de la vacuola fagocítica, provocando su lisis y la liberación bacteriana. (Rolhion y Cossart, 2017). Una vez en el citosol, L. monocytogenes expresa los genes necesarios para adquirir nutrientes y empezar una rápida multiplicación celular. Posteriormente, se induce la formación de filamentos de actina en un polo de la bacteria gracias a la proteína ActA, lo que permite el movimiento intracelular hacia las células vecinas y la diseminación de L. monocytogenes célula a célula, que se rodea a su paso de una doble membrana (Rolhion y Cossart, 2017). Esta doble membrana se rompe finalmente en la célula vecina por la acción de LLO, PlcA y PlcB, y se inicia un nuevo ciclo de diseminación intracelular.

[bookmark: _Toc216379796]1.3.1 Patogenia en humanos
La entrada de L. monocytogenes en el organismo se produce principalmente por vía oral a través del consumo de alimentos o agua contaminada. Luego que la bacteria atraviesa la barrera intestinal, llega a los ganglios linfáticos mesentéricos y desde allí a los órganos diana: hígado y bazo (Vázquez- Boland et al. 2001). Allí establecen focos infecciosos que en un individuo inmunocompetente se eliminan eficazmente por la inmunidad adaptativa.  En adultos sanos, sin condiciones predisponentes evidentes el proceso es subclínico. Si la dosis infecciosa es mayor puede causar gastroenteritis febril o en casos raros, enfermedad invasiva (Vázquez-Boland et al. 2001). En pacientes inmunocomprometidos, adultos mayores o recién nacidos que no pueden generar inmunidad eficazmente, los focos primarios no se resuelven y las bacterias pueden liberarse al torrente sanguíneo, generando una bacteriemia febril y posterior infección invasiva en otros sitios incluyendo el cerebro. En mujeres embarazadas puede ocurrir la transmisión vertical transplacentaria, L. monocytogenes coloniza útero además de hígado y bazo. En placenta, la bacteria puede proliferar en gran número y actuar como reservorio secundario, que al liberarse al torrente sanguíneo pueden volver a infectar órganos diana de la madre lo que mantiene y amplifica la infección (Bakardjiev et al. 2006). La diseminación transplacentaria al feto produce aborto, muerte fetal o sepsis neonatal (Figura 2). 
La forma neonatal de aparición tardía, por infección adquirida durante el pasaje por el canal de parto o más tarde puede acompañarse de meningitis (Vázquez- Boland et al. 2001).  
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Figura 2: Patogénesis de la infección por L. monocytogenes en humanos. Tomado de: Koopmans et al. 2023.

[bookmark: _Toc216379797]1.3.2 Patogenia en rumiantes
En rumiantes la forma nerviosa es la más común (Oevermann et al. 2010). La bacteria accede a los nervios luego de atravesar las barreras mucocutáneas (nervios oculares, nervios de la cavidad oral y tracto gastrointestinal) (Jin et al. 2001). La migración intraaxonal retrograda desde la periferia hasta el tronco encefálico, es mediada por actina, producida por el gen actA (Akiyama et al. 1957; Barlow y McGorum 1985; Otter y Blakemore 1989; Antal et al. 2005; Oevermann et al. 2010; Chenal-Francisque et al. 2011; Wei et al. 2020). Luego de acceder al tronco encefálico L. monocytogenes se propaga dentro del cerebro y causa romboencefalitis (Figura 3) (Bagatella et al. 2022).
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Figura 3: Patogénesis de L. monocytogenes en Rumiantes. Tomado de: Bagatella et al. 2022.

[bookmark: _Toc216379798]1.3.3 Factores de virulencia conocidos
Seis de los factores de virulencia responsables de la vida intracelular de L. monocytogenes (PrfA, PlcA, LLO, Mpl, ActA y PlcB) están codificados por genes que se encuentran situados en una región de 9 kb del cromosoma denominada isla de patogenicidad 1 (LIPI-1). PrfA es considerado el principal regulador de la virulencia de L. monocytogenes, ya que regula la activación transcripcional de todos los genes del clúster, incluida la suya propia, así como la de otros genes situados en otros lugares del cromosoma, como es el caso de las Internalinas A, B, C y J, y la permeasa Hpt (Vázquez-Boland et al. 2001). 
También se ha caracterizado otro clúster de genes llamado LIPI-3, que codifica un factor hemolítico y citotóxico, la listeriolisina S (LLS) (Cotter et al. 2008). LLS, codificado por llsA, actúa como una bacteriocina y altera la composición de la microbiota, lo que resulta en un aumento en la cantidad luminal de L. monocytogenes, mientras que llsB, otro gen de LIPI-3, desempeña un papel en la fase sistémica de la infección (Quereda et al. 2016). LIPI-3 funcional o sus remanentes también pueden estar presentes en algunas cepas de L. innocua (Moura et al. 2019; Clayton et al. 2014), donde su función no está definida, lo que refuerza la hipótesis de que las dos especies comparten un ancestro patógeno común (Moura et al. 2019). 
Otro cluster de genes de patogenicidad fue descrito posteriormente, y llamado LIPI-4. Participa en la infección placentaria y del SNC en un modelo in vivo de listeriosis, mediante un mecanismo hasta ahora desconocido (Maury et al. 2016). Este grupo sólo está presente en L. monocytogenes CC4-SL4 y L. innocua, pero se desconoce su papel en esta última (Disson et al. 2021).
Listeria innocua es considerada una especie no patógena y no hemolítica (Matto et al. 2022; Gana et al. 2023). Sin embargo, evolutivamente está estrechamente relacionada con L. monocytogenes y se ha propuesto que ambas especies provienen de un ancestro virulento común (Clayton et al. 2014; Gana et al. 2023). Las diferencias entre ambas especies se atribuyen principalmente a la pérdida de genes por parte de L. innocua conservando otros (Clayton et al. 2014) incluidos en la isla de patogenicidad (LIPI-1), LIPI-3, and LIPI-4 (Gana et al. 2023; Mafuna et al. 2022; Lee et al. 2023). La presencia del gen hly que forma parte de LIPI-1 en el genoma de L. innocua es responsable de la hemolisis presente en las cepas atípicas (Moreno et al. 2012; Moura et al. 2019). Las cepas atípicas pueden actuar como reservorios de genes de virulencia, los cuales podrían por transferencia horizontal podrían pasarse a otras especies de Listeria (Moreno et al. 2012). Listeria innocua hemolítica atípica se ha reportado en pescado y mariscos de Asia, donde se describió el primer aislamiento de esta especie (Johnson et al. 2004), así como también en cerdos y frigoríficos de cerdos en Norte América (Moreno et al. 2012), y en aves de corral en Europa (Milillo et al. 2012). Estas cepas atípicas pueden atravesar la barrera intestinal y diseminarse a órganos internos (Mafuna et al. 2022) aunque su virulencia sigue siendo menor en comparación con las cepas patógenas de L. monocytogenes (Moura et al. 2019).
[bookmark: _Hlk216728523]En cuanto a su relevancia para la salud pública, existen varios casos clínicos graves reportados de L. innocua atípica en personas inmunocomprometidos (Moura et al. 2019; Ramadan et al. 2023), quienes manifestaron sepsis neonatal (Arumugam et al. 2021) meningoencefalitis en un niño de tres años (Liao et al. 2022) e infección articular (Gupta et al. 2023). Por lo tanto, L. innocua puede comportarse como patógeno bajo ciertas condiciones (Gradovska et al. 2022; Lee et al. 2023; Zhang et al. 2025) lo que supone reforzar las estrategias de control a lo largo de la cadena alimentaria (Kaszoni-Rückerl et al. 2020; Gradovska et al. 2022). 

[bookmark: _Toc216379799]1.4 Listeriosis en humanos 
Como ya se mencionó en la sección anterior, la listeriosis humana es una enfermedad diseminada de forma horizontal y transmitida por alimentos (ETA), causada principalmente por L. monocytogenes. Si bien no es la ETA más común, es la que tiene la mayor tasa de letalidad (20-30%) en grupos humanos con diferentes comorbilidades y en los extremos de la vida (Vázquez-Boland et al. 2001). En el año 2019, esta enfermedad tuvo la mayor proporción de casos hospitalizados y muertes de todas las zoonosis bajo vigilancia de la Unión Europea. Por esta razón, es considerada una de las enfermedades transmitidas por alimentos más graves y que está bajo vigilancia de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2021).

En humanos, la listeriosis puede cursar de forma leve, no invasiva, caracterizada por una gastroenteritis febril leve, autolimitada o puede presentarse la forma invasiva llevando a cuadros de meningitis, meningoencefalitis o bacteriemia en grupos de riesgo como adultos mayores, mujeres embarazadas, recién nacidos y personas inmunodeprimidas (Cartwright et al. 2013; Tejera et al. 2015). Además de la presentación clásica de gastroenteritis febril en personas sanas, L. monocytogenes puede provocar infecciones cutáneas por la inoculación directa en la piel con este microorganismo, situación que ocurre en veterinarios, anatomopatólogos y trabajadores rurales expuestos a materiales animales o vegetales contaminados. Ambas condiciones son de sintomatología inespecífica y muchas veces sub-diagnosticadas (Swaminathan y Gerner-Smidt, 2007).

L. monocytogenes está asociada al consumo de alimentos contaminados, en su mayoría alimentos listos para el consumo -ready-to-eat- (RTE) que no requieren cocción previa, apenas calentamiento en algunos casos. Los productos lácteos, carnes ahumadas, patés, fiambres, panificados, frutas y verduras frescas o procesadas se encuentran entre los alimentos más frecuentemente involucrados en los brotes de listeriosis (Cartwright et al. 2013; Autio et al. 2000). De hecho, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) informó que en 2022 se notificaron 2738 casos confirmados de listeriosis invasiva en humanos. En nueve brotes de origen alimenticio causados por L. monocytogenes la mayoría de los alimentos involucrados fueron carne y productos cárnicos listos para el consumo (EFSA, 2023). El brote de listeriosis que causó el mayor número de muertes registrado hasta ahora ocurrió en Sudáfrica entre los años 2017 y 2018, donde 728 personas fueron afectadas y 193 murieron (mortalidad del 27%) (Thomas et al. 2020). 

En Uruguay en el año 2016 se reportó un aumento de casos de listeriosis invasiva con características de brote, comparado con las cifras contabilizadas anualmente.  Ocurrieron 13 casos de los cuales 4 fallecieron (MSP, 2017). 
Por otro lado, en un estudio donde se analizaron 3175 muestras de alimentos provenientes de comercios minoristas e industrias alimenticias del departamento de Montevideo, se aisló L. monocytogenes en el 11,2% de las muestras. La mayor prevalencia se observó en alimentos congelados (38%) y quesos (10%) (Braga et al. 2017). A diferencia de lo reportado anteriormente, otros países obtuvieron diferentes prevalencias según el tipo de alimento analizado.  Si bien es difícil establecer comparaciones debido a la metodología usada y hábitos culinarios y alimentarios, en Chile, el alimento con mayor prevalencia fue el paté (55%) (Montero et al. 2015), mientras que, en China, los alimentos congelados obtuvieron un 38% de prevalencia, donde se incluyó pizza, filetes de pescado, lasaña, ravioles, pollo y carne; seguido de queso (10%) y muestras RTE (9%) (sándwiches, ensaladas de vegetales, ensaladas de pollo, salsa boloñesa, tarta de queso y tarta de manzana) (Chen et al. 2015). 

