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RESUME_N_

La revisión bibliográfica previa ha comprendido la compul

sa de más de doscientas publicaciones referidas a los aspectos bio­

lógicos de Listeria monocytogenes y a su patogenia en el hombre y
animales.

La experimentación efectuada consistió en adaptar la cepa

4013, seroVar 4b, del SLCC(Special Listeric Culture Collection,

würzburg, R.F.A.) a una población de conejos de raza neocelandeza

por vías endovenosae intraperitoneal. Esta cepa que era original

de un caso fatal de encefalitis humana, fue en Alemania, exaltada

en su virulencia por 103 pases en ratón. El resultado obtenido aquí

permitió establecer que después de 4 pases, la dosis letal 50%fue

de 5 x 106 unidades formadoras de colonias por mililitro, por via

endovenosay el doble por vía intraperitoneal.

En ambas vias de infección, la cepa empleada acusó un mar

cado organotropismo por el hígado y bazo. El pulmón y cerebro fue­

ron sólo afectados en menor cuantía.

Por otra parte las lesiones histopatológicas evidenciaron

la formación de listeriomas en todo el parénquima hepático cuando

la infección se provocópor vía endovenosa. Las mismascaracte

rísticas se constataron en el bazo. Asimismono se visualizaron lis
teriomas en el pulmón y cerebro.

El aislamiento de listerias en el higado y bazo, permitig

ron.seguir la curva de crecimiento "in vivo" de las bacterias duran
te 48 horas.

En las reacciones histoquímicas básicas, la reacción fren
te al PASse evidenció una fuerte positividad que no resultó ser

_1_



del glucógcno según la prueba de la tialina. Tampocose constató la

presencia de mucopolisacáridos ácidos ni neutros.Cabe añadir que la

glucemia descendió en el curso de la infección.

Merecedestacarse la actividad aumentadade la fosfatasa

ácida en las células de Kupffer, cuyo número se elevó durante las

primeras 16 horas de infección.En los estadios avanzados esta misma

actividad fue marcadamenteacentuada en los listeriomas hepáticos.

Tambiénse determinó por el método bioquímico cuantitativo,la acción

de las enzimas hidroliticas en el extracto hepático y suero de ani­

males infectados, observándose un aumento llamativo de la fosfatasa

ácida con respecto a los animales testigos. Igualmente se observó

esa actividad enzimática en el bazo; en el pulmón fue leve e irregu

lar y no se verificó en el cerebro.

En lo que se refiere a la histoquimica de la fosfatasa al
calina de los órganos estudiados, sólo se constató una acción míni­

ma en las membranasde los sinusoides, en los hepatocitos y cana­
lïculos biliares.

La observación del parénquima hepático con el microscopio

electrónico confirmóa las 24 horas, la localización intracelular

de Listeria monocytogenes, fundamentalmente, en los hepatocitos y

células polinucleares.



INTRODUCCION X OBJETIVOS

Una serie de elementos combinados, tales como la ubicui

dad del agente etiológico de la listeriosis, los factores iatrogg
nicos, resultantes de la quimioterapia, radioterapia y transplan­

te de órganos podrian ser las causales de una mayor incidencia de

la infección por Listeria monocytogenes.

Si bien existen interrogantes sobre su consideración c9

mo zoonosis y en los eslabones de la cadena epidemiológica, el es

tudio de esta bacteria ha emergido, en las dos últimas décadas,c9
mo patógeno significativo en el campo de la medicina humana y ve­
terinaria.

Desde el punto de vista experimental, el germen en cues

tión se ha transformado no sólo en un modelo interesante en el c9

nocimiento de los mecanismos inmunológicos mediados por células,

sino también en el proceso de transmisión y colonización, espe­

cialmente en ratones endocriados y gnotobióticos. Considerando

que en el conejo, excepto la prueba de Arlton muy utilizada con

fines de diagnóstico y que provoca una queratoconjuntivitis,es pg

co lo que se ha estudiado sobre la histopatologia de L.monocytoge­

Egg en ese animal y ninguna documentación existe sobre las altera­
ciones histoquïmicas de las lesiones, pareció de interés para una

mejor comprensiónde la patología, el estudio histoquimico de cie;
tos hidratos de carbono y enzimas hidrolíticas.

En esencia se plantearon los siguientes objetivos:

a) Adaptación al conejo de dos cepas de E.monocxtogenes serovar

4b, altamente virulentas para el hombre.

b) La cinética de la infección en periodos de 16, 24, 36, 48 y 72



C

d

e

1

2

V

V

V

)

V

horas después de la inoculación por via endovenosa con una do­
sis letal 50%.

La cuantificación de E.monocxtogenes en el higado y bazo por

gramo de tejido.

La identificación, localización y alteraciones de diferentes

compuestos quimicos dentro del tejido, tales comoglucógeno,mg

copolisacáridos, lípidos, fosfatasa ácida y alcalina. La glucg
sa y las dos enzimas hidroliticas fueron correlacionadas con

las variaciones bioquímicas en el suero.

El destino de E.monocxtogenesy alteraciones submicroscópicas

en las células del hígado.

El trabajo comprendiódos etapas principales:

Unarevisión general sobre los antecedentes biológicos de L.

monocztogenesy análisis bibliográfico que permitieron esta­
blecer los jalones que condujeron a la interpretación de los

fines propuestos.

Los desarrollos experimentales de los objetivos.



CAPITULO r

RESEÑA GENERAL QE LISTERIA MONOCYTOGENES

l. ANTECEDENTES HISTORICOS

Posiblemente el primer caso documentado de infección

por Listeria monocytogenesha tenido consecuencias en la'orga­

nización politica moderna del Reino Unido. En efecto, Saxbe

(160) interpreta después de un exhaustivo análisis documental

y razonamientos clinicos que presuntamente la reina Ana de In­

glaterra por las anomalías de procreación constatadas era por­

tadora genital crónica. Este personaje a pesar de sus 17 emba­

razos no dejó descendencia. Los desafortunados casos de aqué­

llos estarían relacionados con cuatro manifestaciones de la lis
teriosis, a saber: aborto habitual, mortinatos, muertes de re­

cién nacidos y meningitis posnatal con hidrocefalia residual. A

falta de heredero la corona pasó a la casa de Hanover y, según

el autor citado, el parlamento aprovechó la situación para asu­

mir la iniciativa en el gobierno, actitud que se ha mantenido

hasta el presente.
De acuerdo a la revisión histórica hecha por Gray y

Killinger ( 50) este microorganismo fue observado en 1891 por

Hayemen Francia y en 1893 por Henle en Alemania como bastón.

Grampositivo en preparados histológicos de pacientes cuyos de­

cesos, según la descripción de la época, serian atribuidos hoy
dia a 1a listeriosis.



De todas las descripciones sobre Listeria monocytoge­

nes hechas antes de la década del treinta, la más ampliamente

citada es la llevada a cabo en Inglaterra en el año 1926 por

Murray et al (114), quienes la aislaron comoagente causal de

una epizootia en animales de laboratorio de la Universidad de

Cambridge. Los mencionados autores la denominaron Bacterium m9­

nocxtogenes para reflejar la particularidad de producir un cua­
dro hematológico caracterizado por mononucleosis. Al año si­

guiente en Sudáfrica, Pirie (135) aisló la mismabacteria del

higado de varios jerbos (Tatera lobengulae) afectados por una

mortandaddesusada. Pirie la denominóListerella bgpatolytica

en honor a Spencer Lister, quien en ese momentoera director

del instituto dondeél trabajaba y por las tipicas lesiones ne­

cróticas en el higado de los jerbos infectados experimentalmen­

te. Poco tiempo después se estableció la identidad de las cepas

aisladas en Sudáfrica e Inglaterra siendo el nombrenuevamente

retrotraido al anterior de Listerella monocytogenes(18). Poste

riormente en el CongresoInternacional de Microbiologia realiza
do en Nueva York en 1939, se invalidó el nombre Listerella en

virtud de habérselo ya utilizado en 1906 para designar un meta­

zoario. En consecuencia, Pirie (135) propuso en 1940 el nombre

actual de Listeria monocytogenes que fue aprobado por la Comi­

sión Internacional de NomenclaturaBacteriológica (175).

El primer informe confirmado de infección humana (166

se publicó en Copenhagueen 1926 por A. Nyfeldt, quien aisló el

germen de la sangre de un caso con un tipico sindrome semejante



a la mononucleosis infecciosa. Burn ( 22) fue el primero en ex­

poner que la g.m9nocytogenes es una enfermedad perinatal poten­

cial. Entre 1930 y 1950 la listeriosis humanafue considerada

por los bacteriólogos comouna curiosidad de laboratorio, sien­

do por el contrario ampliamente mencionada en medicina veterina

ria. Debió pasar un cuarto de siglo para que esta bacteria emer
giera comopatógeno significativo gracias al esfuerzo de inves­

tigadores especialmente europeos ó europeos y americanos. Qui­

zás el factor más importante responsable de tal aparición fue

la sugerencia de Seeliger (166) en 1952, de que los frecuentes

casos de la asi llamada "granulomatosis infantil séptica", ob­

servados en Alemania Oriental, podian deberse a Listeria mono­

cXtogenes y no a una nueva-especie de bacteria como suponía Po­

tel (137). La combinación de este hecho y subsiguiente demostra

ción por muchos investigadores de que g.monocxtogenes podia ser

la causa importante de infección prenatal o muerte de recién na

cidos ayudóa estimular el interés por la infección listérica.

Desde entonces su interés ha ido en aumento, hecho que se refle

ja por el númerocreciente de informes publicados. Estos son el

resultado no solamente de una mayor incidencia de la infección

sino del mejor encuadre que hoy se tiene de los caracteres de

cultivo que permiten un aislamiento bacteriológico más eficaz.



2. CONSIDERACIONES TAXONOMICAS

Según comunicación epistolar de J. Rocourt (diciem—

bre 1984), el género Listeria comprendehasta la fecha ocho es
pecies a saber:

* Listeria monocytogenes
* Listeria ivanovii
I­ Listeria innocua
il' Listeria welshimeri
flv Listeria seeligeri
fl­ Listeria murraxi

* Listeria graxi
* Listeria denitrificans

Las cinco primeras fueron muyestudiadas en los últi

mos años (156) pero en lo que respecta a las tres últimas exis

ten argumentos fenotípicos y genotïpicos comopara excluirlas

del género Listeria. En efecto Stuart y Welshimer (179)en 1974

propusieron la creación del género Murraxa con el fin de agru­

par en un solo taxon a E.murra1i, 5.9233; y E.denitrificans,hg

cho que no fue aceptado por la Comisión Internacional de Nomen

clatura y en consecuencia no figura en la "Lista aprobada de

nombres de bacterias" editada en 1980 (175).

Por otra parte la posición filogenética del género

Listeria es imprecisa (198). En la octava edición del Manual

de Bacteriología Determinativa de Bergey (168) el germen en

cuestión fue ubicado como"género de filiación incierta" den­



tro de 1a familia Lactobacillaceae. Probablemente en la novena

edición, el género continuará sin una ubicación definitiva en

virtud de que aún faltan datos genéticos más profundos (156).

Los resultados de las investigaciones taxonómicas

tienen gran interés por razones teóricas y prácticas. Desdees
te último punto de vista los cinco grupos pueden ser identifi­

cados rápidamente (155) por criterios simples comoser la prug

ba de CAMPcon 5.aureus y 3.2gui; producción de ácidos a par­

tir de la D-xilosa, de la L-ramnosa y del a-metil-D-manosa.Ah9

ra bien solo las cepas pertenecientes al grupo genómico l (L.

monocXtogenes sensu stricto) y en menor grado al grupo genómi­

co 2 (g.ivanovii) son virulentas para el ratón y pueden jugar

un papel patógeno en clinica humanao veterinaria (8,52,1SL174)

Otro aspecto sería de carácter teórico puesto que el análisis

preciso de los cinco grupos permitiría la puesta en evidencia
de "marcadores" asociados a la virulencia.



3. EXPRESION EE LA VIRULENCIA

3.1. Patologia natural

La actividad patogénica natural de g.monocxtoge­

nes involucra al hombre y más de 60 especies animales. En

todos los casos presenta una sintomatología sumamentepro­

teiforme e inespecïfica. Dehecho las manifestaciones cli­

nicas se consideran por separado en medicina humanay vete
rinaria.

3.1.1. En el hombre

En lo que al ser humanorespecta no existe una

predilección etaria, pero su gravedad se manifiesta más

frecuentemente en los dos extremos de la vida, es decir

en los recién nacidos y en la edad senil.

Las presentaciones clinicas han cambiado desde

las primeras grandes revisiones (50, 58 ) a las más recien

tes (116). Conel fin de ordenar la presentación es co­

rriente distinguir tres gruposprincipales de listeriosis
humanasegún el tipo y edades de sujetos en los que incide

la enfermedad, a saber: a) la listeriosis neonatal, b) en

la mujer embarazada y c) en el niño incluyendo el adulto.

a) Listeriosis neonatal

Esquemáticamentese pueden distinguir dos for

mas: precoz y tardía. La primera por definición se observa

dentro de los cuatro primeros dias de Vida y frecuentemen­

te en prematuros. La enfermedad en 1a mitad de los casos

-10­



se traduce en una septicemia. El niño nace en estado de

muerte aparente con rinitis purulenta, hepatomegalia,es­

plenomegalia, erupción patequial y máculo-pápulo-vesicu­

losa y, a veces se observan nódulos farIngeos. A menudo

puede asociarse una meningitis. En los órganos se apre­

cian nódulos del tamaño entre la cabeza de un alfiler y

un grano de trigo. De ahi la denominación de "granuloma­

tosis infantiséptica". De cada cuatro casos, en uno apa­

rece meningitis aguda aislada; también puede haber for­

mas pulmonares. Esta listeriosis precoz tiene una alta

mortalidad. Desde que Potel (137) publicó los primeros

casos de granulomatosis "infantiséptica", se admite la

relación entre esta forma clinica y los nacimientos pre­

maturos. Existe un problema que todavía no está aclarado

y es el de establecer si los prematuros son particular­

mente susceptibles a la E.monocxtogeneso si la listerig
sis es la causa del parto prematuro. Por esta razón se

aconseja el análisis bacteriológico rutinario en los ser
vicios de obstetricia de las maternidades con el objeto

de diagnosticar la enfermedad. En el recién nacido listg
rico es frecuente observar una conjuntivitis debido a la

siembra por gérmenes presentes en la vagina o en el 11­

quido amniótico. En la mayoria de los casos el contagio

del recién nacido es adquirido por via hematógena tra­

placentaria y más excepcionalmente por vía ascendente del

canal del parto. Puederegistrarse el antecedente de epi­



sodios febriles maternos o de cuadros clínicos que simulan

mononucleosis infecciosa, con dolores abdominales, cervica
les y lumbares.

La forma tardía de listriosis neonatal, (86 )los

sintomas aparecen a partir de la primera a la cuarta sema­

na y se trata de meningitis y rara vez de septicemia. La

afección pulmonar es frecuente: manifestada por granuloma­

tosis y bronconeumoniadebida a la aspiración de liquido

o secreciones vaginales infectadas. Son corrientes las neu
mopatïas intersticiales. Se han observado además formas

ganglionares inaparentes y oculares debido a la siembra

por gérmenesde listeria presentes en la vagina o en el l;
guido amniótico.

b) Listeriosis en la mujer embarazada

E.monocxtogenespuede tener múltiples locali­

zaciones en el cuerpo humanopero presenta un tropismo es­

pecial por el tejido nervioso central y el útero en el ca­

so de una mujer grávida. La madre puede experimentar una

enfermedadsemejante a la gripe, con molestias respirato­

rias altas, fiebre y náuseas, todas ellas presumiblemente

relacionadas con una septicemia transitoria. Generalmente

el diagnóstico pasa inadvertido y no se trata. En otras
circunstancias puedenpresentarse infecciones localizadas
en el aparato genitourinario (vaginitis, Cistitis, pielo­
nefritis, etc.) a menudocrónicas. El tiempo que transcu­



rre entre la infección materna y las manifestaciones feta
les no es bien conocido. Aproximadamente se ha comprobado

que si la contaminación tiene lugar al comienzo de la ges
tación,ocurre el aborto al 5n ó 6n mes. Si la infección

es más tardía, el parto puede tener lugar a término, aun­

que con más frecuencia es prematuro. Poirier (136) en un

estudio de 69 casos observó un 100%de muertes del feto

cuando la infección se producía antes de la 28a semana de

gestación, un 90%entre las semanas 28 y 30, un 41% en

las semanas 32 y 35, un 14% entre las semanas 36 y 37 y

0% a término.

Se ha considerado que después de una listeriosis,
los gérmenespodrian persistir en las vias genitales de la

mujer y ser ellas en consecuencia portadoras asintomati­
cas.

Horowitz(63tfispostiene, de las experiencias de
su equipo sobre la investigación de listeriosis en tocogi­

necologia llevados a cabo en la Cátedra de Enfermedades IE
fecciosas de la Universidad de Buenos Aires durante más de

lO años, que la E.monocxtogenes en la mujer grávida actúa

comoagente oportunista asociado a otros factores y en de­

terminadas circunstancias. Basándose en los hallazgos de

Harrison et al.(54 )que consigna sobre la inhibición in vi

tro del desarrollo de los cultivos de E.monocxtogenespor
el 17-betaestradiol, Horowitz supone que cuando la unidad

fetoplacentaria disminuye la producción de estrógenos por
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diversas causas, la portadora sana puede transformarse en

vehiculo de agresión de su propio hijo al no existir el

freno que inhibirïa la virulencia de la listeria. Eviden­

temente futuras investigaciones dilucidarán de manera de­

finitiva este problemamédicovinculado a la listeriosis

en la mujer embarazada.

c) Listeriosis del niño y adulto

Según Nieman y Lorber (116) después de la

listeriosis neonatal, la meningitis o meningoencefalitis

son las patologías más frecuentes producidas por E.mgngf

cxtogenes. Otras formas clinicas de listeriosis son las
endocarditis, abscesos y lesiones cutáneas, neumonía, en­

doftalmitis, colecistitis, faringitis, peritonitis y ure­
tritis.

La infección por g.monocxtogenes no ha sido

una excepción al espectro cambiante de las enfermedades

infecciosas en los años actuales con respecto a décadas

precedentes. Este hecho constituye uno de los aspectos

más interesantes y desafiantes de la medicina.Descripta

en los comienzos como una enfermedad propia de los niños

en los que originaba sepsis neonatal, en la actualidad es

cada vez más habitual en el adulto. Desde que Louria (94)

describió por primera vez la asociación de listeriosis y

enfermedades malignas, repetidas comunicaciones en la li­

teratura médica han confirmado este hallazgo. El alcoho­

lismo, la hepatopatia crónica, tumores, conectivopatias
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y el tratamiento con esteroides o inmunosupresores son al­

gunos de los factores que con frecuencia predisponen a 1a

enfermedad (166). También se la ha descripto como causante

de infección hospitalaria (51 ), aislada por via venérea
(186,201).

Recientemente se ha descripto aislamiento a par­

tir de hemocultivos en pacientes afectados por el SIDA

(143'bis).

3.1.2. En el animal

Los cuadros clinicos que presentan los animales

son semejantes al hombre. Según Manzulo (102) se los puede

clasificar en la siguiente forma:

* Agudo-sépticc: preferentemente en animales jóvenes

* Septicémicos : animales monogástricos y aves

* Nerviosos: en el ganado ovino y en menor grado en

el bovino

* AborLivo: en todos los animales

Patologia experimental
Conel fin de caracterizar la receptividad y via

de transmisión de E.monocxtogenes se han llevado a cabo es

tudios experimentales en rumiantes y animales de laborato­

rio (50 ). La patología resultante depende del serovar de

de E.monocxtogenesempleado, dosis, via de inoculación, e­

dad y condiciones fisiológicas del huésped empleado (75 ).
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Gray ( 50) sostiene que es imposible correlacio­
nar seriamente los resultados obtenidos antes de la década

del sesenta, en virtud de las expresiones ambiguas refieren
tes a las dosis empleadas como "0.5 ml de un cultivo de 24

horas", 0.2 ml de un cultivo denso", etc. Kautter et al.