[bookmark: _Toc216379800]1.5 Listeriosis en animales
En cuanto a los animales, los rumiantes son los más frecuentemente afectados (Low y Donachie 1997). La romboencefalitis representa la mayoría de los casos clínicos en estos animales (Morin, 2004). Generalmente se asocia con la afectación unilateral y con menor frecuencia bilateral de tronco encefálico y los nervios craneales (Low y Donachie 1997; Morin, 2004; Schweizer et al. 2006).  La parálisis facial y de la lengua unilateral es común y produce caída ipsilateral de la oreja, el párpado, el labio, hipersalivación y anorexia, ataxia, movimientos circulares, depresión, decúbito y muerte (Morin, 2004; Oevermann et al. 2010; Rissi et al. 2010; Bagatella et al 2022). Además, existen otras formas clínicas como abortos en el último tercio de gestación (Margineda et al. 2012), septicemia neonatal (Bagatella et al. 2022), mastitis (Winter et al. 2004), gastroenteritis (Fairley et al. 2012; 66.	García et al. 2016) y queratoconjuntivitis/uveítis (Kummeneje y Mikkelsen 1975; Laven y Lawrence 2006; Evans et al. 2004). 
Los rumiantes sanos actúan como portadores asintomáticos de L. monocytogenes y excretan dicha bacteria por materia fecal y/o leche (Nightingale et al. 2004; Winter et al. 2004; Esteban et al. 2009; Pintado et al. 2009). Estas condiciones favorecen la infección primaria de los rumiantes y la circulación/mantenimiento de L. monocytogenes en el ambiente de los predios agropecuarios. Además, esto constituye un riesgo potencial para la transmisión de este patógeno a los seres humanos a través de su entrada en la cadena agroindustrial, contaminando los alimentos de origen animal como la carne o la leche (Ho et al. 2007). 

[bookmark: _Toc216379801]1.6 Listeria innocua en la industria de alimentos para consumo humano
L. innocua es una bacteria ubicua que se encuentra ampliamente distribuida en ambientes naturales e industriales, incluidos los alimentos y las instalaciones de procesamiento (Moreno et al. 2012; Moura et al. 2019; Gradovska et al. 2022). También se ha reportado su presencia en leche y productos lácteos (Kaszoni-Rückerl et al. 2020; Ramadan et al. 2023). 
L. innocua está presente en los mismos productos alimenticios y en el ambiente que L. monocytogenes (Chen et al. 2010; Palaiodimou et al. 2021; Gana et al. 2023).  Incluso ambas especies han sido aisladas de la misma muestra (Koo et al. 2014; Kaszoni-Rückerl et al. 2020).  Además, varios trabajos indican que L. innocua es más prevalente en ambiente de procesamientos de alimentos en comparación con L. monocytogenes (Kaszoni-Rückerl et al. 2020; Gana et al. 2023), y presenta un crecimiento más rápido en alimentos, enmascarando el crecimiento de L. monocytogenes y provocando resultados falsos negativos (Moreira et al. 2022). Debido a las características mencionadas anteriormente, y a sus similitudes genómicas y fenotípicas, L. innocua es considerada un indicador de que existen condiciones favorables para el crecimiento o supervivencia de L. monocytogenes (Mafuna et al. 2022). 

[bookmark: _Toc216379802]2. ANTECEDENTES ESPECÍFICOS
Varios estudios sugieren que los bovinos son los principales responsables de la contaminación dentro de la industria frigorífica (Autio et al. 2000; Churchill et al. 2006; Guerini et al. 2007; Galvão et al. 2012; Demaître et al. 2020), ya que el cuero contaminado con materia fecal, es el principal responsable de la contaminación de las carcasas durante la faena (Bell, 1997; Madden et al. 2007). Por otra parte, la presencia de L. monocytogenes y L. innocua en materias primas como la carne, leche, etc. son vehículos para el ingreso de la bacteria a las plantas elaboradoras de los alimentos (Carpentier y Cerf 2011; Santorum et al. 2012; Zawiasa et al. 2025).

[bookmark: _Toc216379803]2.1 Antecedentes específicos internacionales 
A nivel internacional la prevalencia de L. monocytogenes ha sido estudiada en cueros, carcasas bovinas y en el medio ambiente de las plantas frigoríficas. 
En cuanto a la prevalencia de L. monocytogenes en cueros y carcasas bovinas, la misma se ha estudiado en diferentes países con resultados variables entre si (Tabla 1). 
En Bélgica, se estudió la prevalencia de L. monocytogenes en 4 plantas frigoríficas, sobre cuero, canal y medio ambiente, reportando un 93% de prevalencia de esta bacteria en cueros bovinos. Si bien este porcentaje es muy alto, la prevalencia de L. monocytogenes de la mayoría de los reportes estudiados fue inferior. En este sentido, en dos estudios realizados en Polonia la prevalencia de L. monocytogenes fue la misma para ambos. Tanto, Dmowska et al. (2013), como Wieczorek et al. (2012) reportaron que, de un total de 406 muestras, la prevalencia en cueros fue de 10,8% y 2,5% en carcasas bovinas respectivamente. 
En Estados Unidos, Rivera-Bentancourt et al. (2004) reportaron prevalencias más altas de L. monocytogenes en cueros bovinos de una planta frigorífica al sur del país (18,7%), respecto a una planta ubicada al norte (0,8%). Además, estos autores estudiaron la prevalencia de Listeria en carcasas pre evisceración, y obtuvieron resultados similares entre ambas plantas (0,8% vs 0%, sur y norte respectivamente) y en carcasas post evisceración, donde en ninguna de las plantas se encontró la bacteria. En el mismo país, Guerini et al. (2007) estudiaron la prevalencia de Listeria y los serotipos de L. monocytogenes recuperados de cuatro plantas frigoríficas diferentes, incluyendo todas las estaciones del año. De un total de 604 muestras analizadas, el cuero presentó una prevalencia de 13,3%; mientras que en carcasas previa evisceración 4,8% y en carcasas post evisceración 2,8% respectivamente. 
Por último, en Brasil un estudio realizado en el distrito federal no encontró L. monocytogenes en 45 medias carcasas bovinas (15 antes del lavado; 15 después del lavado y 15 después de 24 horas de maduración) (Palma et al. 2016).





Tabla 1: Prevalencia de L. monocytogenes en cuero bovino, carcasas pre eviscerado y carcasas post eviscerado en trabajos previamente publicados. 
	Autor(es), año
	País
	n estudiado
	Prevalencia (%) cuero
	Prevalencia (%) carcasa pre eviscerada
	Prevalencia (%) carcasa post eviscerada

	Demaître et al. 2021
	Bélgica
	120
	93
	s/d
	0

	Palma et al. 2016
	Brasil
	45
	s/d
	0
	0

	Dmowska et al. 2013
	Polonia
	406
	10,8
	2,5
	s/d

	Wieczorek et al. 2012
	Polonia
	406
	10,8
	2,5
	s/d

	Guerini et al. 2007
	Estados Unidos
	604
	13,3
	4,8
	2,8

	Rivera-Bentancourt et al. 2004
	Norte de Estados Unidos
	1033
	0,8
	1,1
	0

	[bookmark: _Hlk190942330]Rivera-Bentancourt et al. 2004
	Sur de Estados Unidos
	1033
	18,7
	0
	0


s/d: Sin datos 

En cuanto a la presencia de L. monocytogenes en el ambiente de frigoríficos, esta bacteria se ha recuperado de diversos lugares como: desagües (Rivera- Bentancourt et al. 2004; Palma et al. 2016), cuchillos (Demaître et al. 2021; Zhao et al. 2021), plataforma de evisceración (Demaître et al. 2021), tabla de picar (Zhao et al. 2021), sierra de pecho (previo y posterior uso) y cinta transportadora (Rivera- Bentancourt et al. 2004). Lo cual demuestra que utensilios utilizados en la faena, también constituyen fuentes de contaminación de la carcasa. (Zawiasa et al. 2025).

Por otra parte, varios trabajos regionales han estudiado la presencia de L. monocytogenes en carnes. En Chile, estudios realizados en muestras de carne picada revelaron altas tasas de contaminación por L. monocytogenes. Foerster et al. (2012) obtuvo una prevalencia de 37% en carne picada proveniente de supermercados, lo que podría indicar que el procesamiento y almacenamiento a 4ºC pueden aumentar significativamente el nivel de contaminación (Fenlon et al. 1996). Otro estudio realizado en Chile entre los años 2008 y 2012, evaluó la presencia de L. monocyotgenes en 3647 muestras de alimentos, donde la mayor recuperación se encontró en carnes rojas 14/60 (23%), seguido de carne de aves (223/1196) (19%) y otros alimentos (2%) (Saludes et al. 2015). En Brasil, sobre 125 muestras de carne analizadas provenientes de establecimientos comerciales (listos para la venta al público) se encontró un 8,9% de prevalencia para L. monocytogenes (Palma et al. 2016). Otro trabajo realizado en el estado de Mato Grasso, realizado sobre 50 muestras de carne proveniente de plantas procesadoras aprobadas para exportación, obtuvo una prevalencia de L. monocyotogenes del 12% (Teixeira et al. 2019). 

Como ya se mencionó, L. monocytogenes es de naturaleza ubicua y puede tolerar factores de estrés ambientales, además de que tiene la capacidad de formar una matriz extracelular polimérica (biopelícula), que le permite adherirse y colonizar las superficies ambientales, resistir a la desecación, la luz ultravioleta, tratamientos con antimicrobianos y desinfectantes (Borucki et al. 2003). Este microorganismo puede estar presente en el entorno de las plantas de elaboración de alimentos por años. Este hecho se ha corroborado en plantas frigoríficas (Demaître et al. 2021; Palma et al. 2016; Rivera-Bentancourt et al. 2004; Zhao et al. 2021) desagües (Rivera-Bentancourt et al. 2004; Palma et al. 2016), y en plantas de producción de quesos (Ho et al. 2007). 

[bookmark: _Toc216379804]2.2 Antecedentes específicos nacionales
[bookmark: _Toc216379805]2.2.1 Estudios sobre bacterias que provocan enfermedades transmitidas por alimentos
En cuanto a las enfermedades transmitidas por los alimentos, a nivel nacional se han realizado diferentes trabajos en agentes bacterianos de gran relevancia para la inocuidad de los alimentos. En los últimos años, varios estudios se han centrado en la detección y prevalencia de bacterias patógenas en productos alimenticios, especialmente en productos lácteos y cárnicos. 

En 2002 se obtuvo el primer aislamiento local de O157:H7 a partir de las heces de una niña con síndrome urémico hemolítico (SUH) (Gadea et al. 2004). 
En 2006, se realizó el primer análisis sobre la frecuencia de Escherichia coli O157:H7 en el país. Este trabajo incluyó el análisis de 6000 muestras de materia fecal de novillos de 3 años o más provenientes de 133 establecimientos en terminación. La prevalencia de E. coli O157:H7 fue baja (≤ 0,05% ± 0,05). Además de E. coli O157:H7, se estudió la presencia de Salmonella, encontrándose en 5 de los 133 establecimientos (Fernández, 2006). 

Más reciente en el tiempo, se realizaron dos estudios centrados en la calidad higiénico-sanitaria de quesos artesanales. El primero de ellos, realizado en los Departamentos de Salto, Paysandú y Río Negro, encontró que las muestras de quesos excedían los límites permitidos para Staphylococcus coagulasa positivos, y también reportó niveles elevados de E. coli, aunque no se detectaron Listeria monocytogenes ni Salmonella spp. (Barca, 2012). Un estudio similar, en el Departamento de Colonia, también analizó quesos artesanales de pasta dura, encontrando recuentos elevados de Staphylococcus coagulasa positivos, pero sin la presencia de L. monocytogenes ni Salmonella spp. En este estudio, los recuentos de coliformes totales y termotolerantes fueron variables, sin evidenciar recuentos elevados (Barneche y Villagran, 2012). Estos estudios subrayaron la necesidad de un control más estricto sobre las prácticas de higiene en la producción de quesos artesanales, especialmente en relación con Staphylococcus coagulasa positivos y E. coli. 
Por otro lado, en un esfuerzo por caracterizar mejor las cepas locales de Escherichia coli productoras de toxina Shiga, se llevó a cabo un estudio entre 2005 y 2017 con muestras de alimentos, bovinos y casos clínicos en humanos. Los resultados mostraron que los serotipos de E. coli   O157:H7 y O26 asociados con casos de SUH en seres humanos estaban presentes en alimentos (carne picada lista para consumo), y heces de bovinos en campo, lo que resalta la relevancia de estos serotipos en la seguridad alimentaria y en la salud pública (Vázquez, 2020). Este trabajo mostró una relación entre los serotipos específicos de E. coli y la contaminación de alimentos, lo que contribuyó a una mejor comprensión de cómo estas bacterias son transmitidas desde los animales hacia los humanos. Por último, en 2023 Mussio et al. reportaron una prevalencia de 0.25% de STEC O157:H7 en carcasas bovinas de 37 frigoríficos. 