(75 ) trataron de estandarizar las dosis letales y subleta

les con más de sesenta cepas de E.monocxtogenes serovar 4b

al infectar por diversas vias, aunquede preferencia por

via inhalatoria, ratones, conejos, monos, corderos y ca­
bras. Los resultados cuantitativos de las dosis desencade­

nantes acusaron un rango variable siendo también importan­

te el vehículo en el que se suspendió el germen, por cuan­

to la solución fisiológica tiene una acción inhibidora so­

bre el poder patógeno (50 ). Osebold e Inouye (129) fueron

uno de los primeros investigadores que ensayaron la infeg

ción de los corderos y cabras por via nasal. Comono exis­

tía'en la literatura ningunareferencia acerca de la infeg
ción del sistema nervioso en los mencionados animales por

inhalación de aerosoles, Kauter et al. (75 ) retomaron las

experiencias en esos animales empleando una cepa del sero­

var 4b de origen humanocultivada en caldo cerebro-corazón

durante 16 horas y a 37 °C. El liquido vaporizado fue tam­

bién caldo de cerebro-corazón a una concentración celular

de 1.7 x 104 a 2.1 x 105. La edad de los corderos y cabri­

tos osciló entre catorce y siete dias respectivamente.

Los animales presentaron una bacteriemia y eleva
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do titulo de aglutininas pero no manifestaron signos de en
cefalitis, demostrándoseen consecuencia, que si bien la

via inhalatoria es una puerta de infección, esta no conllg

va forzosamente a una encefalitis. Las manifestaciones cli
nicas en opinión de Kauter et al. (75) ocurren probable­

mente cuando se emplean dosis mayores o cuando los anima­

les están bajo el efecto de un estrés o ya tienen una in­
fección subclïnica.

En otra publicación Osebold e Inoube (126) insis

tieron en estudiar experimentalmente con más detalle la in

fección por L.monocxtogenes en ovejas y carneros por ser

estos rumiantes los más comunmenteafectados y por estar

hasta cierto punto en el campo, en contacto frecuente con
el hombre.

Habida cuenta que E.monocxtogenes tiene un marca

do tropismo por el útero grávido, King et al. (79 ) estu­

diaron la trayectoria de la infección inoculando por via

endovenosa distintas dosis de E.monocxtogenes en conejas

preñadas. Ellos constataron que la lesión por via hematógg

na no era inmediata puesto que los primeros Órganos afecta

dos fueron el higado y bazo. Por otra parte las lesiones

uterinas y placentarias enmascaranlos eventos iniciales

que conducen al aborto.

Miller et al. (109) indujeron la listeriosis en

conejas servidas de 14 y 21 dias de preñez, inoculando en

la conjuntiva una concentración débil de bacterias con el
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fin de seguir su acción en el feto y 1a formación de anti

cuerpos. La infección dió lugar a una bacteriemia, panme­

tritis purulenta, placentitis necrosante del feto con re­
tención o expulsión de éste. Si la infección es inducida

en un estado avanzado de la gestación, los pequeños cone­

jos desarrollan una leptomeningitis fatal. Las conejas

que no abortaron fueron sacrificadas uno o dos meses des­

pués de la inoculación para el estudio anatomopatológico

comprobándose que el útero era dos veces más voluminoso

que el de las conejas controles también grávidas. La in­

fección ocular en conejas sin preñez no dió lugar a cam­

bios viscerales notorios, aunque algunas evidenciaron una

bacteriemia y moderadanecrosis del higado, esplenitis y

en otras sólo se constató una alteración del parénquima

del riñón. Los gérmenes fueron demostrados por medio de

la inmunofluorescencia directa. La respuesta inmunitaria

con determinación de aglutininas y por la fijación del

complemento fue mayor en los animales inoculados al déci­

mocuarto día que en los infectados tardíamente o en las

hembras no preñadas.

Ademásde los mencionados animales se ha estudia

do la patología en pollos, pavos, palomas, gansos, gorrio­

nes, pinsones y canarios. Estos últimos siempre han demos­

trado ser muysusceptibles a la infección natural y experi

mental ( 50) (107) como también lo es el embrión de pollo.

Esto hizo que Dontenvill y Knothe (40 ) sugirieran el em­



pleo de huevos con el embrión de ese animal para aislar la

bacteria en el diagnóstico de rutina. Los mencionados auto

res afirman la patognomicidad de los focos necróticos blan
cuzcos que se desarrollan en la membranacorioalantoidea

48 horas después de la inoculación de los huevos con 10

dias de desarrollo. Entre otros, Groves y Welshimer (52 )

aislaron exitosamente la bacteria a partir del liquido ce­
falorraquïdeo de ovejas con encefalitis listérica. También

es interesante recalcar que la inoculación de ¿.monocyto—

genes en los embriones de pollo ha hecho posible la obser­

vación de lesiones microscópicas en el higado cuando aquél

pasa los 10 dias de formación.

Sword (181)} Wilder y Sword ( 204 ) trataron de

delucidar el mecanismode patogenia experimental estudian­

do los efectos del hierro y otros cationes en los ratones

infectados por g.monocxtogenes. Posteriormente y con el

mismo fin y condiciones, Wilder y Sword (205)investigaron

las alteraciones bioquímicas en el suero sanguíneo del ra­
tón. Por otra parte Armstrong y Sword ( 5 ) observaron los

cambios ultraestructurales que tienen lugar en el bazo de

los múridos después de la invasión de E.monocytoaenes.

Pruebas interesantes son las llevadas a cabo por

Zachar y Savage (210) en ratones libres de gérmenes (germ­

free) con el objeto de demostrar el papel que juega el tag

to intestinal en la ecologia de la L.monocxtoggngs. Ambos

investigadores demostraron que las colonias de cepas colo­

-19­



nizan el lumende todo el tracto intestinal cuando las bag

terias alcanzan concentraciones mayores de 105 a 107 por

gramo de tejido. Los mencionados autores postulan que en

los animales normales la población .propia del intestino

segregan sustancias antibacterianas que probablemente in­

terfieren en el desarrollo de E.monocytogenesy cuando por

alguna razón biológica se rompeel ecosistema la bacteria

en cuestión coloniza la superficie intestinal en menoro

mayorgrado convirtiéndose por lo tanto en portador asintg
mático.

También en los múridcs, Miller y Burns (110) es­

tudiaron la histopatologïa en machos y hembras preñadas

después de la ingestión oral de una concentración bacteria
na de 107 a 108 por ml de agua. Los animales se sacrifica­

ron a los 4, 7 y 14 dias con el fin de observar lesiones

viscerales. No se constataron lesiones macroscópicas pero

sí microscópicas al 7n dia en el higado, tracto gastroin­

testinal y pulmones. Los autores comunicaron no haber ob­

servado otra patología en los ratones machos pero si una

panmetritis purulenta y placentitis necrótica en las hem­

bras preñadas siendo ésta la causa del deceso. Estas expe­
riencias confirman los datos mencionadosen la literatura

por distintos autores (50,75,JD9 ) que atribuyen a la via

oral un papel preponderante de infección natural.
Cheers et al. ( 25) estudiaron la resistencia y

susceptibilidad de las líneas de ratones endocriados fren
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te a la infección de E.monocxtogenes comprobando que la cg

pa C57BL/10es más resistente que la BALB/c. La histopato­

logia también evidenció diferencias en ambas lineas muri­

nas (25 ). Cheers y McKenzie (24 ) demostraron que las di­

ferencias de sensibilidad están controladas por la presen­

cia de un gen autosómico Lr no ligado al complejo mayor de

histocompatibilidad H-2 del ratón.

Para finalizar no debe olvidarse la prueba de An

ton ( 2 ) desarrollada hace más de 50 años y que actualmen

te sigue siendo de inapreciable valor en el diagnóstico

bacteriológico rutinario de E.monocXtogenessiempre y cuan
do se la practique con cepas recientemente aisladas. Esta

reacción fue descubierta independiente por Anton ( 2 ) en

Austria y en forma casi simultánea por Morris y Julianelle

(113) en los EE.UU.. La prueba fue experimentada después

de un accidente de laboratorio en el cual un asistente del

propio Antoncontrajo una queratoconjuntivitis al proyec­

társele en la vista una suspensión de E.monocxtogenes. Ac­

tualmente el ensayo de rutina consiste en colocar 2 ó 3

gotas de una suspensión del cultivo del germen en un caldo

de 24 horas de crecimiento o mejor una gota de la suspen­
7 gérmenes porsión del cultivo a una concentración de 10

ml. Entre las 24 y 36 horas se desarrolla una queratocon­

juntivitis purulenta con adhesión de bordes de párpados.El

examencitológico del exudado presenta una moderada canti­

dad de células mononucleares con algunos bacilos Gram-po­
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sitivos. La lesión se cura espontáneamente en varias sema­

nas. La conjuntivitis puede lograrse con la instilación de

otros géneros bacterianos en el saco conjuntival pero la

queratoconjuntivitis es privativa de á.monocxtogenes. Por
otra parte la reinoculación de los conejos curados, en la

mismaforma que la descripta precedentemente, no desarrolla

ningún tipo de lesión, sugiriéndose con ello el fenómenode

inmunidadlocal descripto por Julianelle y Pons ( 72).



4. CARACTERFS MORFOLOGICOS E QE TINCION

En los materiales clinicos y cultivos muyrecientes

el microorganismo presenta una forma bacilar corta (0.5-2 um

por 0.4-05 um), recta o ligeramente curva con extremos redon­

deados. La disposición de las células no es caracteristica:pug
den encontrarse aisladas, de a pares, otras veces formando án­

gulo agudo o letras chinescas. Suelen agruparse en empalizada

evocando a las bacterias del género Corxnebacterium. En culti­

vos antiguos o provenientes de colonias rugosa la bacteria es

más larga llegando a formar filamentos de hasta 50-100 um (16&.

L.monocxtogenes no forma endoesporas ni presenta cap

sula. Es móvil por medio de cuatro fragelos peritricos cuando

se halla o cultiva entre 20-25 °C, pero a 37° disminuye el nú­

mero de fragelos o conserva uno solo. Las preparaciones en go­

ta pendiente sin colorear muestran una tipica movilidad a

"tumbos" de un extremo sobre otro y a veces rodando sobre si

misma. En el medio de cultivo la prueba de movilidad se reali­

za por punción en agar nutritivo semisólido. Luego se incuba

seis horas a 35 °C; al finalizar ese tiempo se deja a tempera­

tura ambiente, hasta el próximo dia. La formación de un creci­

miento en "sombrilla" es una característica típica del germen.

En los productos patológicos el microbio suele ha­
llarse intracelularmente.

E.monocytogenesse tiñe bien con los colorantes deri
vados de la anilina. Tomala tinción de Gramuniformemente.Sin

embargo cuando se fuerza la decoloración o se colorean gérme­
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nes provenientes de cultivos de 2 a 5 dias, el microorganismo

pierde la gram-positividad.

Noes una bacteria ácido-alcohol resistente. Nopre
senta granulaciones metacromáticas ni zonas cromófilas en el

citoplasma.



5. ESTRUCTURA X BIOQUIMICA E E3 BARED

En este acápite se considera el análisis bioquímico

de la pared y, con más precisión, las diversas preparaciones

parietales, puesto que la estructura general de g.monocxtoge­
nes analizada con el microscopio electrónico por Edwards y

Stevens ( 44) no es muydiferente de la de otras bacterias

Grampositivas.

Numerosasinvestigaciones han intentado identificar

los compuestos parietales que pueden tener un papel activo co­

mofactores de virulencia o determinantes de patogenecidad.Por

otra parte Hether et al. ( 56) y Saiki et al. (158) demostra­

ron que diversas preparaciones de paredes de E.monocytogenes

presentan propiedades importantes y originales en el dominio

inmunológico. Estos preparados actúan principalmente comocoad

yuvantes y mitógenos de las células B, inducen el quimiotactis

mode los polimorfonucleares neutrófilos, activan la via alter

na del sistema del complemento, provocan en el ratón una dismi
nución de la resistencia a la infección bacteriana e inducen

una actividad antitumoral in vitro por medio de los macrófagos.

El análisis bioquímico de diversas fracciones de pa­

redes de E.monocytogenesdel serovar 1, ha sido realizado re­

cientemente por Hether et al. ( 56) constatándose que:

a) La composición de los ácidos grasos no difiere

sensiblemente de la de otras bacterias Grampositivas. Los más

importantes fueron el 15: anteiso, el 17: anteiso, el 16: iso,

y además los ácidos palmïticos y esteáricos. Estos cinco compg

nentes constituyen el 92%de los ácidos grasos parietales. Adg
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más con anterioridad, Raines et al. (138) demostraron que en

E.monocxtoqenesno existen ácidos grasos particulares ni con

funciones específicas frente a las distintas variedades sero­

lógicas. Por otra parte los autores primeramente mencionados

sólo detectaron trazas (menosdel 0.5%) de ácido B-hidroximi­

ristico considerado generalmente comoun compuesto especifico

del lipido A, pero Wexler y Oppenheim (203) lo encontraron en

gran cantidad en una cepa del serovar 4b por medio de una tég

nica típica de extracción de los lipopolisacáridos de las bag
terias Gramnegativas.

b) La determinación de aminoácidos y de "osas" ami­

nadas caracterizan la existencia de un peptidoglicano (alani­

na, ácido glutámico, ácido diaminopimélico, ácido murámico y

glucosamina). Por otra parte Saiki et al. (158) propusieron

un modelode la estructura de este compuestoparietal.

c) La c0mposición de los hidratos de carbono señala

que aparte de los azúcares aminados del peptidoglicano, uni­

dos de modocovalente a este último, existe además una gluco­

samina, glucosa y en particular ramnosa. Nose detectaron mo­

nosacáridos con peso alto molecular (56 ).

d) Entre las fracciones obtenidas a partir de la pa

red de E.monocytogenesson de particular interés las sustan­
cias con propiedades denominadasanfipáticas, es decir que

contienen grupos polares hidrófilos y grupos apolares hidrófg
bos, comolo son los ácidos lipoteicoicos (ALT)y los lipopo­

lisacáridos (LPS). Los estudios relacionados con la evidencia
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de tales compuestos son contradictorios a consecuencia de la di

vergencia de cepas y en especial de los serovares utilizados c9
motambién de las distintas técnicas de extracción ( 57). En

1983, Hetter y Jackson lograron extraer un ácido lipoproteico

por un método de fenol agua a 65 °C después de la extracción li
pidica con solventes orgánicos a partir de una cepa de serovar

1. Este compuesto parece estar constituido por un encadenamien­

to de moléculas de glicerofosfato ligadas en posición 1-3 por

ligaduras de fosfodiester sobre la cual se adosan residuos glu­

cosilados constituidos principalmente por galactosa. La parte

lipídica está formadapor un glicerofosfolipido (83 ).

El ácido lipoteicoico (LTA)tiene la propiedad de ad­

sorberse por su porción lipidica, a la superficie de los hema­

ties, sensibilizando estos últimos a la acción de los anticuer­

pos anti-LTA. Se ha demostrado (57 ) que los glóbulos rojos sen

sibilizados(por el extracto LTAde una cepa del serovar 1) eran

aglutinados por los anticuerpos producidos a partir del LTAprg

veniente de otras bacterias Gram-positivas. En consecuencia el

"esqueleto" de las moléculas de glicerofosfato constituirïan el

antígeno heterófilo denominado "antígeno de Rantz" (140). Tam­

bién se ha observado que la hemaglutinación pasiva realizada en

presencia de glóbulos rojos sensibilizados por el LTAde una cg

pa del serovar 4b y de anticuerpos anti-listeria muertos, era

inhibida por los LTApreparados a partir de otras bacterias

Gram-positivas.



6. COMPOSICION ANTIGENICA

El conocimiento de los caracteres antigénicos de E¿mg­

nocxtoqenes fue aborado en 1935 por Seaston (164) y luego con­

tinuado por Schultz et al. (162) y Julianelle et al. (72 ). To­

dos ellos sugirieron la presencia de dos grupos serológicos den
tro de la especie, es decir el tipo I aislado en roedores y el
tipo II correspondiente a los rumiantes. Añosmás tarde Pater­

son (132), quien trabajó con un número mayor de especies anima­

les, comprobóque esa sugerencia era errónea sosteniendo que

las variedades serológicas tenían más bien una débil relación

geográfica y no de reservorio.

El mismoPaterson y posteriormente Robbins y Griffin

( 149 ) utilizando un procedimiento parecido al de Kauffmann­

White para salmonelas encontraron, comoen toda bacteria móvil,

varios antígenos somáticos (O) termoestables y también antíge­

nos flagelares (H) termolábiles. Los primeros fueron designados

por cifras y los segundos por letras. Este hecho les permitió

una división de la especie en cuatro serovariedades mayores nu­

meradas de 1 a 4. La 1, 3 y 4 están diferenciadas sobre la base

de los antígenos somáticos y la 2 por un antígeno flagelar difg
rente.

Años más tarde Seeliger (166) dividió el grupo 4 en

dos subvariedades: 4a y 4b teniendo en cuenta también los antí­

genos somáticos. Finalmente Donker-Voct, y por el mismoprinci­

pio, agregó al serovar 4 la subvariedad 4c, 4d y 4e. Por otra

parte esta mismaautora encontró diferencias dentro de los antí
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genos flagolares de las variedades 1 y 3 creando por consiguieg

te las subvariedades 1a y 3a.

El Cuadro 1 señala la estructura antigénica de E.mono­

cxtogenes que se acredita hasta la fecha. En los últimos años

al reconsiderar las diferentes especies genómicasllevadas a ca

bo por el equipo de trabajo de Rocourt et al.
et al.
ción de los serovares.

(150) y Seeliger

(167) se han hecho algunas modificaciones a la distribu­

Cuadro ¿.- Serovares de E.monocXtogenes

Serovares A n t í g e n o s

Paterson Seeliger
Donker- H
Voet

1 1/2a 1 2 (3) ab
l/2b 1 2 (3) abc

2 1/2c 1 2 (3 bd

3 3a 2 (3) 4 ab

3b 2 (3) 4 abc

3C 2 (3) 4 bd

4 4a (3) 5 9 abc
4b 3 5 abc

4C 3 5 7 abc

4d (3) 8 abc
4e (3) 5 8 9 abc
4ab (3) 5 7 9 abc

( ) Antígeno irregularmente presente
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De los especimenes patológicos provenientes de huma­

nos y diversas especies animales de regiones geográficas dispg
res se ha constatado un predominio de los serovares 4 b y 1,

mientras que las variedades serológicas 2 y 3 son raras.

Gray ( 50) informó que dentro de los Estados Unidos,

el 32.8%de las cepas de g.monocxtogenes aisladas son del serg

var l, mientras que el 65.3% pertenecen al tipo 4 y menos del
1%responden a los tipos 2 y 3.

En la casuïstica argentina, Paolasso (130) comunicó

que el 90%de las cepas aisladas en Córdoba corresponden a la

serovariedad 4b, el 7%a lb mientras que el 3%son del la. La

mismaautora llama la atención por cuanto las variedades del

tipo l corresponden a infecciones en recién nacidos.

En los laboratorios especializados y centros de re­

ferencia se preparan suspensiones antigénicas somáticas y fla­

gelares monovalentes y polivalentes que pueden servir ya sea:

- Directamente para detectar la presencia de anti­

cuerpos en el paciente (serodiagnóstico).

- Indirectamente para la preparación de antisueros

con fines de serotipificación de una listeria des
conocida aislada a partir de un especimen clinico.

Unaexplicación detallada de la producción de anti­

sueros es descripta por Gray y Killinger (50 ). AsimismoLar­

sen et al. ( 87) indican las cepas de E.monocytogenes que han

dado mejor resultados en el empleo de antígenos como también

las cepas de Staphylococcus aureus necesarias para utilizar cg
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mo factores de absorción.

Considerando que la preparación de antígenos, antisug

ros especificos y de control es tediosa, no se justifica llevar

la a cabo en los laboratorios corrientes de diagnóstico. En con
secuencia se los adquiere en los centros de referencia o en el

comercio ya preparados por laboratorios acreditados (Difco,

Bohering, Instituto Pasteur, etc.).

Seeliger (167) preconiza tener sumacautela y un enfg
que crítico de los serodiagnósticos particularmente por los re­

sultados de las aglutininas somáticas en virtud de no estar re­

suelto si éstas son realmente especificas. Las razones se fun­

dan, por un lado, en que los sueros de los animales y personas

sin antecedentes de listeriosis puedencontener aglutininas de

L.monocxtogenes, aunque este hecho es objeto de conjeturas ya

que resultarïan de infecciones subclinicas o de portadores sa­

nos. Por otra parte, L.monocytogenesposee comunidades antigéni

cas somáticas comunescon Streptococcus faecalis (166), Staphx­

lococcus aureus ( 41) y Staphylococcus epidermidis (166) y algu

nas especies de Corynebacterium (166), Neter et al. (115) demos

traron, por medio de la prueba de aglutinación que E.monocyto­

genes contiene el llamado "antígeno de Rantz" (140), de composi

ción química aún no determinada, comúna las mencionadas bacte­

rias Gram-positivas. Este antígeno de Rantz se lo ha encontrado

en los serovares 1/2, 3, 4a y 4b de E.monocxtogenes (166). Este

anticuerpo puede suprimirse por absorción de las serovariedades

de listeria ya sea con g.aureus o É.subtilis.
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En conclusión, se acepta generalmente que un título

válido en el serodiagnóstico de g.mgnggytoqenes no puede deter

minarse por ninguna prueba serológica, a menos que el suero

sea absorbido primero por algunas de las especies de bacterias

Gram-positivas mencionadas. Este hecho quita validez a muchas

publicaciones anteriores a la década del 60 que citan altos tí

tulos de E.monocxtogenes en el suero de poblaciones humanas y

animales aparentemente normales.