[bookmark: _Toc216379806]2.2.2 Estudios sobre Listeria monocytogenes 
La preocupación por L. monocytogenes en Uruguay ha crecido a lo largo de los años, debido a su presencia tanto en el ambiente agropecuario como en alimentos. 

En 2007, el USDA (United States Department of Agriculture, Estados Unidos) examinó 226 muestras de trimming uruguayo exportado a Estados Unidos y encontró que el 24% estaban contaminadas con L. monocytogenes. Este estudio fue el primero en alertar sobre la alta prevalencia de esta bacteria en la carne, destacando que Uruguay tenía los valores más altos de recuperación en comparación con otros países como Australia, Nueva Zelanda y Estados Unidos (Bosilevac et al. 2007). 
Al año siguiente, probablemente en respuesta al trabajo publicado, Rovira et al. (2008) evaluaron el estatus microbiológico de un total de 120 muestras de cueros pertenecientes a 10 bovinos en pastoreo.  Se concluyó que las condiciones higiénicas de los cueros bovinos eran buenas. Sin embargo, esta conclusión no excluye la posibilidad de que otros productos, como la carne, puedan estar contaminados por L. monocytogenes debido a otros factores dentro de la cadena de producción o en los puntos de procesamiento. 

En 2016, se realizaron estudios en el Departamento de Paysandú sobre la presencia de Listeria monocytogenes en bovinos y en el ambiente de los predios lecheros. Este estudio reveló que el 82% de los establecimientos tuvieron aislamientos de Listeria spp., y el 36% presentó al menos un aislamiento de L. monocytogenes (Matto, 2016). Además, se detectó que vacas sanas excretaban tanto L. monocytogenes como L. innocua en su materia fecal, comprobando la condición de portador asintomático que tienen los bovinos a nivel local (Matto et al. 2017, 2018).  Otro hallazgo reportado en predios lecheros fue la presencia de L. monocytogenes en pasturas, lo que implicaba que el entorno agropecuario podría actuar como reservorio de esta bacteria (Matto et al. 2017; Matto et al. 2018).

En paralelo, los estudios sobre la contaminación de alimentos de consumo humano también han mostrado una tendencia preocupante. En 2017, se analizó la prevalencia de L. monocytogenes en 3175 muestras de alimentos recolectadas de comercios minoristas e industrias alimenticias en Montevideo. Los resultados indicaron que el 11,2% de las muestras estaban contaminadas, con una mayor prevalencia en alimentos congelados (38%) y quesos (10%) (Braga et al. 2017). 

A nivel normativo, Uruguay se rige por el Reglamento Bromatológico Nacional (Decreto 315/994), que establece que los chacinados y quesos deben estar libres de L. monocytogenes. Sin embargo, esta norma solo se aplica a estos productos alimenticios, dejando sin regular otros productos potencialmente riesgosos para la presencia de la bacteria.
En 2024 Europa (Holanda), a través del portal RASFF comunicó la presencia de Listeria monocytogenes en un embarque de carne uruguaya. Esta situación muestra parte del impacto económico que puede tener la presencia de estas baterias en este tipo de productos de exportación (https://webgate.ec.europa.eu/rasff-window/screen/notification/678209). 

 En un estudio realizado en el año 2020 por Vidal y Tur, analizaron 100 refrigeradores domésticos en Montevideo. Los resultados mostraron que en 4 de estos refrigeradores se encontró L. monocytogenes, mientras que L. innocua estaba presente en 22 de ellos. Sorprendentemente, la mayoría de los refrigeradores (86%) estaban a temperaturas superiores a 4°C, lo que favorece el crecimiento de esta bacteria (Vidal y Tur, 2020). Este estudio refuerza la necesidad de control y educación a propósito de buenas prácticas de manipulación y almacenamiento doméstico de alimentos, así como de lugares que sirven comidas al público, para reducir el riesgo de contaminación.

Los estudios realizados hasta ahora sobre L. monocytogenes en Uruguay han ampliado la comprensión sobre la distribución y los riesgos para la salud de esta bacteria.  A medida que se han realizado investigaciones más exhaustivas, ha quedado claro que L. monocytogenes persiste en diversos entornos, desde los predios lecheros hasta los hogares, lo que subraya la necesidad de un enfoque integral en el control de esta bacteria. Los avances en la investigación y la legislación, junto con una mayor concienciación en las prácticas de almacenamiento y manipulación de alimentos, son pasos fundamentales para mitigar los riesgos asociados con esta bacteria y proteger la salud pública.
En lo que respecta a la presencia de Listeria en carnes y/o ambiente de plantas de faena nacionales, en esta revisión bibliográfica no se encontraron trabajos científicos locales en diversas bases de datos como Scielo, Google académico y Pubmed, utilizando las palabras claves bovino, Listeria, carne, cuero, frigorífico, prevalencia, Uruguay. 

[bookmark: _Toc216379807]3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Como ya se mencionó, en Uruguay se ha reportado que L. monocytogenes es excretada por materia fecal tanto por bovinos de leche como bovinos de carne, y que además está presente en el ambiente de los predios agropecuarios (Matto et al. 2017; 2018; 2019). Por otro lado, otros trabajos científicos mencionan a los cueros bovinos como la principal fuente de contaminación de carcasas durante la faena (Bell, 1997; Madden et al. 2007). Asimismo, se ha documentado la capacidad de Listeria de persistir en el ambiente gracias a su habilidad de formar biopelículas, resistir a la desecación, la luz ultravioleta, tratamientos con antimicrobianos y desinfectantes (Borucki et al. 2003). Diversos trabajos científicos han demostrado su presencia en el entorno de plantas frigoríficas (Rivera-Bentancourt et al. 2004; Guerini et al. 2007; Wieczorek et al. 2012; Dmowska et al. 2013; Palma et al. 2016; Demaître et al. 2021) y se ha comprobado, además, la presencia de L. monocytogenes en carnes uruguayas. Por todo lo expuesto hasta aquí, resulta probable que tanto los cueros como las carcasas bovinas se encuentren contaminados con Listeria spp. durante la faena, lo que representa un factor de riesgo para la inocuidad de la carne y, por lo tanto, para la salud pública y la economía del país. 
En Uruguay no se han realizado estudios previos sobre la presencia de Listeria spp. en cueros y carcasas bovinas hasta ahora, por lo cual consideramos relevante desarrollar esta investigación. 

[bookmark: _Toc216379808]4. HIPÓTESIS
Listeria spp. está presente en el cuero y también en la carcasa de los animales durante la faena, y varía en función del momento y planta analizada.

[bookmark: _Toc216379809]5. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia de Listeria spp. en cueros y carcasas bovinas en establecimientos de faena del litoral oeste de Uruguay.

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

Determinar mediante cultivo microbiológico estándar la prevalencia de Listeria spp. en cueros, superficie del tejido celular subcutáneo y carcasas bovinas y, compararla en tres momentos distintos de la faena.

Caracterizar los aislamientos de Listeria spp. mediante pruebas fenotípicas y moleculares en cuanto a especie, presencia del gen que codifica internalina A (InlA) y, en los aislamientos identificados como L. monocytogenes definir el perfil de serotipo. 

Caracterizar genéticamente mediante secuenciación del genoma completo (WGS) los aislamientos de Listeria spp. que, por sus características fenotípicas, sea necesario/interesante profundizar en su estudio. 

Utilizando la secuenciación de genoma completo, clasificar genéticamente los aislamientos de Listeria spp. en cuanto a linaje, complejo clonal (CC), sequenciotipo (ST) y core-genome-MLST-tipo (CT).





















[bookmark: _heading=h.1ksv4uv][bookmark: _Toc216379810]6. MATERIALES Y MÉTODOS
[bookmark: _heading=h.44sinio][bookmark: _Toc216379811]6.1 Muestreo en establecimientos de faena bovina habilitados del litoral oeste del Uruguay 
Para determinar la prevalencia de Listeria spp. se muestrearon cuatro plantas frigoríficas habilitadas para la faena de bovinos entre junio del 2021 y julio del 2022, ubicadas en los Departamentos de Salto, Paysandú y Soriano. Durante este tiempo, cada establecimiento fue visitado mensualmente y en cada visita se muestreaban hasta 10 animales, además se obtuvieron datos del frigorífico (mercado, movimiento e intervenciones). 

Las principales características de las plantas de faena visitadas se detallan en la Tabla 2. 

Tabla 2: Principales características de los establecimientos de faena bovina donde se realizó el muestreo de prevalencia de Listeria spp.. 
	
	Planta A
	Planta B
	Planta C
	Planta D

	Mercado
	Exportación/abasto
	Exportación/abasto
	Abasto
	Exportación

	Transporte de la media canal
	Noria/manual
	Noria
	Manual
	Noria

	Intervención sobre carcasa
	Lavado; Ácido Láctico al 3%.
	Vapor en cuero MMPP; Ácido Láctico 3% previo eviscerado; vapor media carcasa, Lavado
	Lavado
	Lavado, Ácido láctico 2,5%



[bookmark: _heading=h.2jxsxqh][bookmark: _Toc216379812]6.2 Muestras extraídas en las plantas de faena para aislamiento bacteriológico
Debido a la falta de información nacional previa, se utilizaron trabajos internacionales como base para el desarrollo de la investigación. 
Primero se realizó el cálculo de tamaño de muestra necesario para la estimación de la prevalencia, utilizando WinEpi (http://winepi.net/sp/index.htm). Como supuestos se asumió que la población era infinita, que la prevalencia esperada era del 5% (en base a la prevalencia de Listeria reportada en carcasas bovinas por Guerini et al. (2007) y Rivera-Bentancourt et al. (2004)), se asumió un error esperado del 2% y un intervalo de confianza del 95%. Del que surgió que era necesario muestrear 457 animales. 

En cada visita se tomaron muestras de hasta 10 animales. Cada uno fue muestreado en tres momentos distintos a lo largo de la faena: (i) posterior al noqueo, cuando el animal es derribado, se utilizó una esponja estéril que se pasó sobre el cuero; ii) luego del cuereado y previo a la evisceración, pasando esponja estéril sobre subcutáneo; iii) antes del ingreso de la carcasa a la cámara de maduración (luego de realizado si hubiese) tratamientos antimicrobianos (media carcasa final). 

Las muestras de superficie se realizaron utilizando esponjas estériles Whirl-Pak (Nasco) previamente hidratadas con 10 mL de caldo Remel Dey-Engley (D/E) Neutralizing Broth (Thermo-Fisher Scientific) y utilizando guantes estériles. Para cada una de las 3 tomas por animal se usó una esponja estéril diferente. El muestreo se realizó sobre uno de los lados del animal. Se hacían trazos verticales con la esponja de arriba hacia abajo y horizontales de izquierda a derecha sobre todo el tronco del animal, zona perineal y axilar, tratando de cubrir la mayor superficie posible. 
Posteriormente, cada esponja se colocó nuevamente en la bolsa estéril que la contenía, se cerró e identificó.  Se colocaron en una conservadora y se trasladaron refrigeradas a 4°C al laboratorio para su posterior análisis. 

[bookmark: _heading=h.z337ya][bookmark: _Toc216379813]6.3 Cultivo bacteriológico y aislamiento de Listeria spp. 
Esta actividad se realizó en la sección Bacteriología del Laboratorio Regional Noroeste DILAVE “Miguel C. Rubino”, Paysandú, Uruguay. Las muestras se procesaron dentro de las 12 horas posteriores al muestreo.

Para el cultivo y aislamiento bacteriológico se utilizó el protocolo descrito en el Bacteriological Analytical Manual (Food and Drug Administration-United States Department of Agriculture, 2022). 
Las esponjas fueron retiradas de la refrigeración y se colocaron en bolsas estériles para stomacher con 90 mL de medio Buffered Listeria Enrichment Broth (BLEB) (Oxoid®) y se incubaron en aerobiosis a 30°C en estufa durante 48 horas. A las 24 y 48 horas, se sembraron 0,1 mL del caldo inicial en una placa de agar Oxford Modificado (Oxoid®) y otra de agar Brilliance Listeria (Oxoid®) y ambas se incubaron a 35°C, en aerobiosis durante 48 horas. A las 24 y 48 horas fueron inspeccionadas para detectar crecimiento bacteriano.
Como cepas de referencia (control) se utilizaron ATCC 33090 (L. innocua) y ATCC 7646 (L. monocytogenes) (Cultiloops®, Thermo-Fisher Scientific).