Los títulos de los antígenos flagelares son más espe
cíficos que los somáticos siempre que aquéllos sean recienteá

mente obtenidos y que durante su preparación se los haya some­

tido al ultrasonido para disminuir la tendencia a la autoaglu­

tinación (167). Por otra parte es conveniente saturar el suero

a investigar con antígeno somático dado que en la preparación

del antisuero flagelar por la técnica clásica, se obtiene un

antígeno con una porción del soma bacteriano causante de los

títulos de aglutinación inespecífica.
En vista de la falta de especificidad antigénica y

la frecuente ausencia de conversión sérica (sero-conversión)

frente a estos antígenos en las listeriosis confirmadas, diver
sos investigadores han intentado caracterizar un antígeno fla­

gelar puro o una fracción somática específica que permita res­

ponder adecuadamentea los interrogantes clínicos y epidemiolg

gicos (34 ).



7. CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS ESENCIALES

Para los fines prácticos de cultivo e identificación

de L.monocxtogenes, es importante conocer la acción de los si­

guientes factores:

a) Influencia de la tensión de oxigeno y anhídrido
carbónico

Seeliger (168) señala que el germen es aerobio y

másbien microaerófilo. El desarrollo se incrementa, especial­

mente en el primer aislamiento, cuando los cultivos son incuba

dos con una tensión de oxigeno reducida y a una concentración

de 5 a 10% de C02.

tral e incubado a 20 °C, el germen que es móvil, crece en toda

En agar blando, inoculado por punción cen­

la altura del tubo dando una turbidez uniforme, salvo en unos

milímetros por debajo de la superficie, donde la opacidad es
mucho más intensa. Lo mismo ocurre si se inocula una rama de

un tubo en U en la cual a 20 °C se observa la progresión del

cultivo móvil por el enturbiamiento del agar normalmente claro;

esta turbidez alcanza el máximoa 5 mmpor debajo de la super­

ficie del contenido de las dos ramas.

b) Acción de la temperatura

g.monocxtogenesse destaca por la facilidad de

crecer a temperaturas disgenésicas, entre 3 y 45 °C, con un Óp­

timo de 35-37 °C, Resiste el calentamiento a 58-59 °C durante

30 minutos. La particularidad más importante para el diagnósti­

co bacteriológico es la posibilidad de crecer a temperatura re­

lativamente baja, hasta + 4 °C. Naturalmente, en tales condicig



nes el crecimiento está muyretardado; pero en 10 a 15 dias a­

parecen las colonias en las placas de agar nutritivo. Además

de su interés para el aislamiento selectivo, esta propiedad es

utilizada para la conservación del germen, en efecto, los cul­
tivos en caldo nutritivo continúan viables varios meses a la

temperatura del laboratorio y varios años a + 4 °C sobre agar

sangre o caldo ascitis en ampollas cerradas. En fin, la liste­

ria es un germenque soporta bien la congelación y la liofili­
zación.

c) Efecto del pH

El desarrollo es abundante en un medio de cultivo

con pHneutro o ligeramente alcalino. Seeliger comenta haber

obtenido cultivos relativamente buenos a pH 9.6, en cambio el

crecimiento se detiene por debajo de 5.6. Cuando en el medio se

incluye un carbohidrato fermentable, por ejemplo glucosa, el

crecimiento es mucho más rápido, pero a medida que el pH cae a

5.6 6 menos, las bacterias mueren en uno o dos dias. Por este

motivo es con frecuencia imposible hacer una resiembra a partir

de los medios que han servido para el estudio de las fermenta­

ciones de azúcares (cuando la reacción ha sido positiva).

d) Características bioquímicas

Desde este punto de vista, L.monocxtogenes es re­
lativamente inactiva. Los nitratos no son reducidos a nitritos.

Noes proteolïtica. Noproduce ni indol ni ácido sulfhidrico.
La urea no es hidrolizada mientras que la arginina sí lo es con

producción de amoniaco. Ni el suero coagulado ni la gelatina
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son licuados.

Noha resultado útil la división de listeria en tipos

fermentativos por ser moderadosu poder glucidolitico. Los po­

cos hidratos de carbono que son atacados (glucosa, maltosa, le­

vulosa, trealosa, esculina y salicina) lo hacen por via fermen­

tativa con producción de ácido pero no de gas. No crece en el

citrato de Simmonsy son positivas las reacciones del rojo de

metilo y Voges-Proskauer.

Rocourt et al. (155) utilizan la d-xilosa, l-ramnosa,

x-metil-d-manosa comomarcadores bioquímicos secundarios para

diferenciar las cuatro últimas especies recientemente descrip­

tas: L.ivanovii, L.inocua, E.welshimeri y E.seeligeri.
Hidroliza el Tween80 y 20. Presenta una fosfolipasa

que puede causar variados grados de opacidad en los medios a ba

se de huevo y en 1972 Elischerová (44a), demostró que 2.3929­

gitgggngg posee una fosfatasa que desdobla el fenilfosfato de
sodio a pH 5.8.

Por último cabe agregar que la bacteria considerada

produce en agar sangre al 5%una hemólisis de tipo B.



DETERMINANTES BE PATOGENICIDAD

La virulencia de L.monocxtogeneses multifacética y

aparentemente se debe a productos solubles segregados durante
su crecimiento.

A continuación se describen los componentes que de­

sempeñanun papel importante en la patogenia de la infección.

8.1. La hemolisina

De acuerdo con Gray (50 ), Hof (59 ), Skalka et al.

(174) la hemolisina es el mayor factor de virulencia de

L.monocytogenes. Muchoshechos permiten llegar a esta

conclusión aunque, por cierto, hay elementos problemáti­

cos y contradictorios hasta el momentoinsuficientemente
dilucidados.

La primera evidencia incontestable del papel de la

hemolisina comofactor de patogenicidad es el suministra

do por la taxonomía. En efecto si se compara la actividad

hemolitica y la patogenia natural o experimental de las

cinco especies recientemente definidas a partir de cepas

de L.monocztoggngs sensu lato(€L152J53), se comprueba que

las dos únicas especies encontradas en patología humana

(L.monoc1togenes) y veterinaria (E.monocztogenes X E.ivaf

novii) son hemolíticas. A la inversa, la especie corrien­

temente identificada en el ambiente comoE.innocua, no es

hemolitica y tampoco patógena ( 8 ). De todos modos el es

tudio de las cinco nuevas especies aportan dos elementos

contradictorios: las cepas de E.ivanovii, son menosviru­
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lentas que las de E.monocytogenes según la patogenia expe­

rimental (174), y notablemente más hemoliticas; sin embar­

go, las cepas de E.seeligeri, avirulentas, presentan una
pequeña hemólisis (153). Estos datos no parecen invalidar

el papel de la hemolisina pero sirven para indicar que hay

otros factores de virulencia que intervienen. Las hemolisi
nas de las distintas especies son de naturaleza diferente.

Hasta la fecha persiste la indefinición en este aspecto.

La segunda consideración consiste en estudiar diferen

tes cepas de E.monoc1togenestratando de establecer una.c9
rrelación entre su poder hemolitico (medidopor el titulo

máximode hemolisina obtenido durante el cultivo del ger­

men) y su virulencia (medida por la dosis letal al 50%.

Hasta la fecha no se ha encontrado ninguna relación entre

la existencia de cepas poco virulentas, pero muyhemoliti­

casfi7,mL1rfl. Probablemente estos estudios antiguos debie­

ron haberse realzado con cepas de E.ivanovii. Tampocose

excluye que ciertas cepas hayan sufrido modificaciones ge­

notïpicas ocasionando otros factores de virulencia. Por o­

tra parte, para una misma cepa, las tasas máximas de hemo­

lisina obtenidas a través de repiques son variables (117),

hecho que aumenta la dificultad de establecer una correla­

ción. Además, en el curso del pasaje en serie de cepas en

el ratón se ha observado una disminución de la producción

de hemolisina paralelamente al aumentode la virulencia

(117). Todosestos estudios tienen el principal defecto de
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desconocer la producción de hemolisina "in vivo" porque di

rectamente existen sistemas de regulación, en especial el
relacionado con la disponibilidad del hierro accesible a
la bacteria (29 ).

La tercera estimación consiste en estudiar las mutan­

tes no productoras de hemolisinas. Hof (59 ) realizó esta

experiencia empleando una cepa de E.monocytoqcnes del serg
var 1/2a aislada por Murray en la década del veinte

(SLCC53= ATCC15313) y descripta como no hemolitica por

Barber ( 9 ) después de 1939. Esta cepa estudiada por el

primer autor es avirulenta para el riñón adulto y el ratón

recién nacido. El germen es rápidamente eliminado de los

órganos, especialmente del bazo del ratón, no confiriendo

ninguna inmunidad protectora. En el ratón "Nude", la bac­

teria es eliminada más lentamente pero eliminada al fin.

La ausencia de elaboración de hemolisina de la cepa

tipo de E.monocytogenes ha hecho que Jones y Seeliger

(7o ) propusieran reemplazarla por otra denominada cepa

EGD (SLCC2371 = ATCC1911) también aislada por Murray y

que es hemolitica. La objeción mayor que se puede presen­

tar en este estudio, particularmente cuando se utiliza una

cepa antigua que haya sufrido varios pasajes, es que hayan
ocurrido modificaciones en el genotipo implicando otros

factores de virulencia que pudieran intervenir ademásde
la hemolisina.

La cuarta estimación estriba en analizar los mecanis­
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mos de actuación de la hemolisina. Se sabe que el blanco

celular principal ( 98) parece ser el macrófago y la hemg

lisina destruye las membranasde estas células: la cito­

plasmática, la de los fagosomas y lisosomas o ambas a la

vez. La destrucción de los fagocitos podria estar ligada

a la liberación por los fagosomas y lisosomas de su_contg

nido enzimático como también de la membranacitoplásmica.

Podria además intervenir un mecanismocomplementario

y este sería explicable por una adquisición por las listg
rias intracelulares, del hierro capturado por las organe­

las intracelulares (siderosomas) y liberados en el cito­

plasmapor la lisis de aquéllas (80). En efecto el creci
miento bacteriano es directamente proporcional al tenor

de hierro en el medio de cultivo o en los tejidos vivos

(183). Este último punto es testimoniado por el aumento

de la virulencia de E.monocxtogenes en los animales que

recibieron inyecciones de hierro ionizado (181). In Vitro

se ha demostrado la toxicidad de la hemolisina de ¿.2922­

cxtogenes frente a varias células: Lelmelandet al. (89 )
estudiaron su efecto en cultivos de células humanasHela

y de riñón de mono, Siddique (170 ) empleó células de ra­

tón, Kingdomy Sword (81 ) constataron el efecto cardio­

tóxico en el ratón comotambién 1a acción destructiva de

los lisosomas hepáticos por aislamientos de esas organe­

las según la técnica de Weismanny Thomas (193). En fin,

los diversos modelos experimentales conducen a un denomi­

_ 39 _



nador comúnque consiste en la lisis de las membranas que

contienen colesterol, es—deeir—que—en—general—afeeta—a-1as

meabranas_que_contienan—colesterel, es decir que en gene­

ral afecta a las membranasde las células eucarióticas y

de ciertas organelas intracitoplasmáticas en especial las

mitocondrias y los lisosomas ( 15).

En lo que atañe a la producción, purificación y carag
teristicas fisicoquïmicas los estudios de Girard ( 48),

Jenkins ( 67), Lemeland ( 89), Njoku (117) y Sword (132),

indican que la hemolisina de E.monocytogenes es una exoto­

xina elaborada durante la fase exponencial del crecimiento

de la bacteria. Su producción tiene lugar de 4° a 42 °C.

Las condiciones óptimas se han dado cuando la bacteria se

cultiva en infusión de cerebro-corazón y a una temperatu­
ra de 37 °C. En todas estas situaciones la actividad hemo­

lïtica del sobrenadante aumentaparalelamente al crecimien

to bacteriano hasta alcanzar un máximoentre las 16 y 24

horas, disminuyendo luego con rapidez. El titulo máximode

actividad obtenido en tales cultivos es variable para ca
da cepa aún para una misma cepa después de varios repiques

(117). Por otro lado,es importante la contribución hecha

por Swordindicando el papel del hierro en la estimulación

del crecimiento de g.monocxtogenes in vitro e in vivo,
Cowart y Foster (29 ) observaron además la existencia de
una relación inversa entre la concentración de hierro en

el medio de cultivo y la producción de hemolisina.
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Los resultados acerca de las caracteristicas fisico­

quïmicasde la listeriolisina son contradictorias, espe­

cialmente en lo que respecta al peso molecular de esa pro­

teína. Jenkins et al. ( 68) en 1971 establecieron un paso

molecular de 171.000 daltones para una purificación de la

toxina que contenía 25000 unidades/mg de proteina; en cam

bio, Siddique et al. (I}Z) en 1974, estimaron un peso mo­

lecular de 10.000 daltones para una purificación cercana

a las 6.000 unidades/mg de proteina. A pesar de estas di­

ferencias, ninguno de los valores mencionados concuerdan

con los encontrados por otras citolisinas oxigenolábiles

comolas producidas por Streptococcus pyogenes o Bacillus

cereus. Lo que si se ha puesto en evidencia es que la he­

molisina de L.monocxtogenes es tiol-dependiente (67AB,172)

su actividad hemolitica es inhibida por el colesterol 081).

La listeriolisina podria ser el factor que interviene

en el fenómeno de CAMPllamado así por analogía con la

exaltación de su hemólisis descripto por Chystie, Atkins y

Munch-Petersen (32 ) para el diagnóstico presuntivo del es

treptococo del grupo B.

Otros componentesextracelulares

a) Lipolisina

Los primeros trabajos llevados a cabo por Girard

et al. (67 ) con los sg(48 ) y también por Jenkins et al.

brenadantes de los cultivos de &.monocztogenesdemostraron



una correlación entre su actividad hemolïtica y la aptitud

de opacificar los medios de cultivo con yema de huevo. Es­

te hecho condujo a la hipótesis de que la hemolisina es en

realidad una fcsfolipasa. Asimismoésta desempeñaría sen­

das actividades puesto que existe un paralelismo entre la

acción hemolïtica de una cepa y la aptitud de degradar

substratos comola lecitina o la tributirina (77 ). Poste­

riormente Jenkins y Watson (68 ) como también Siddique et

al. (172) al mejorar los métodos de purificación de la he­

molisina, comprobaronque la actividad enzimática de ésta

y la de la lipasa eran desarrolladas por moléculas distin­

tas. El compuestolipolïtico purificado por Jenkins y Wat­

son tiene un grado de actividad específica de 400 unida­

des/mg de proteína y un peso molecular de 52.500 daltones.

Ademásy contrariamente a lo que ocurre con la hemolisina,

es inactivado por la cisteïna a una concentración de lO-ZM.

Por otra parte es interesante agregar el efecto citotóxico
del antígeno lipolítico frente a los cultivos de macrófa­

gos murinos tal comolo demostraron las experiencias de

Watson y Lavizzo (190). Los estudios de Leighton et al(88 )

sostienen que el antígeno lipolïtico podria ser una fosfo­

lipasa de tipo C.

b) Agente productor de monocitosis (MPA)

El agente productor de monocitosis designado por

Stanley (178) con la sigla MPA(Monocytosis-Producing­



Agent) y extraíble por solventes orgánicos es de naturale­

za fosfolipidica, serológicamente inactivo y de baja toxi­

cidad tisular. Tayadonet al. (185) demostraron que la ad­

ministración parenteral de este extracto lipidico en el ra
tón produce además de 1a clásica monocitosis una linfope­

nia y granulocitosis.

Los estudios de Galswarthy et al. ( 47) demostraron

que el MPAestá asociado a la envoltura celular y en parti
cular a la membranacitoplasmática. Los mencionados auto­

res separaron del MPApor filtración en gel y por cromato­

grafia intercambiadora de iones, dos productos de activi­

dad independiente: uno asociado a la producción de monoci­

tos y el otro responsable de una actividad inmunosupresora.

Según sus resultados tan poco como 10 ug de la fracción

que contiene MPAcausa una elevación de 9 veces el nivel

de monocitos circulantes en la sangre de ratones.

Es interesante hacer notar que el aumento de células

monociticas se ha observado esencialmente en los roedores,

rara vez en el hombre y nunca en los rumiantes. Hasta la

fecha no hay explicación de este último hecho (50 ).

c) Catalasa y superóxido dismutasa

Veron (187), Welch et al. (194) consideraron dos acti

vidades enzimáticas implicadas en la degradación de los me

tabolitos activos del oxigeno, siendo en consecuencia im­

portantes para la toxicidad celular. Unade ellas, la cata
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lasa, es una enzima no inductible responsable de la des­

trucción de las peroxidasas. La otra sería la actividad e­

jercida por la superoxidodismutasa, enzima inductible,que

contiene hierro verosimilmente localizada en el espacio

perimásmico. Las dos enzimas podrian ser factores de virg

lencia permitiendo a E.monocytogenesresistir la acción
de los metabolitos activos de oxigeno (especialmente el

ión superóxido) producidos por los macrófagos, los poling
cleares o ambos.

Sustancias de tipo "endotoxina"

Un cierto número de trabajos (27,28,103,133,171,].73,l77)

indican que en E.monocxtogenesexiste un lipopolisacárido

(LPS) semejante a la endotoxina de las bacterias Gram-ne­

gativas.

) extraído por unaEl cor Jejo Ei de Patocka ( 133

técnica (f «agua a 20 °C) semejante a uno de los proce­

dimientos Leados para extraer la endotoxina de las bag
terias Gran negativas, es extremadamentetóxico para el

conejo y ratón y también resulta inmunógeno. No obstante

el complejo Ei no puede considerarse comouna verdadera

endotoxina puesto que el tenor de proteína es inferior al

60%y en vivo carece de las propiedades tipicas del LPS.

Hay que agregar que tal complejo fue obtenido a partir de

cepas del serovar 1 y también de cepas del serovar 5, ac­

tualmente designada Listeria ivanovii, sin constatar dife
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rencias notables.

Estudios más recientes efectuados por Conklin y

Siddique ( 27), Singh et al (173), Srivastava y Siddique

(177), Wexler y Oppenheim (203) postulan firmemente la e­

xistencia de un LPS en L.monocxtogenes.

Hay que tener en cuenta que para la extracción del

LPSdiversos autores han empleado técnicas similares y a

partir de cepas del serovar 4 b.

Los argumentos de semejanza entre el LPS de ¿.29E9­

cztogenes y el de las bacterias Gram-negativas son los
siguientes:

a) Posee constituyentes quimicos característicos del

LPSde las bacterias Gram-negativas comoser: presencia

del 15%de ácidos grasos de los cuales el ácido B-hidroxi­

mirïstico es el principal componente,heptosas y ácido

2-ceto-3-deoxioctónico y un 2%de aminoácidos.

b) El estudio en microscopía electrónica del material

purificado tiene la mismaestructura al LPSobservado en

las bacterias Gram-negativas.

c) Presenta propiedades biológicas tipicas de las en­

dotoxinas o sea que: es letal para el conejo y embrión de

pollo, tiene efecto pirógeno, tiene actividad en los estu­
dios con lisado de amebocitos del limulo, produce edema y

eritema después de inyección subcutánea en el conejo, es

además mitógeno y coadyuvante de las células B (124). En
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fin también es probable que el LPS sea responsable de la

sintesis de aglutininas frias observadas experimentalmen
te en el conejo (28,203).

A pesar de todos estos razonamientos esgrimidos,que

dan lagunas a precisar en lo que respecta por un lado a

las dosis requeridas para cumplir con las actividades

biológicas enunciadas y por otra parte queda el interro­

gante de su localización celular exacta, en la pared de

L.monocytogenes (203).



9. RESPUESTA INMUNITARIA

La respuesta del huésped a infecciones por E.monocytoqenes,bac­

teria intracelular facultativa, incluye componenteshumorales y

celulares (87 ). El papel de cada uno es aún pobremente defini­

do a pesar de la plétora de publicaciones aparecidas hasta la

fecha (166).