[bookmark: _heading=h.3j2qqm3][bookmark: _Toc216379814]6.4 Identificación de especies del género Listeria según propiedades bioquímicas
Las colonias con morfología sospechosa en agar Oxford Modificado: blancas, pequeñas y rodeadas de un halo marrón negruzco (hidrólisis de la esculina) y colonias azul verdoso en agar Brilliance Listeria fueron reaisladas en placas de agar sangre ovina al 7% (ASO 7%) y se incubaron 24 horas a 37ºC en estufa.

Luego de obtener un cultivo puro, sobre las colonias sospechosas se realizaron pruebas fenotípicas para identificación de especie según lo propuesto por Hitchins et al. 2020: tinción de Gram, prueba de catalasa, presencia/ausencia de un halo estrecho de β hemólisis en ASO 7%, producción de ácido a partir de D-glucosa, L-ramnosa, manitol y D-xilosa, prueba de CAMP con Staphylococcus aureus (productor de β-lisina) y Rhodococcus equi. 

Seis cultivos identificados fenotípicamente como L. monocytogenes y once cultivos en los que no fue posible definir la especie por estas pruebas, fueron remitidos a la Unidad Académica de Bacteriología y Virología del Instituto de Higiene “Prof. Arnoldo Berta”, Facultad de Medicina, Universidad de la República. 

El sistema API Listeria (bioMérieux®) se empleó en 2 de estos aislamientos para la identificación bioquímica complementaria. Las galerías se inocularon con cultivos puros y se incubaron a 36 ± 2 °C durante 18 a 24 h en aerobiosis. Los cambios de color se tradujeron en un perfil numérico, el cual fue comparado con la tabla de interpretación para la asignación de especie.
[bookmark: _heading=h.1y810tw][bookmark: _Toc216379815]6.5 Caracterización molecular
[bookmark: _heading=h.4i7ojhp][bookmark: _Toc216379816]6.5.1 PCR para detectar la presencia del gen de Internalina A (InlA)
Las técnicas que se describen de aquí en adelante fueron realizadas en la Unidad Académica de Bacteriología y Virología del Instituto de Higiene, Facultad de Medicina. 
Los aislamientos de L. monocytogenes y 11 aislamientos de Listeria a los que no fue posible asignar una especie mediante las pruebas fenotípicas, fueron sometidos a la técnica de PCR a tiempo final para determinar la presencia del gen que codifica internalina A (inlA), según el protocolo descrito por Liu et al. (2007). 

Se utilizaron los siguientes cebadores: 5’ACGAGTAACGGGACAAATGC3’ y 5’CCCGACAGTGGTGCTAGATT3’ para inlA (800bp). La PCR se realizó en un volumen final de 25 μl conteniendo 0.8 U de Taq DNA polimerasa, buffer de PCR 1X, 200 μM de cada dNTP y aproximadamente 10 ng de ADN bacteriano junto a 40 pmol de cada cebador. Las reacciones de amplificación se realizaron en termociclador (GeneAmp PCR System 2700, Applied Biosystems®), el programa consistió en 1 ciclo de 94 °C por 2 minutos; 30 ciclos de 94 °C por 20 segundos, 55°C por 20 segundos y 72 °C por 50 segundos; y 1 ciclo de 72 °C por 2 minutos. 
Los productos de la amplificación fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 2% y posteriormente revelados con bromuro de etidio. Se incluyeron como controles positivo y negativo las cepas de L. monocytogenes ATCC 19111 y L. monocyotogenes 51742, respectivamente, además del control de mezcla sin ADN. 

[bookmark: _heading=h.2xcytpi][bookmark: _Toc216379817]6.5.2 PCR multiplex para la determinación de perfiles de serotipos de L. monocytogenes
Para la diferenciación de los cuatro serovares más importantes de Listeria monocytogenes (1/2a; 1/2b; 1/2c y 4b) se utilizó la técnica de PCR multiplex descrita por Doumith et al. (2004). 
Para la extracción de ADN los aislamientos de L. monocytogenes se sembraron en placas de agar infusión cerebro corazón BHIA (Oxoid®)) y se incubaron a 37ºC durante 18 horas. Se tomaron 3 a 5 colonias de idéntica morfología con ansa descartable y se resuspendieron en 50 µl de solución de lisis (dodecil sulfato de sodio al 0,25% y NaOH 0,05 N). La suspensión se incubó a 99°C durante 15 minutos, se agregaron 100 µl de agua ultrapura tipo MilliQ a cada tubo y se centrifugaron a 12.000 rpm por 10 minutos. Cada sobrenadante se conservó a -20ºC hasta su utilización como molde (2 µl) en las distintas reacciones de amplificación. Las reacciones de amplificación se realizaron en un volumen final de 25 µl conteniendo 1,25 U de Taq DNA polimerasa, 0.2 mM de cada dinucleótido trifosfatado (dNTP’s), y 50 mM Tris-HCl–10 mM KCl–50 mM (NH4)2SO4 –2 mM MgCl2 por tubo, a pH 8,3. 
Se utilizaron los siguientes controles como cepas de referencia: L. monocytogenes serotipo 1/2a (CIP 89381), L. monocytogenes serotipo 1/2b (CIP 90602), L. monocytogenes 1/2c (CIP 89756) y L. monocytogenes serotipo 4b (CIP 88868) y agua calidad molecular como control de mezcla. 
Los cinco sets de primers se utilizaron a las siguientes concentraciones finales: 1 µM para el lmo0737, ORF2819 y ORF2110; 1.5 µM para lmo1118; y 0.2 µM para prs. 
Para las reacciones de amplificación se utilizó un termociclador (GeneAmp PCR System 2700, Applied Biosystems®) y el siguiente programa de temperaturas: desnaturalización inicial a 94ºC por 3 minutos; seguido por 35 ciclos de 94ºC por 40 segundos, 53ºC por 75 segundos y 72°C por 75 segundos cada uno; con un ciclo de extensión final de 72ºC durante 7 minutos. Los productos de PCR se separaron por electroforesis sumergida en geles de agarosa al 2%. Las condiciones de corrida fueron las siguientes: 100V y 40 mA en buffer TBE 0,5X (90 mM base Trizma, 90 mM ácido bórico y 2 mM EDTA a pH 8.3) durante al menos 1 hora. 
Los geles se tiñeron con una solución de bromuro de etidio (0,5 µl/mL) durante 15 minutos, se destiñeron con agua destilada durante 20 minutos, se observaron con luz ultravioleta y se fotografiaron.

La detección de los antígenos somáticos 1 y 4 de L. monocytogenes se llevó a cabo por aglutinación en lámina utilizando antisueros de Listeria disponibles comercialmente (BD®) para las cepas pertenecientes a los serogrupos PCR IIa, IIb, IIc y IVb, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Braga et al. 2017). 

[bookmark: _Toc216379818]6.6 Caracterización genética mediante secuenciación de genoma completo (WGS).
Los 6 aislamientos tipificados inicialmente como L. monocyotogenes a través de pruebas fenotípicas y positivos por PCR para el gen inlA fueron incluidos en los estudios de secuenciación completa del genoma. Además, se estudiaron por este procedimiento, 1 aislamiento con resultado compatible con L. innocua según pruebas fenotípicas clásicas y API-Listeria, pero con resultado positivo para el gen InlA; y otros 10 aislamientos que no presentaron resultados concluyentes que permitieran asignarle una especie, que además fueron CAMP positivos.

[bookmark: _heading=h.1ci93xb][bookmark: _Toc216379819]6.6.1 Extracción de ADN y secuenciación genómica
Para la extracción de ADN de los aislamientos seleccionados (n =17) se utilizó el kit DNAeasy Blood & Tissue (Qiagen®), siguiendo las indicaciones del fabricante.
De un cultivo fresco en agar infusión cerebro corazón (BHIA, Oxoid®) se tomó un ansa de 1μL de cultivo y se resuspendió en 180 μL de buffer de lisis enzimática (Tris-HCL 20 mM pH 8,0 EDTA 2 mM, Triton 1,2%, lisozima 20 mg/mL) incubándose a 56°C por 30 minutos. Se trató por 5 minutos a temperatura ambiente con 4 μL de RNAsa 100 μg/mL y luego con proteinasa K y buffer AL durante 30 minutos a 56°C. Se precipitó con 200 μL de etanol ppa. 
Para la purificación y elución del ADN, se transfirió la mezcla obtenida del paso anterior a un set de columna DNAeasy spin en un tubo colector de 2 mL. Posteriormente se centrifugó a 10.000 rpm durante 1 minuto y se descartó el tubo colector. Se colocó la columna en un nuevo tubo colector de 2 mL y se agregó 500 μl de buffer AW1. Se realizó una segunda centrifugación a la misma velocidad, se colocó la columna en un nuevo tubo colector de 2 mL y se agregó 500 μL del buffer AW2. Por último, se centrifugó a 13000 rpm durante 3 minutos. Se descartó el tubo colector, se colocó la columna en un nuevo tubo y se agregó 100 μL de buffer AE a la columna. Se incubó por 3 a 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifuga a 10000 rpm durante 1 minuto. 
Para chequear el resultado de la extracción de ADN se corrieron 5 μL de eluido en gel agarosa al 1% en TBE 0,5X durante 60 minutos a 156 voltios, 30 mAmp con un marcador de peso molecular de 1,5 a 10 kb. Se visualizó el gel con tinción por bromuro de etidio. 

Se utilizó el equipo Illumina MiniSeq para generar lecturas pareadas de 150 pb utilizando el kit de preparación de librerías Nextera XT DNA library preparation kit (Illumina) Los datos generados fueron analizados utilizando la plataforma BaseSpace Sequence Hub (https://basespace.illumina.com/), utilizando la aplicación SPAdes versión: 3.9.0 para el ensamblado de novo y Pokka Genome Annotation BaseSpace App (versión 1.11.1) para la anotación del genoma (Seemann, 2014). Los datos generados fueron visualizados en el software de uso libre Artemis 18.1.0.

[bookmark: _Toc216379820]6.6.2 Análisis de las secuencias mediante Multilocus Sequence Typing (MLST) y Core-genome Multilocus Sequence Typing (cg-MLST).
Los archivos generados en Prokka, fueron subidos a la base de datos del Institut Pasteur de Francia llamada BIGSdb-Lm (https://bigsdb.pasteur.fr/listeria/), con el fin de corroborar la especie de Listeria asignada, y clasificar genéticamente los aislamientos según linaje, secuenciotipo (ST) y complejo clonal (CC) (MLST, Ragon et al. 2008) y CT según (cgMLST) (Moura et al. 2016). 

[bookmark: _Toc216379821]6.7 Análisis estadístico
[bookmark: _Toc215342898]Para determinar la prevalencia de carcasas contaminadas con Listeria según planta de faena se realizó un cálculo de proporciones. Utilizando distribución binomial, los resultados se expresaron en porcentajes, con sus respectivos intervalos de confianza del 95%. Para evaluar si existían diferencias estadísticamente significativas en las prevalencias entre las cuatro plantas, se utilizó la prueba de Chi-cuadrado de Pearson (p <0,05).
Considerando que cada animal se muestreo se obtuvo en 3 momentos distintos a lo largo de la faena, para determinar la prevalencia de Listeria spp. por planta y por momento, se utilizó un modelo lineal generalizado (GLMN), con distribución binomial y función de enlace logit, utilizando el procedimiento GLIMMIX de SAS (versión 9.4, SAS On Demand for Academics). Se incluyeron como efectos fijos el momento de muestreo (cuero, subcutáneo, media carcasa final), las plantas frigoríficas (A, B, C y D) y su interacción. Las comparaciones de medias se realizaron mediante la prueba de Tukey-Kramer (p < 0,05). Los resultados se expresaron como medias estimadas con su error estándar (EEM). La adecuación del modelo se verificó mediante el estadístico de Pearson Chi-Square/DF. 