Con la excepción de Webb (191) quien observó que el

suero de convalesciente de listeriosis puede presentar alguna

protección en el hombre, las inmunizaciones pasivas no han sido

exitosas(ML72,]27 ). Tambiénhan fracasado los ensayos destina­

dos a conferir inmunidad en animales por medio de vacunas con

suspensiones muertas solas o con coadyuvantes (49 ), a pesar de

que Eveleth ( 46), Szemeredy y Szabo (184) comprobaron en carne

ros y ovejas que el tratamiento con gérmenes muertos, les confe

ría un grado de inmunidadsuficiente para protegerlos de la in­

fección natural. Las experiencias con vacunas vivas y en dosis

subletales han dado resultados más promisorios (55J25). No obs­

tante Grahamet al. (49 ), Osebold y Swayer (127) y Osebold et

al. (128) han informado lo contrario.

Todosestos resultados dispares y por añadidura la

presencia de comunidadesantigénicas afines con otras bacterias

Gram-positivas (167), sugieren que los anticuerpos humorales no

constituyen la base de la inmunidadpara listeria, siendo los
linfocitos T sensibilizados los responsables de las defensas

del huésped contra ese germen. Las clásicas experiencias de

Mackaness08,m» demostraron que los linfocitos T del ratón son

—47_



los responsables de la protección especifica a la infección por

g. monocvtogenes. Los pasos resumidas de las pruebas "in vitro"

fueron las siguientes:
1.9 Un grupo de ratones fueron infectados con una pequeña dosis

de L.monocxtoqenesvirulenta.

2n Varios dias después se sacrificaron los animales para obte­

ner el suero y los linfocitos del bazo. A ese tiempo los ra

tones son inmunes y contienen una población activa de linfg
citos capaces de resistir la infección.

3n A distintos grupos de ratones normales se les inyectó célu­

las de bazo normal, suero normal, células del bazo inmunes

a listeria y suero también inmunea listeria. Posteriormen­

te los cuatro grupos fueron sometidos a dosis letales de

listerias y microbacterias y una mezcla de ambosmicroorga­

nismos. Estas pruebas acusaron los siguientes resultados:

Bacterias enfrentadas

Componentes . . . Listeria y
transferidos LlSterla MYCObaCterla Mycobacteria
Células nor­
males de ba- Infección Infección Infección
zo
Suero normal Infección Infección Infección

Células del
bazo inmune Resistencia Infección Resistencia
a E.monocxto- a ambos
genes
Suero inmune Infección Infección Infección
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Las pruebas indican que el suero de animales inmunizg

dos con g.monocytogcnes no confiere inmunidad, es decir que en

este proceso no intervienen los mecanismoshumorales. Sin embar

go las células inmunes del bazo contienen una población de lin­

focitos que aumentanla actividad anti-listeria.

Posteriormente Lane y Unanue (84a), Blanden y Langman

(lab) y también North (118) ampliaron las investigaciones en es

te campo concluyendo que E.monocytogenes provoca en el ratón u­

na virtual y exclusiva respuesta inmunitaria mediada por célu­
las.

Zinkernagel (211) quien trabajó sobre la inmunidad de

las células T demostró que la reacción inmunitaria de E.monocy­

togenes es mediada por linfocitos timo dependientes. Estos se
hallan asociados a estructuras de la superficie celular bacte­

riana codificadas en la región H-2 del complejo mayor de histo­

compatibilidad codificadas en la región H-2 del cromosomadel

ratón que contiene los genes del complejo mayor de histocompa­

tibilidad (212).

Otras experiencias han confirmado que L.monocytogengs

al ser una bacteria intracelular, es un excelente agente estimu

lador de macrófagos. Ratzan et al. (143) midiendo "in vitro" la

producción de 14C02 a partir de glucosa marcada en el carbono
l, encontraron que los macrófagos de ratones infectados con BCG

por via endovenosa o con E.monocytogenes evidencian tasas de o­

xidación de la glucosa superiores a las de los macrófagos de ra

tones testigos. Estas manifestaciones se acrecientan si el ensa
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yo se realiza en presencia de particulas fagocitables (látex),

registrándose incrementos de unas cuatro veces sobre los valo­

res testigos. Tambiénexisten pruebas demostrativas de que la

actividad inmunopotenciadora se pone de manifiesto en ratones

irradiados. Borowski. y Jakoniuk ( 19) verificaron que cuando

g.monocxtogenesse administra antes de la irradiación de esos

animales, disminuye la respuesta humoral primaria a los hema­

ties de carnero y, después de la irradiación se acelera la res
tauración de dicha respuesta.

Kearns y Hinrichs (76 ) describieron la extracción

de un componente intracelular de L.monocztogenes que actúa co­

mopotente mitógeno de células B murinas y por vía intravenosa

incrementa la respuesta humoral del ratón a los hematïes de

carnero. Los mismosautores no han podido caracterizar esta

fracción en otras bacterias gram-positivas comoStaphylococcus

epidirmidis ni gram-negativas comoSalmonella typhymuriun.

Otro hecho que ha transformado a la E.monocytogenes

en un modelo importante para los estudios de los mecanismos in

munológicos mediados por células en los animales de experimen­

tación es el de poseer una actividad antitumoral en diversos

sistemas experimentales. Youdimy Sharman (209) observaron que

la inmunidadcelular provocada por esta bacteria determina la

activación de macrófagos que aumentan su eficacia en la citotg

xicidad inespecïfica frente a células tumorales. Bast et al.

(ll ) demostraron que L.monocxtogenes muerta por el calor es

eficaz, pero menosque las bacterias vivas y, dato interesante,
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sus paredes celulares en emulsión O/Acarecen de efecto antitu­

moral. Dustoor et al. (43 ) explican la actividad antitumoral

de E.monocxtogenespor tres mecanismosposibles: interacción

con linfocitos cuyas linfoquinas activan a macrófagos; acción

directa sobre macrófagos; potenciación de la citotoxicidad me­

diada por linfocitos.



10. EPIDEMIOLOGrfi

La infección de E.monocxtogenestiene particular in­

terés en medicina humanay veterinaria en virtud de las patolg
gïas descriptas en las dos últimas décadas en el hombre y ani­

males. Comootras zoonosis, la listeriosis es transmisible de

animales a personas. Sin embargo las cadenas epidemiológicas

terminan generalmente "ciegas" (166). Es decir que casi siem­

pre los microorganismos no se propagan probadamente de un hués

ped animal a otro, excepto la infección neonatal que se trans­
mite de la madre al feto.

En vista del creciente aislamiento de E.monocytoge­

Egg de fuentes ambientales, se consideran a continuación los
reservorios, la distribución geográfica de la listeriosis así
comolos mecanismosde transmisión y factores desencadenantes

de la infección.

10.1. Reservorios

Con posterioridad a la descripción de Murray (114) y

Pirie (135) mencionada en el ítem 1, la infección de E.

monocytogenes fue comprobada por aislamiento e identi­

ficación del agente etiológico, en más de cincuenta es­

pecies de mamíferos, siendo los rumiantes los más sus­

ceptibles (50 ). En el Perú se observó la enfermedad en

alpacas (102) y en la literatura mundial los datos acer­
ca de la infección en animales domésticos indican que es

poco frecuente en el cerdo y en los perros, en cambio



son habituales los brotes en conejos y cobajos. Asimismo

se la ha aislado en veinte especies de aves, principal­

mente en las de corral, tales comopollos, gansos y pa­

vos ( 50). Gray ( 50) informa que la infección en pája­

ros jóvenes, en especial canarios y cotorras, ha sido cg

municada en todos los continentes excepto Africa y Antag

tida. Noqueda al margen de esta infección la fauna sil­

vestre y es así que las especies másafectadas por la

listenia son el zorro, topo, liebre, rata, ratones, musa

rañas, ciervo, alce y algunas en cautiverio comoel coyg

te, ardilla, Chinchilla, monosy leopardo. Existen infor
mes de aislamiento en peces, en efecto, Stamatin et al.

(5o) aislaron E.monocxtogenesde las vísceras de tru­

chas arcoiris y Shlygina ( 50) estudió los cultivos de
esa bacteria aislada de crustáceos.

En lo que respecta a portadores asintomáticos en el

hombrey animales, diversos autores han aislado la bacte
ria de coprocultivos hecho que hace considerar al tracto

intestinal comoun significativo reservorio epidemiológi
co. Ya en 1926 Murray et al. (114), sugirieron el posi­

ble compromiso de esa via en la eliminación de L.monocy­

togenes. Esta hipótesis fue confirmada, aunque experimen
talmente, por las investigaciones de Julianelle ( 71),

Rolle y Mayer (157) y también Osebold (126). Un estudio

de este microorganismo en especimenes fecales de anima­

les sanos e infectados experimentalmente fue primeramen­
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te presentado por Larsen ( 87 ) en 1964 y por Dijkstra

(37) en 1969. Noobstante quienes realmente definieron

el problema fueron Jessen y Bojsen-Móller (69 ) que des­

pués de exhaustivas experiencias confirmaron que el trag
to intestinal constituye uno de los principales puntos
de localización y via de eliminación de listeria. Esta
conclusión es válida inclusive en el hombre. Basados en

sus estudios los dos últimos autores estimaron que en Di

namarca probablemente el 1 %o más de la población huma­

na estuvo, durante sus experiencias, contaminada por lis
teria eliminandola en sus materias fecales. Otros inves­

tigadores confirmaron la existencia de portadores huma­

nos contaminadospor esta bacteria en diferentes regio­

nes geográficas del mundo. Asi Kampelmacher y Van Noorle

(73) estudiando un grupo de empleados que trabajaban en

el procesamiento de productos a base de huevos y otro de

personas ajenas a esa tarea, pero desempeñándoseen la

administración, constataron que entre los primeros el

porcentaje de portadores subclïnicos llegaba a un 29.5 %

mientras que en el segundo caso era de 10.6 %. Posterior

mente los mismosinvestigadores realizaron aislamientos

de E.monocytogenes en portadores sanos que trabajaban
diariamente en el laboratorio con esa bacteria y emplea­

dos de oficina. En el mismoorden hallaron para el prime

ro un 77 %de casos positivos y en el segundo un 61.5 %.

El hecho interesante apreciable es que hubo casos en una
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misma persona con más de una variedad serológica. Ralo­

vich et al. (50 ) en Hungria encontraron 19 portadores

de Eïmonocytogenes entre 90 operarios de un matadero.

Tambiénen distintas regiones del mundose confir­

maron hallazgos de E.monocytogenes en la materia fecal

de animales herbívoros siendo los aportes de Kampelma­

cher y Noorle-Jansen (74 ) y Weis (199) los más desta­

cables después de los presentados por Dijkstra (37 ).