[bookmark: _Toc216379822]7. RESULTADOS 
[bookmark: _Toc216379823]7.1 Prevalencia general 

De las 457 muestras analizadas, 154 (33,7%) presentaron aislamiento de Listeria spp. en al menos una de las tres etapas. 
La planta C tuvo significativamente mayor prevalencia global de Listeria spp. (57,5%), que las restantes (Tabla 3).

Tabla 3: Prevalencia de Listeria spp. entre plantas frigoríficas. 

	Planta
	Carcasas muestreadas
	Carcasas con aislamiento de Listeria spp.
	% de Prevalencia 
(Media ± EEM)

	A
	122
	31
	25,4 (0,12 ± 0,01) b

	B
	120
	21
	18,5 (0,07 ± 0,01) b

	C
	113
	69
	57,5 (0,28 ± 0,02) a

	D
	102
	33
	32,3 (0,11 ± 0,02) b

	Total
	457
	154
	


Letras diferentes indican diferencias significativas (p <0,05).
Cada carcasa fue muestreada 3 veces a lo largo de la faena, por lo cual hubo carcasas con aislamientos en más de un punto de muestreo. 

Del total de 457 carcasas analizadas, Listeria spp. fue aislada en 87 muestras de cuero (19,0%), 61 muestras de tejido subcutáneo (13,3%) y 79 muestras de media carcasa antes de la refrigeración (17,3%). Se observó diferencia significativa en la prevalencia de Listeria spp. en cuero, respecto a la prevalencia en subcutáneo y media carcasa final (p = 0,0104) (Tabla 4). Esto indica que la carga bacteriana fue significativamente mayor en cuero y disminuyó durante la faena.

Tabla 4: Cantidad de aislamientos de Listeria spp. según el momento de muestreo.

	Momento de muestreo
	Cantidad de aislamientos de Listeria spp.
	% de Prevalencia 
(Media ± EEM)

	Cuero
	87
	19,0 (0,18 ± 0,01) a


	Subcutáneo
	61
	13,3 (0,11 ± 0,01) b

	Media carcasa final 
	79

	17,3 (0,11 ± 0,01) b


	Total
	227
	


 Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

La mayor proporción de aislamientos recuperados en las cuatro plantas frigoríficas correspondió a L. innocua, con 97,35% (221/227) del total de aislamientos, L. innocua atípica y L. monocytogenes estuvieron presentes en una proporción mucho menor, con 1,32% (3/227) cada una (Tabla 5). 









Tabla 5: Aislamientos recuperados en las 4 plantas frigoríficas según especies de Listeria. 

	 
	L. innocua
	L. monocytogenes
	L. innocua atípica*
	Totales

	Planta A
	46
	1
	0
	

	Planta B
	28
	0
	0
	

	Planta C
	102
	2
	3
	

	Planta D
Total 
	45
221
	0
3
	0
3
	

	
	
	
	
	227


* PCR tiempo final positiva para inlA.

Dado que en este estudio había dos variables que afectaban el resultado: planta de faena y momento de muestreo, en la Tabla 6 se presentan los resultados del análisis de efectos fijos (Type III tests of fixed effects), para evaluar la influencia del momento de muestreo (momento), la planta frigorífica (planta) y su interacción (momento × planta) sobre la prevalencia de Listeria spp.
El efecto de momento resultó significativo (p = 0,0104), lo que indica que la prevalencia de Listeria spp. varió en función de la etapa del procesamiento (cuero, subcutáneo y media carcasa final). Asimismo, el efecto de planta fue significativo (p < 0,0001), evidenciando diferencias en la prevalencia de Listeria spp. entre las distintas plantas frigoríficas evaluadas. Finalmente, la interacción momento × planta también mostró un efecto significativo (p < 0,0001). 
Por lo tanto, se realizó un análisis dentro de ambas combinaciones (planta x momento y momento x planta), con el fin de determinar en qué etapas y establecimientos se presentaron los mayores riesgos de contaminación y qué factores podrían haber influido en estas variaciones.

Tabla 6: Pruebas de efectos fijos (Type III) en la prevalencia de Listeria spp. según momento y planta. 

	Efecto
	Grados de libertad (NUM DF)
	Grados de libertad (DEN DF)
	F value
	p-valor 
(PR > F)

	Momento
	2
	1359
	4,58
	0,0104

	Planta
	3
	1359
	20,08
	<0.0001

	Momento*Planta
	6
	1359
	6,65
	<0.0001


Un p-valor < 0.05 indica diferencia significativa. 
[bookmark: _Toc216379824]7.2 Prevalencia de Listeria spp según las interacciones momento de muestreo y planta de faena
[bookmark: _Toc215342902]En el análisis de la interacción planta de faena x momento de muestreo, mostró que, en la etapa de muestreo a nivel de cueros, hubo diferencia significativa en la prevalencia de Listeria spp. entre las plantas (Tabla 7).  La mayor prevalencia se observó en la planta D con 6,8%, seguida por la planta C con 5,9%. Mientras que las plantas A y B presentaron una prevalencia menor e igual entre sí. Estos resultados sugieren variabilidad en la carga microbiana inicial de los cueros entre las diferentes plantas (Tabla 7). 
En el segundo momento de muestreo, correspondiente al subcutáneo, la planta C presentó una prevalencia estadísticamente mayor (5,9%), manteniendo niveles elevados de contaminación desde la etapa anterior. Por el contrario, la planta B presentó la menor prevalencia, 1,3%, lo indicaría un mejor resultado en la reducción de la carga microbiana en esta fase del proceso. Las plantas A y D mostraron valores intermedios 3,9% y 2,2% respectivamente.
[bookmark: _Hlk212835129]En el último punto, correspondiente al muestreo realizado en la media carcasa final, la planta C presentó un incremento significativo en la prevalencia de Listeria spp. (11,6%). En contraste, la planta D mostró la menor prevalencia en esta etapa (0,9%). Las plantas A y B mantuvieron valores bajos (3,1% y 1,8% respectivamente), sin diferencias significativas con respecto a las etapas previas. Estos resultados indican que, a lo largo del proceso de faena, las plantas A, B y D lograron disminuir la prevalencia de Listeria. En contraste, la planta C presentó mayor prevalencia de Listeria spp. en todas las etapas del muestreo durante la faena, no logrando disminuir la prevalencia en el punto final, sino todo lo contrario, lo que sugiere que hubo puntos de contaminación durante la faena. 
Tabla 7: Prevalencia de Listeria spp según planta de faena 

	Momento
	A %prevalencia (media ± EEM)
	B %Prevalencia (media ± EEM)
	C % Prevalencia (media ± EEM)
	D % Prevalencia (media ± EEM)

	Cuero
	3,3 (0,12 ± 0,02) b
	3,1 (0,12 ± 0,03) b
	5,9 (0,22 ± 0,03) ab
	6,8 (0,30 ± 0,04) a

	Sub cutáneo
	3,9 (0,14 ± 0,03) ab
	1,3 (0,05 ± 0,02) b
	5,9 (0,22 ± 0,03) a
	2,2 (0,09 ± 0,02) ab

	Media carcasa final
	3,1 (0,11 ± 0,02) b
	1,8 (0,07 ± 0,02) b
	11,6 (0,44 ± 0,04) a
	0,9 (0,03 ± 0,01) b


Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
Por otro lado, se analizó la interacción del momento del muestreo x planta de faena. Los resultados indicaron que tanto en la planta A como la planta B no hubo diferencias significativas entre los distintos momentos de muestreo (Tabla 8).  Estos resultados combinados con los obtenidos en la Tabla 7, sugieren que la prevalencia de Listeria en estas plantas es baja desde el inicio (derribo, cuero) y se mantendría baja a lo largo de la misma. En contraste, en la planta C se observó un aumento significativo en la prevalencia de Listeria spp. en el último punto de muestreo en comparación con cuero y subcutáneo, como ya se comento en el párrafo anterior. Por último, la planta D mostró una tendencia opuesta a la planta C, con una disminución significativa en la prevalencia de Listeria spp. a lo largo del proceso, lo que sugiere un control efectivo en la contaminación de la carcasa durante el transcurso de la faena. En base a los resultados obtenidos, podríamos decir que el efecto momento es más evidente en las plantas C y D. 



Tabla 8: Prevalencia de Listeria spp según el momento de muestreo dentro de cada planta. 

	Planta
	Cuero % prevalencia (media ± eem)
	Sub cutaneo % prevalencia (media ± eem)
	Media carcasa final % prevalencia (media ± eem)

	A
	3,3 (0,12 ± 0,02) a
	3,9 (0,14 ± 0,03) a
	3,1 (0,11 ± 0,02) a

	B
	3,1 (0,12 ± 0,03) a
	1,3 (0,05 ± 0,02) a
	1,8 (0,07 ± 0,02) a

	C
	5,9 (0,22 ± 0,03) b
	5,9 (0,22 ± 0,03) b
	11,6 (0,44 ± 0,04) a

	D
	6,8 (0,30 ± 0,04) a
	2,2 (0,09 ± 0,02) b
	0,9 (0,03 ± 0,01) b


Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).	
[bookmark: _Toc216379825]7.3 Caracterización de especies de Listeria
De los 227 aislamientos identificados como Listeria spp., un total de 17 fueron seleccionados para estudios complementarios en función de su caracterización inicial mediante pruebas fenotípicas, PCR para detección de gen inlA, PCR para detección de perfil de serogrupo y API Listeria.  En los 210 aislamientos restantes, los resultados de las pruebas bioquímicas no presentaron controversias, por lo que no requirieron análisis adicional. 

En la Tabla 9 se resumen todos los resultados obtenidos en los 17 aislamientos de Listeria sometidos a WGS. Con respecto a la detección del gen inlA mediante PCR, siete aislamientos resultaron positivos, y diez fueron negativos. Dentro de estos 7 aislamientos, en tres de ellos la PCR para determinación de perfil de serogrupo no arrojó resultados concluyentes, donde uno de ellos fue además positivo al test de CAMP. Ante la sospecha de que estos tres aislamientos correspondiesen a L. innocua atípica, en dos de ellos se realizó, además, el sistema API Listeria (BioMérieux®), y ambos arrojaron el bionúmero 7510, correspondiente a L. innocua con una probabilidad del 99,6% (Tabla 9). Solo se utilizaron en dos de los aislamientos debido a limitaciones económicas, dado que en ese momento solo se contaba con dos kits.

La base de datos BIGSdb-Lm platform de acuerdo al genoma clasificó los 17 aislamientos como:
Entre los seis aislamientos presuntivos de L. monocytogenes, tres fueron confirmados: uno proveniente de Planta A (media carcasa final, serogrupo IVb, ST6, CC6, linaje I) y dos de Planta C (cuero, serogrupo IIb, ST517, CC517, linaje I; y subcutáneo, serogrupo IIa, ST7, CC7, linaje II). Estos tres aislamientos portaban los genes de virulencia inlA y hly (Tabla 9).

En contraste, un aislamiento proveniente de Planta A (cuero), inicialmente identificado como L. monocytogenes, fue reclasificado tras la secuenciación como L. innocua (ST603, CC600). Asimismo, tres aislamientos obtenidos en Planta C (media carcasa final y subcutáneo) fueron confirmados como L. innocua atípica, dado que, presentaron genes asociados a L. monocytogenes: inlA y hly (Tabla 9).

Finalmente, los diez aislamientos restantes fueron confirmados como L. innocua, con una diversidad genómica representada por diferentes secuenciotipos y complejos clonales (ST485/CC485, ST493/CC493, ST536/CC133, ST603/CC600 y ST3201/CC2694) (Tabla 9).

Tabla 9: Caracterización de aislamientos de Listeria según pruebas bioquímicas, API Listeria, PCR y secuenciación genómica.
	Planta
	Momento
	Identificación fenotípica
	PCR + Aglutinación en lámina
	InIA (PCR)
	CAMP
	API Listeria
	PCR Serogrupo
	InlA (WGS)
	hly (WGS)
	Especie (WGS)

	A
	Media carcasa final
	L. monocytogenes
	4b
	+
	+
	n/r
	IVb
	P
	P
	L. monocytogenes

	C
	Subcutáneo
	L. monocytogenes
	1/2a
	+
	+
	n/r
	IIa
	P
	P
	L. monocytogenes

	C
	Cuero
	L. monocytogenes
	1/2b
	+
	+
	n/r
	IIb
	P
	P
	L. monocytogenes

	C
	Media carcasa final
	L. monocytogenes
	solo prs
	+
	+
	L. innocua
	n.c
	P
	P
	L. innocua atipica

	C
	Subcutáneo
	L. innocua
	solo prs
	+
	+
	L. innocua
	n.c
	P
	P
	L. innocua atipica

	C
	Media carcasa final
	L. monocytogenes
	solo prs
	+
	+
	n/r
	n.c
	P
	P
	L. innocua atipica

	A
	Cuero
	L. monocytogenes
	4b
	+
	+
	n/r
	n.c
	A
	A
	L. innocua

	C
	Media carcasa final
	L. innocua
	n/r
	-
	+
	n/r
	n.c
	A
	A
	L. innocua

	C
	Media carcasa final
	L. innocua
	n/r
	-
	+
	n/r
	n.c
	A
	A
	L. innocua

	C
	Media carcasa final
	L. innocua
	n/r
	-
	+
	n/r
	n.c
	A
	A
	L. innocua

	C
	Media carcasa final
	L. innocua
	n/r
	-
	+
	n/r
	n.c
	A
	A
	L. innocua

	C
	Cuero
	L. innocua
	n/r
	-
	+
	n/r
	n.c
	A
	A
	L. innocua

	C
	Media carcasa final
	L. innocua
	n/r
	-
	+
	n/r
	n.c
	A
	A
	L. innocua

	C
	Subcutáneo
	L. innocua
	n/r
	-
	+
	n/r
	n.c
	A
	A
	L. innocua

	C
	Cuero
	L. innocua
	n/r
	-
	+
	n/r
	n.c
	A
	A
	L. innocua

	C
	Subcutáneo
	L. innocua
	n/r
	-
	+
	n/r
	n.c
	A
	A
	L. innocua

	C
	Media carcasa final
	L. innocua
	n/r
	-
	+
	n/r
	n.c
	A
	A
	L. innocua


n/r: no realizado, -: negativo, + positivo, P: presente, A: Ausente, n.c: no corresponde.









Tabla 10: Caracterización genómica de aislamientos seleccionados de Listeria mediante secuenciación completa del genoma (WGS) y tipificación multilocus (MLST/cgMLST)

	Planta
	Momento
	Especie (WGS)
	Linaje (MLST)
	ST (MLST)
	CC (MLST)
	CT (cgMLST)

	A
	Media carcasa final
	L. monocytogenes
	I
	6
	CC6
	CT14354

	C
	Subcutáneo
	L. monocytogenes
	II
	7
	CC7
	CT14355

	C
	Cuero
	L. monocytogenes
	I
	517
	CC517
	CT14351

	C
	Media carcasa final
	L. innocua atipica
	L. innocua
	3200
	CC188
	n.a

	C
	Subcutáneo
	L. innocua atipica
	L. innocua
	188
	CC188
	n.a

	C
	Media carcasa final
	L. innocua atipica
	L. innocua
	188
	CC188
	n.a

	A
	Cuero
	L. innocua
	L. innocua
	603
	CC600
	n.a

	C
	Media carcasa final
	L. innocua
	L. innocua
	603
	CC600
	n.a

	C
	Media carcasa final
	L. innocua
	L. innocua
	485
	CC485
	n.a

	C
	Media carcasa final
	L. innocua
	L. innocua
	493
	CC493
	n.a

	C
	Media carcasa final
	L. innocua
	L. innocua
	485
	CC485
	n.a

	C
	Cuero
	L. innocua
	L. innocua
	493
	CC493
	n.a

	C
	Media carcasa final
	L. innocua
	L. innocua
	536
	CC133
	n.a

	C
	Subcutáneo
	L. innocua
	L. innocua
	3201
	CC2694
	n.a

	C
	Cuero
	L. innocua
	L. innocua
	603
	CC600
	n.a

	C
	Subcutáneo
	L. innocua
	L. innocua
	493
	CC493
	n.a

	C
	Media carcasa final
	L. innocua
	L. innocua
	536
	CC133
	n.a


n.a: no aplica
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[bookmark: _Toc216379827]8.1 Prevalencia general de Listeria spp. en los diferentes momentos del proceso de faena 
Los resultados obtenidos en el presente estudio confirman la hipótesis planteada, ya que Listeria spp. fue encontrada en los cueros y posteriormente aislada en las carcasas bovinas con una prevalencia general de 33,7% (154/457) y mostró variaciones en cuanto a momento de la faena y planta analizada.
Como ya se mencionó existen escasos trabajos a nivel internacional que hayan estudiado la prevalencia de esta bacteria en cueros y en carcasas bovinas durante la faena (Rivera-Bentancourt et al. 2004; Guerini et al. 2007; Zhu et al. 2012; Camargo et al. 2014). En nuestro estudio la prevalencia de Listeria spp. en cueros osciló entre 3,1 a 6,8%, cifras menores a las obtenidas en Estados Unidos donde se reporto 37,7% y 75,5% en cueros bovinos al sur y norte del país, respectivamente (Rivera-Bentancourt et al. 2004), y 53,37% en otro estudio realizado en el mismo país por Guerini et al. (2007). Inclusive nuestros resultados fueron menores a un relevamiento realizado en China con prevalencias de entre 70 y 100% Zhu et al. (2012). En contraste, Camargo et al. (2014) luego de analizar 209 carcasas bovinas en tres plantas frigoríficas en Brasil, durante 4 momentos diferentes encontraron que el 1,4% de los cueros estaban contaminados con Listeria spp.. 

A nivel de subcutáneo, nuestros resultados oscilaron entre cifras de 3,1 a 5,9% siendo tambien menores a los encontrados por Rivera-Bentancourt et al. (2004) quienes obtuvieron resultados del 4,5% y 14,6% en carcasas pre evisceración en el sur y norte de los Estados Unidos, respectivamente y por Guerini et al. (2007) quienes encontraron que el 26,7% de las carcasas bovinas pre evisceración estaban contaminadas con Listeria spp.. En contraste, nuestros resultados son superiores a los encontrados por Camargo et al. (2014) quienes reportaron 0,48% de prevalencia de Listeria spp luego de la remoción del cuero. Por último, 0,9 a 11,6% de las carcasas en el último punto de muestreo (media carcasa final) fueron positivas para Listeria spp. Estos valores superan a los reportados en Estados Unidos por Rivera-Bentancourt et al. (2004) quienes obtuvieron valores de entre 0 y 0,2% en carcasas post intervención (sur y norte respectivamente) y Guerini et al. (2007) quienes encontraron que 3,63% en carcasas post intervención presentaban Listeria spp. En Brasil, los resultados fueron similares a los demás países, se detectó que solo el 1,9% de las carcasas bovinas después del lavado fueron positivas para Listeria spp. (Camargo et al. 2014). Nuestros resultados fueron inferiores a los reportados en China por Zhu et al. (2012) quienes encontraron prevalencias de entre 45 y 100% en carcasas lavadas pre enfriamiento. 

Por otra parte, la prevalencia de Listeria spp. también ha sido estudiada únicamente en carcasas bovinas, omitiendo el estudio en cueros. La prevalencia en estos trabajos osciló entre 10,5% en Zambia (Mpundu et al. 2022), 17,9% en Brasil (Barros et al. 2007), 39,4% en China (Zhao et al. 2021) y entre 54% a 66,7% en Bélgica (Korsak et al. 1998, Demaître et al. 2020). 
A nivel internacional, las diferencias entre los trabajos analizados se han atribuido a múltiples factores. Varios autores señalan que el cuero es la principal fuente de contaminación de las carcasas (Guerini, et al. 2007; Rivera-Bentancourt et al. 2004; Zhu et al. 2012). De hecho, la contaminación de las carcasas durante la faena está directamente relacionada con la carga bacteriana entrante con el cuero, así como también con las prácticas y procedimientos que aplican en las plantas frigoríficas (Rivera-Bentacourt et al. 2004). En este sentido, Zhu et al. (2012) indicaron que en su estudio las altas prevalencias de Listeria spp. podrían deberse a las deficiencias de higiene, dado que la única intervención aplicada durante la faena era el lavado con agua. Por el contrario, Guerini et al. (2007) observaron que la implementación de intervenciones efectivas en las plantas reducía significativamente la contaminación de las carcasas, pre-evisceración y post-intervención, en comparación con la mayor prevalencia reportada en cuero. Además, los bajos resultados observados por Camargo et al. (2014) fueron atribuidos a condiciones higiénicas más estrictas y a las buenas prácticas de procesamiento de plantas analizadas. Si bien la prevalencia observada en cueros en nuestro estudio fue considerablemente más baja que la reportada a nivel internacional, en tres de las cuatro plantas el comportamiento general resultó consistente con la literatura: a medida que avanzó el proceso de faena, la prevalencia tendió a disminuir. En conjunto, los hallazgos de estos estudios respaldan la importancia de evaluar la contaminación en distintas etapas del proceso de faena, subrayando la necesidad del uso de estrategias aprobadas para reducir la carga microbiana a lo largo del mismo.

[bookmark: _Toc216379828]8.2 Efecto planta: diferencias en la prevalencia entre establecimientos
El efecto planta fue significativo, evidenciando diferencias en la prevalencia de Listeria spp. entre las distintas plantas evaluadas. La planta C tuvo una prevalencia significativamente mayor (57,5%) en comparación con el resto, además, 2 de las 3 cepas de L. monocytogenes aisladas provinieron de esta planta. En primer lugar, una posible explicación podría deberse a que la planta C se dedicaba al mercado local mientras que las plantas A, B y D estaban dedicadas al mercado exportador, lo que probablemente implicaba la aplicación de estándares de higiene y controles sanitarios más estrictos. En segundo lugar, la planta C aplicaba únicamente el lavado con agua sobre las canales, a diferencia de las otras plantas que utilizaban intervenciones antimicrobianas como aspersiones con ácido láctico, agua caliente o vapor, reconocidas como eficaces en la reducción de microorganismos patógenos (Koohmaraie et al. 2005). En este sentido, es bien conocido la aplicación de ácidos orgánicos (el más común utilizado es el ácido láctico) es utilizada en muchos países de forma rutinaria para la reducción de la contaminación bacteriana (Unión Europea, 2013). Al 2% es la concentración más utilizada en la industria (Dormedy et al. 2000), y cuando se usa entre 2 y 4%, reduce el número de E. coli O157:H7, S. typhimurium (Gill y Badoni, 2004; Yoder et al. 2012) y L. monocytogenes (Theron y Lues 2007; Byelashov et al. 2010). Además de ácidos orgánicos se ha investigado la aplicación de diferentes prácticas como aspiración con vapor, lavado de carcasas por aspersión con agua, soluciones de cloro, dilución/pulverización/enjuague con agua caliente y vapor presurizado los cuales han demostrado ser efectivos en la descontaminación de las carcasas (Sofos et al. 1999). Incluso, la utilización de múltiples intervenciones a lo largo del proceso de faena ha demostrado ser más efectiva en la reducción de los microorganismos patógenos, ya que disminuyen la probabilidad de recontaminación de las carcasas (Bacon et al. 2000, Arthur et al. 2004; Cernicchiaro et al. 2019). En tercer lugar, se suma la posible persistencia de contaminación ambiental a través de biopelículas en superficies de contacto y equipos utilizados para la faena de los animales, capaces de actuar como reservorios de microorganismos viables y contribuir a la contaminación cruzada durante la manipulación de carcasas (Borucki et al. 2003). De hecho, L. monocytogenes se ha recuperado en múltiples áreas de las plantas de faena como: desagües (Rivera-Bentancourt et al. 2004; Palma et al. 2016), cuchillos (Demaître et al. 2021; Zhao et al. 2021), plataforma de evisceración (Demaître et al. 2021), tabla de picar (Zhao et al. 2021), sierra de pecho (previo y posterior uso) y cinta transportadora (Rivera-Bentancourt et al. 2004). Paralelamente, L. monocytogenes también puede establecerse en nichos ambientales dentro de equipos e instalaciones, lo que le permite mantener reservorios de larga duración aun en ausencia de biopelículas (Carpentier y Cerf, 2011). De hecho, se ha demostrado que la bacteria puede persistir durante meses o incluso años en diferentes nichos ambientales, incluyendo plantas de alimentos refrigerados (Lundén, 2003; Møretrø y Langsrud, 2004; Keto-Timonen et al. 2007; Schmitz-Esser et al. 2015). 

Se ha propuesto tambien el uso de fagos líticos como una alternativa complementaria para el control de Listeria, tanto dentro como fuera de las biopelículas, en los alimentos y en el ambiente de producción. Estos agentes biológicos han demostrado capacidad para reducir L. monocytogenes en RTE y productos lácteos, así como en superficies de procesamiento (Colás-Medà et al. 2023). Además, se ha comprobado su eficacia en la descontaminación de L. monocytogenes adherida a superficies de acero inoxidable limpias o recubiertas con proteínas, así como en biopelículas establecidas (Ganegama Arachchi et al. 2013). Recientemente, se ha propuesto incluso su aplicación dirigida contra L. innocua en el entorno industrial, como estrategia indirecta para prevenir la persistencia de L. monocytogenes en biopelículas mixtas (Zawiasa et al. 2025). 

[bookmark: _Toc216379829]8.3 Interacción (planta x momento y momento x planta)
Al estudiar las posibles interacciones, la interacción (planta x momento) reflejó que, en la etapa de muestreo a nivel de cueros, hubo diferencias significativas en la prevalencia de Listeria spp. entre plantas. La planta D fue la que tuvo mayor prevalencia de Listeria con un 6,8%, seguida de la planta C con un 5,9%, mientras que las plantas A y B presentaron resultados inferiores e iguales entre sí. Este resultado es esperable ya que los animales provienen de lugares diferentes, con prevalencias diferentes de Listeria spp. en el ambiente (condiciones de cría, transporte, condiciones ambientales) asi como de bovinos portadores (Guerini et al. 2007; Zhu et al. 2012).  En la segunda etapa de muestreo, correspondiente al subcutáneo, la planta C presentó la mayor prevalencia 5,9%, manteniendo niveles elevados de contaminación desde la etapa anterior. En el último punto, correspondiente al muestreo realizado en la media carcasa final, la planta C presentó un incremento significativo en la prevalencia de Listeria spp. (11,6%). En contraste, la planta D mostró la menor prevalencia en esta etapa (0,9%).

De manera similar, Rivera-Betancourt et al. (2004) reportaron diferencias estadísticas entre plantas, Listeria spp. y L. monocyotgenes fueron significativamente mayores en cueros de la planta II. En 2012, Zhu et al. reportaron que la planta II presento mayor prevalencia de Listeria spp. (99,3%) y L. monocytogenes (78%), mientras que en las plantas I y III las prevalencias fueron considerablemente menores. También observaron una mayor frecuencia de Listeria spp. en cueros, reforzando su papel como principal fuente de contaminación. Mas reciente en el tiempo, Demaître et al. 2020 también reportaron diferencias entre las plantas estudiadas. El establecimiento I presentó la mayor cantidad de canales positivas para L. monocytogenes (73,3%; 22/30). En los demás establecimientos, se detectaron menos canales positivas, 43,3% (13/30) y 23,3% (7/30) para II y III respectivamente. En el mismo sentido, Cernicchiaro et al. (2020) señalaron que la prevalencia de STEC O157 y O103 en cueros varió significativamente entre plantas, probablemente debido a diferencias en infraestructura, higiene y prácticas operativas e intervenciones realizadas y prevalencia en origen y tipo de transporte. 
Esto refuerza la evidencia de que el cuero, contaminado con materia fecal (Bell, 1997; Madden et al. 2007), es una fuente importante de entrada de Listeria a las plantas frigoríficas y que, además, existe riesgo de transferencia del microorganismo a las carcasas durante la faena (McEvoy et al. 2000; Rivera-Betancourt et al. 2004; Small et al. 2002; Zhu et al. 2012).

Cuando analizamos el efecto de la interacción (momento x planta), las plantas A, B y D partiendo de la mayor prevalencia inicial en cuero, lograron una reducción sostenida de la prevalencia hasta el último punto de muestreo. Si bien la prevalencia de Listeria en ninguna de las plantas alcanzó el cero en el último punto, este resultado reflejaria la eficacia de sus medidas de control. Esto podría asociarse a varios motivos como: protocolos más estrictos de higiene y desinfección, a la aplicación de tratamientos antimicrobianos eficientes en etapas críticas del proceso, O incusive a la infraestructura y el tipo de movimiento de las carcasas. En la Planta C se observó un incremento significativo de la prevalencia en media carcasa final (11,6%) respecto a cuero y subcutáneo (ambos 5,9%). Este aumento se asociaría a contaminación cruzada en etapas operativas como la extracción del cuero, la evisceración y división de la carcasa en las cuales existe gran posibilidad de trasferencia de patógenos a las carcasas (Sofos, 1994, Galland, 1997, Bacon et al. 2000, Arthur et al. 2004). Factores como un manejo inadecuado del tracto gastrointestinal (Sofos, 1994), el uso de cuchillas o sierras contaminadas (Demaître et al. 2021; Zhao et al. 2021; Rivera- Bentancourt et al. 2004), o el contacto con superficies con presencia de biopelículas pueden transferir Listeria spp. a la canal (Carpentier y Cerf, 2011). Asimismo, la proximidad entre canales puede favorecer la transferencia mecánica de microorganismos (Koohmaraie et al. 2005; Oh et al. 2018) o a través del contacto directo con las manos enguantadas o no de operarios (Cernicchiaro, 2016). Este era un punto crítico en la Planta C, ya que el movimiento de las carcasas se realizaba manualmente (sin la existencia de noria), lo que favorecería la contaminación cruzada a través de las manos de los operarios. Estos resultados sugieren que la aplicación de diferentes intervenciones con el fin de reducir la carga bacteriana de las carcasas es fundamental. Además, La persistencia del patógeno en el ambiente de faena, incluso en bajas concentraciones, puede sostener la carga microbiana si los POES (Procedimientos estandarizados de sanitización) y las BPM (Buenas prácticas de manufactura) no se aplican de forma rigurosa y frecuente (Lundén et al, 2003; Mpundu et al. 2022). La prevalencia global de carcasas contaminadas al final de la faena fue de 17,3%, hallazgo relevante ya que esta bacteria tolera temperaturas de refrigeración (4°C) (Vázquez-Boland et al. 2001). Este hecho abre la posibilidad de la contaminación cruzada a posteriori, durante la elaboración de alimentos. Estos resultados concuerdan con estudios previos que destacan la importancia de la correcta aplicación de los POES, para reducir la contaminación cruzada y garantizar la inocuidad de los productos cárnicos (Sofos et al. 1999, Koohmaraie et al. 2005, Zhu et al. 2012). 

[bookmark: _Toc216379830]8.4 Diferencias encontradas entre la identificación fenotípica y molecular
Durante la investigación, algunos aislamientos obtenidos en la planta C presentaron diferencias entre la identificación fenotípica y la molecular. En la etapa de media carcasa, un aislamiento fue inicialmente clasificado como L. monocytogenes según las pruebas fenotípicas (CAMP positivo, identificado como L. innocua mediante API Listeria), a este aislamiento no fue posible asignarle un perfil de serotipo de L. monocytognes ya que solo fue positivo al gen prs en la PCR multiplex para definir serogrupo y positivo para el gen inlA por PCR. Otro aislamiento de media carcasa también fue identificado en primera instancia como L. monocytogenes (CAMP positivo, sin determinación por API Listeria), y molecularmente presentó el mismo perfil: prs positivo e inlA positivo. Finalmente, un aislamiento del subcutáneo fue identificado fenotípicamente como L. innocua (CAMP positivo, L. innocua por API Listeria) y molecularmente mostró igual patrón (prs positivo e inlA positivo). Sin embargo, el análisis por secuenciación genómica completa permitió identificarlos como L. innocua atípicas, portadoras de los genes inlA y hly. La capacidad de L. monocytogenes para lisar eritrocitos (β-hemólisis) se debe a la expresión de listeriolisina O (LLO), codificada por el gen hly (Geoffroy et al. 1987; Cossart et al. 1989).	Es probable que la presencia de hly en estos aislamientos haya contribuido a las diferencias observadas entre las pruebas fenotípicas y moleculares. La identificación basada únicamente en características fenotípicas, como la β-hemólsis usando placas de AS-Ovina puede resultar limitada en Listeria, teniendo en cuenta que es un género con muchas especies, que hay transferencia de genes y que las mismas están en continua identificación. Por esta razón, la aplicación de herramientas moleculares (WGS) sobre todo cuando los resultados no son concluyentes, son útiles para una correcta asignación de la especie y valoración de su potencial patogénico.
Por otra parte, en la Planta A, en cuero, se obtuvo inicialmente un aislamiento identificado fenotípicamente como Listeria monocytogenes. Esta clasificación parecía consistente, dado que la PCR con aglutinación en lámina lo asignó al serogrupo 4b, y además presentó resultados positivos para el gen inlA. Sin embargo, el análisis genómico posterior permitió aclarar esta ambiguedad, determinando la ausencia del gen hly y confirmando que se trataba en realidad de Listeria innocua. Diversos estudios han documentado la pérdida espontánea de virulencia en L. monocytogenes, mediante mutaciones en prfA o hly, lo que da lugar a cepas no hemolíticas y de virulencia atenuada (Maury et al. 2016). Sin embargo, la ausencia del gen hly junto con el resultado de la secuenciación completa, descartarían la posibilidad de una variante hipovirulenta de L. monocytogenes. Por el contrario, estos resultados coinciden con lo descrito para las cepas atípicas de L. innocua, las cuales pueden retener genes virulencia, como inlA, inlB o fragmentos de LIPI-1, dando lugar a perfiles moleculares o serológicos que imitan parcialmente a L. monocytogenes (Johnson et al. 2004; Clayton et al. 2014; Moura et al. 2019). Esta característica está en línea con la evolución del género Listeria, en el que la pérdida progresiva de genes de virulencia representa un patrón recurrente en linajes no patógenos derivados de ancestros virulentos, como ocurre en L. innocua (den Bakker et al. 2010; Orsi y Wiedmann, 2016). Finalmente, la dificultad para clasificar este aislamiento coincide con las limitaciones documentadas de los métodos fenotípicos para identificar especies estrechamente relacionadas del género (McLauchlin y Rees, 2009). En este sentido, la aplicación de WGS se posiciona como una herramienta esencial para resolver discrepancias diagnósticas y asegurar la identificación precisa en casos de aislamientos atípicos. 
Además, otra posible explicación a las diferencias encontradas se podría relacionar con la competencia microbiana entre especies del género Listeria. Se ha demostrado que L. innocua puede exhibir un crecimiento más rápido en distintas matrices alimentarias, sobrecreciendo y enmascarando la presencia de L. monocytogenes, lo que incrementa la probabilidad de obtener resultados falsos negativos, especialmente cuando esta última se encuentra en bajas concentraciones (Moreira et al. 2022). Carvalheira et al. (2010) demostraron que L. innocua inhibe o retrasa significativamente el crecimiento de L. monocytogenes durante el enriquecimiento, observándose una disminución notable en los recuentos finales cuando ambas especies se encuentran en la misma muestra. De manera similar Zitz et al. (2011) reportaron que la presencia de L. innocua reduce la detectabilidad de L. monocytogenes en métodos estandarizados.   
Estos hallazgos ponen de manifiesto las limitaciones de los métodos fenotípicos y de algunas pruebas moleculares cuando se aplican de forma aislada, especialmente ante la presencia de cepas atípicas que pueden compartir determinados genes o características con L. monocytogenes. La corrección en la identificación gracias al WGS subraya la relevancia de utilizar herramientas de mayor resolución para evitar sobreestimaciones en la detección de L. monocytogenes y mejorar la interpretación epidemiológica de los aislamientos recuperados en plantas frigoríficas.
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Con respecto a la prevalencia de L. monocytogenes, en nuestro trabajo fue del 1,32% (3/227) luego de la confirmación de la identidad de las cepas por WGS. La prevalencia de L. monocytogenes en las plantas estudiadas fue baja con respecto a lo reportado por Bosilevac et al. 2007. Las diferencias podrían explicarse debido a la matriz estudiada. Se ha demostrado que la carne picada presenta alta prevalencia de L. monocytogenes (Santorum et al. 2012), debido a que el procesamiento puede aumentar el nivel de contaminación (Fenlon et al. 1996). De hecho, según Rhoades et al. (2009), la prevalencia media de L. monocytogenes en productos de carne cruda es del 10 % (1,6-24%). Nuestros resultados coinciden con lo reportado en Estados Unidos por Rivera-Bentancourt et al. 2004, donde la prevalencia de L. monocytogenes en la planta Sur fue del 0,8% en cuero, y 1,1% en carcasas de la planta Norte. En contraste, Guerini et al. 2007 también en Estados Unidos, reportaron prevalencias de Listeria monocytogenes en cuero de 13,3% y entre 2,83% y 4,81% en carcasas. De manera similar, en Polonia, Wieczorek et al. (2012) y Dmowska et al. (2013) registraron prevalencias de 10,8% en cueros y entre 2,5% a 10,5% en carcasas. Resultados superiores a los nuestros fueron reportados en China, donde Zhu et al. (2012) obtuvieron un 26,4% de prevalencia y en Bélgica, el 93% de los cueros y el 43% de las carcasas fueron positivas para L. monocytogenes. Por otra parte, la literatura consultada evidencia que también se ha estudiado la prevalencia de Listeria monocytogenes exclusivamente en carcasas bovinas y de otras especies. Zhao et al. (2021), reportaron que el 15,5% de las carcasas bovinas y ovinas fueron positivas para L. monocytogenes. De manera similar, Korsak et al. (1998) reportaron una prevalencia del 2% en carcasas suinas y 22% en carcasas bovinas en Bélgica. En Brasil, Barros et al. (2007) reportaron una prevalencia del 25,9% en carcasas bovinas. Mientras que prevalencias superiores fueron reportadas en Bélgica por Demaître et al. (2020), quienes reportaron un 46% de carcasas bovinas contaminadas con L. monocytogenes, frente al 22% registrado en carcasas suinas. En contraste, prevalencias inferiores han sido reportadas en Corea, 10,7% en carcasas bovinas y suinas (Oh et al. 2018):    Turquía entre 2,5% y 3,4% en ovinos y bovinos respectivamente (Ayaz et al. 2018), en Zambia, 2,8% de las carcasas bovinas (Mpundu et al. 2022), hasta ser indetectable en las carcasas bovinas en Brasil (Palma et al. 2016). 

En este contexto, la baja prevalencia de L. monocytogenes observada en este estudio podría estar asociada a una menor circulación de este agente en bovinos en Uruguay, en comparación con otros países. Aunque se requieren más estudios para confirmar o descartar esta hipótesis. De hecho, Rovira et al. (2008), señalaron que los cueros de 10 novillos en pastoreo presentaban un buen estado higiénico en una explotación ganadera uruguaya. El tipo de sistema de producción podría influir sobre la carga bacteriana (Mohammed et al. 2010; Santorum et al. 2012). En este sentido, el sistema basado en pasturas que caracteriza a la producción bovina en nuestro país, podría contribuir a una menor exposición de los animales a fuentes de contaminación ambiental (Nightingale et al. 2005). Diversos autores han observado que, en sistemas más intensivos las condiciones de hacinamiento, podrían favorecer la diseminación de patógenos a través del cuero (Cernicchiaro, 2016; Rodriguez et al. 2021). Aunque, estudios en sistemas pastoriles uruguayos documentan la presencia de Listeria en bovinos clínicamente sanos y en el ambiente (Matto et al. 2017; 2018; 2019), lo que sugiere que el tipo de sistema de producción podría reducir algunos riesgos, pero no eliminar completamente la exposición.

[bookmark: _Toc216379832]8.6 Caracterización genómica de las diferentes especies de Listeria 
[bookmark: _Hlk214469883]En este estudio, L. innocua fue la especie más frecuente, representando el 98,6% de los aislamientos (224/227), 3 de las cuales fueron clasificadas como atípicas. L. monocytogenes se recuperó en el 1,32 % de las muestras (3/227). La alta prevalencia de L. innocua en cueros y carcasas bovinas también ha sido documentada en otros mataderos y plantas de procesamiento (Mpundu et al. 2022; Demaître et al. 2020; Guerini et al. 2007 Zhu et al. 2012). Aunque L. innocua es considerada no patógena (Gana et al. 2023), su presencia es relevante como indicador ambiental, ya que comparte nichos ecológicos, rutas de transmisión y mecanismos de supervivencia con L. monocytogenes (Seelinger 1988; Zitz et al. 2011; de Sousa et al. 2025). En este sentido, la detección de L. innocua podría indicar condiciones que también favorecen la presencia L. monocytogenes, como han señalado diversos autores (Greenwood et al. 1991; Dos Reis et al. 2022; Manqele et al. 2023). Asimismo, aunque de manera muy rara, se han reportado casos de septicemia en humanos (Perrin et al. 2003) y de meningoencefalitis en rumiantes ocasionadas por L. innocua (Rocha et al. 2013; Matto et al. 2022), lo que refuerza la necesidad de no subestimar su hallazgo en entornos de faena. Se identificaron 5 secuenciotipos (ST) distintos: ST3201, ST603, ST485, ST493 y ST536. La mayoría fueron aislados de la Planta C, en las tres etapas estudiadas (cuero, subcutáneo y media carcasa final) evidenciando variabilidad genética, y persistencia de la contaminación a lo largo del proceso de faena. Los ST más frecuentes fueron ST603 y ST493. Este último fue previamente reportado por Gradovska et al. (2022) en aislamientos obtenidos de abortos bovinos y del ambiente de los predios agropecuarios (suelo, alimento y agua). 
Además, se obtuvieron tres aislamientos identificados como L. innocua atípica, en la planta C, obtenidos en distintos días, por ende, de distintos animales. Los tres pertenecieron al mismo complejo clonal (CC188) y solo se diferenciaron en uno de los alelos del esquema MLST, lo que podría indicar cercanía genética entre estos tres aislamientos. el hecho de que estos aislamientos provengan de la misma Planta, y que hayan sido obtenidos en diferentes instancias, podría indicar la presencia persistente de L. innocua atípica en la planta C. Todos portaban genes asociados a la virulencia de L. monocytogenes (inIA y hly). Este hallazgo coincide con lo reportado por Johnson et al. (2004), Volokhov et al. (2007) y Moura et al. (2019), quienes demostraron que ciertas cepas de L. innocua pueden adquirir, a través de transferencia horizontal de genes, elementos de virulencia que potencialmente aumentarían su riesgo de producir daño en animales y seres humanos. 
Por otra parte, L. innocua comparte una conexión evolutiva con L. monocytogenes. Se sugiere que L. innocua y L. monocytogenes evolucionaron a partir de un ancestro virulento común (Gana et al. 2023) y que sus principales diferencias se deben a la pérdida de genes de virulencia en L. innocua ((Moura et al. 2019) Esta teoría se ve respaldada por la presencia de cepas atípicas de L. innocua que conservan factores de virulencia como la isla patógena de Listeria 1 (LIPI-1), LIPI-3 y LIPI-4 (Clayton et al. 2014).
Si bien la evidencia de su patogenicidad en humanos es aún limitada, como ya mencionamos, la presencia de estas variantes resalta la importancia de monitorear no solo a L. monocytogenes, sino también a especies estrechamente relacionadas. , 
A pesar de que solo se obtuvieron tres aislamientos de L. monocytogenes, la caracterización genética mostró que eran tres cepas diferentes entre sí. El aislamiento recuperado en la media carcasa final Planta A correspondió al complejo clonal (CC) 6 y secuenciotipo (ST) 6, y core genome sequenciotipo (CT) CT14354. Mientras que, en los aislamientos de la Planta C, el de la superficie del celular subcutáneo se identificó como CC7, ST 7 y CT14355 y el aislamiento recuperado de cuero como CC517, ST517 y CT14351. Los aislamientos identificados como CC6, junto con el CC1 y CC4 forman parte del grupo de L. monocytogenes llamadas “hipervirulentas”, (Maury et al. 2016; Disson et al. 2021). Estos CCs han sido vinculados a casos clínicos de listeriosis en humanos sin comorbilidades conocidas (Maury et al. 2016; Moura et al. 2016; Moura et al 2019). El aislamiento identificado como L. monocytogenes, CC7 pertenece a un grupo de cepas reconocido por su capacidad de persistir en plantas de procesamiento de alimentos, productos cárnicos, ambientes agrícolas y causar infecciones en humanos (Maury et al. 2016; Fagerlund et al. 2022a; Fagerlund et al. 2022b; Møretrø et al. 2024). Estudios recientes demostraron que el CC7 presenta adaptación ambiental, debido a la presencia de genes asociados con tolerancia al estrés y supervivencia en condiciones adversas, como sigB, SSI-1, gbuABC, opuC y dnaK (Ferreira et al. 2014; Palaiodimou et al. 2021; Fagerlund et al. 2022b). Además, los aislamientos de este complejo clonal poseen un potencial virulento intermedio (Maury et al. 2016) presentan gen inlA y la isla patogénica LIPI-1, pero sin LIPI-3 y LIPI-4 (Møretrø et al. 2024). En un trabajo recientemente publicado, Mota et al. (2025) mencionaron que en Uruguay los CC más frecuentemente detectados en alimentos fueron el CC3, CC2, CC8 y CC517, no reportándose el CC7, lo que indicaría variabilidad en las cepas de L. monocytogenes que están circulando en los alimentos del país. Con respecto al aislamiento de L. monocytogenes recuperado de cuero, identificado como CC517, ST517 se encuentran pocos trabajos que mencionen este secuenciotipo.  Este CC representó el 2,3% de los aislamientos realizados en Italia sobre ambiente de plantas y comercios (Centorotola et al. 2021). También se detectó en muestras de suelo (compost) en estudios ecológicos realizados en Austria (Linke et al. 2014). Los aislamientos de ST26, ST89 y ST517 (cepas ambientales y asociadas a animales) fueron los más frecuentemente aislados. Este hecho sumado a la naturaleza ubicua de L. monocytognes podrían indicar que el suelo actúa como fuente primaria de contaminación de los cueros. Se requieren otros estudios para apoyar o descartar estás hipótesis. 



[bookmark: _Toc216379833]9. CONCLUSIONES

El hallazgo de Listeria spp. en cueros y carcasas bovinas confirma la presencia de este microorganismo durante toda la faena, demostrando que el cuero representa un punto crítico de ingreso de este patógeno a las plantas frigoríficas uruguayas.

En el caso particular de la Planta C, los resultados sugieren que, si bien el cuero constituye una vía potencial de ingreso de Listeria spp., la bacteria también podría mantenerse en el ambiente de la planta, actuando como fuente de recontaminación en etapas posteriores de la faena. La persistencia observada, junto con la mayor prevalencia en todos los puntos de muestreo, indica que las medidas de control e higiene aplicadas podrían ser insuficientes para evitar la contaminación ambiental y cruzada.

La prevalencia entre plantas frigoríficas, sobre todo en la etapa de carcasa fue distinta, demostrando que las prácticas operativas, intervenciones aplicadas durante la faena e incluso, la infraestructura de la planta, influyen directamente en la prevalencia de Listeria spp.

Listeria innocua fue el agente más comúnmente aislado en cueros, muestras de subcutáneo y media carcasa final. El uso de la secuenciación de genoma completo, sumado al análisis a través del MLST y cgMLST permitió confirmar y caracterizar genéticamente por primera vez en Uruguay aislamientos de L. innocua atípica.



PERSPECTIVAS

Los resultados de este estudio resaltan la importancia de continuar investigando la presencia de Listeria y sus características en todos los eslabones la cadena cárnica, dado su impacto potencial en la inocuidad de los alimentos, así como en la salud pública. 

A futuro, resultaría pertinente desarrollar un estudio a nivel local que abarque la toma de muestras ambientales y humano involucrados en el manejo de estos animales (incluyendo manos, utensilios de faena, entre otros), con el objetivo de incrementar el número de aislamientos disponibles para su análisis. La incorporación de técnicas de secuenciación genómica completa (WGS) permitiría determinar con mayor precisión el origen de las cepas y evaluar su persistencia en las distintas áreas de los establecimientos.
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