En 1983 en Brasil, Hofer (60 ) estudió la existencia de

portadores subclinicos en ganado vacuno mayor y menor

de 5 años. De 61 especímenes de materia fecal obtenidas

en un matadero de Río de Janeiro, dicho autor encontró

que 11 animales fueron portadores; 9 de ellos eran pro­

venientes de bovinos menores de 5 años y el resto mayo­
res de esa edad.

Analizando el problemade la listeriosis en los a­

nimales herbivoros, la gran mayoria de los autores co­

rrelacionan este estado epidemiológico con el alimento

acumulado en los silos. En efecto, E.monocxtgggnes ha

sido aislada en la capa superior de los silos (50 ), es

decir en zonas donde el forraje no alcanza un pH bajo.

La alcalinidad de los recovecos de pobre fermentación,

el aumento de la concentración de CO2y el abastecimien
to de nutrientes por el mismosilo hacen que la bacte­
ria en cuestión prospere sin problemas. Comoevidencia

de contaminación por este alimento, Dijkstra (37 ) in­
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10.2.

formó una reducción del número de portadores del 15%a

1 %después de la introducción de varias medidas ten­

dientes a mejorar las técnicas de ensilado en Holanda.

Confrecuencia, la listeria también se encuentra

en estado autónomo en el agua y fango (50 ). Olsufev

et al. (123) informaron haberlo aislado de agua de rio,

mientras que Jasinka (66 ), Seeliger et al. (165) y

Hofer (61 ) efectuaron aislamientos a partir de aguas
de alcantarillas.

Welshimer (195) estudió la supervivencia de E.mgng­

cxtogenes en suelos de diferente composición química,por

centaje de humedady textura. Posteriormente el mismoau
tor en colaboración con Donker-Voet (197) estudió el e­

fecto de la vegetación sobre la existencia y sobreviven­

cia de la bacteria con el objeto de investigar la corre­

lación suelo-planta.

Todos estos estudios concluyen en que E.monocxtoge­

nes es germenubicuo, siendo los animales los principa­

les reservorios (50 ).

Mecanismogg transmisión

Los factores que regulan la transmisión y el conta­

gio delrmonocxtogenes todavia permanecen obscuros. Son

difíciles de establecer por la enormedifusión de esa

bacteria en el ambiente y la gran cantidad de portadores

aparentemente sanos. No obstante por los estudios epizog
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tiotiológicos resulta útil considerar por separado la

contaminación animal, en el hombrey también, la trans­

misión entre ambos grupos.

a) Contaminación animal. Según las encuestas vete­

rinarias éstas puedentener lugar por contagio directo,
indirecto o por medio de vectores.

En el contagio directo aunque no haya pruebas

‘hasta el momentodado que esta bacteria se elimina por

los emuntorios y las secreciones de sus mucosas, es e­

vidente que debe haber una transmisión de ese tipo. En

efecto, la listeria se la ha encontrado en terneros du
rante la lactancia siendo presumible que la infección

haya ocurrido comoconsecuencia de la mastitis en vacas

por cuanto E.monoc1togenes se la ha aislado en esas a­

fecciones. La via respiratoria también seria una posi­

ble puerta de entrada y explicaría la via de infección

del sistema nervioso central. Otra de las formas peli­

grosas es la genital, pues según referencia de Manzullo

(102) se ha verificado en bovinos que el 65 %de las va

cas inseminadas artificialmente con semen de toros que

eliminaban esa bacteria, abortaron. Por último se encuen

tra también entre las formas frecuentes, la via transpla
centaria de la madre al feto.

En el contagio indirecto el pflNOy los alimentos

contaminados pueden servir de vehiculo.

b) Contaminación en el hombre. Al igual que en los
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animales, se han descripto formas directas e indirectas.

En el contagio directo el ejemplo más relevante

es la infección transplacentaria. Tambiénel hombrepue­

de contaminarse de animales enfermos o portadores de gér

menes. Se trata de sujetos profesionalmente expuestos c9
mo los obreros agricolas que manipulan restos de abortos

veterinario, empleadosde mataderos, etc.

No puede desecharse la posibilidad de infección

venérea especialmente en la patogenia del aborto por lis
teriosis. Wenckebach(201) relató haber encontrado cinco

casos de uretritis listeriósica en el hombre. Toaff(186)

informó que sobre 60 mujeres abortadoras habituales por

listeriosis, en tres encontró el mismotipo serológico

de las listerias aisladas en espermocultivos de sus res­

pectivas parejas. TambiénRappaport (141) cita el caso

de dos mujeres abortadoras por listeriosis en las cuales

se aisló el mismotipo serológico de listeria aislado de

los espermocultivos de sus respectivas parejas.

En el contagio indirecto de animal a hombre se

le asigna cierta importancia a los fomites y a la leche

deficientemente pasteurizada en virtud de que esta bactg

ria resiste a temperaturas de 63 °C durante 35 minutos.

Los embutidos, las carnes crudas y peces han sido consi­

derados vias de infección.

Se han citado también ejemplos de contagios in­

trahospitalarios (Sl ).
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10.3. Distribución geográfica

La listeriosis está universalmente extendida y con

excepción de la Antártida, se la ha registrado en diver

sos paises de todos los continentes. De acuerdo con See

liger (167) el número de casos es mayor en los climas

templados que en los tropicales. Por otra parte en el

género humanose la ha constatado con mayor frecuencia

en el sexo masculino (167).

Se desconoce la incidencia, pero se calcula que en

los Estados Unidos es de aproximadamente un caso por mi

llón de habitantes al año (50 ).

La República Federal de Alemania es uno de los paí
ses donde se ha estudiado intensamente esta enfermedad

por las enormes pérdidas económicas que provoca en los

rumiantes y el elevado número de casos humanos registra

dos. Por este motivo en ese pais la listeriosis está in
cluïda en la legislación de inspección de carnes, figu­

rando además entre las enfermedades animales de declara

ción obligatoria ( 67).
Antes de la década del 60 los casos reconocidos en

varios paises en desarrollo eran muypocos siendo actual
mente numerosos los casos informados a consecuencia de

una mayoralerta clinica para el diagnóstico precoz como
ocurre en el mundodesarrollado.



10.4. Factores favorizantes

El espectro cambiante de las enfermedades infeccio­

sas en los años actuales con respecto a décadas preceden

tes constituye uno de los aspectos más interesantes y de

safiantes de la medicina. La infección de E.monocytogenes

no ha sido una excepción a este fenómeno. Clásicamente ha

sido considerada comouna enfermedad propia de los recién

nacidos, sin embargoen la actualidad la listeriosis es

muchomás frecuente en el adulto y afecta preferentemente

a ancianos e inmunodeprimidos. Desde que Louria (94 ) des

cribió por primera vez la asociación de listeriosis y en­

fermedades malignas, repetidas comunicaciones en la lite­

ratura médica han confirmado este hallazgo. El alcoholis­

mo, la hepatopatía crónica, tumores, conectivopatias y el

tratamiento con esteroides o inmunosupresores son algunos

de los factores que con mayor frecuencia predisponen a la

enfermedad. Los sujetos que han recibido un transplante

renal son altamente susceptibles a la infección E.monocy­

togenes file) especialmente en forma de meningitis o en­
cefalitis.

En conclusión E.monocytogenes plantea numerosos pro­

blemas en cuanto a su epidemiología. Considerada por algu

nos autores comouna antropozoonosis esporádica, se acep­

ta actualmente un papel fundamental al "medio exterior",

por lo que la enfermedad se encuadra mejor dentro de las

llamadas saprozoonosis o genosis. A pesar de su notable
suelos,frecuencia y difusión en el medio exterior, vege­
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tales, agua, etc., la capacidad de producir patología en

el ser humanoparece limitada. Para explicarlo se han a­

puntado razones de distinta índole, basadas unas en el

variado poder patógeno de los distintos serovares y, o­

tras fundamentadas en los mecanismos inmunológicos del

organismo.



11. DIAGNOSTICO E LABQRATQIEQ

11.1. Recolección, transporte X procesamiento de muestras

El diagnóstico bacteriológico se basa principal
mente en el aislamiento del germenpor cultivo de especi­

menes clinicos que varian según el sindrome. Con ciertas

restricciones, los procedimientos serológicos son aplica­

bles para hallazgos de casos de diagnóstico retrospecti­
vo (167).

E.monocytogenesse aisla fácilmente de las

fuentes habituales: sangre; líquidos cefalorraquídeo; am­

niótico; loquios; sangre del cordón umbilical; meconio;

secreciones de cuello uterino, vaginales y uretrales. En

algunos laboratorios ha tenido éxito el aislamiento pri­

mario en material de biopsia y tejido placentario o fe­

tal previa trituración en agua peptonada, caldo nutriti­
vo o agua destilada, esterilizados.

Es conveniente considerar diversas técnicas de

recolección, a saber:

a) En la septicemia y meningitis hay que prac­

ticar una extracción de sangre y una punción lumbar,res­

pectivamente. El liquido cefalorraquïdeo puede ser tur­
bio o claro siendo variable el número de elementos de un

caso a otro; a veces puede ser inferior a 100, otras de

alrededor de 4000 a 5000 por ml. La fórmula también es

variable: unas veces hay predominio de polimorfonuclea­

res alterados y otras, por el contrario, de linfocitos.
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Incluso puede existir una fórmula heterogénea. Paralela­

mente el examenquimico del liquido cefalorraquideo pue­

de acusar un aumento de albúmina y descenso de glucosa.

En realidad estos últimos hallazgos no son especificos

puesto que también se los puede encontrar en la meningi­
tis tuberculosa.

b) En infecciones localizadas tales comorino­

faringitis, amigdalitis y otras hay que hacer la extrac­

ción con hisopo. El examendirecto proporciona pocos da­

tos puesto que la listeria no puede distinguirse de los
saprófitos.

c) En el aborto o en un parto infeccioso se re

cogen los productos de evacuación uterina, feto muerto,

embrión, sangre del cordón y placenta. De esta última

hay que recoger las granulaciones y abscesos con prefe­

rencia de las lesiones, de otro modoal azar si el aspeg
to es sensiblemente normal.

d) En el recién nacido se impone obtener el me

conio. Si en el niño se observan pápulas, éstas hay que

punzarlas asépticamente para obtener el especimen. En ca
so de conjuntivitis purulenta es necesario recolectar la
muestra también con hisopo. Si ocasionalmente tiene lu­

gar una autopsia debe aislarse sistemáticamente el higa­

do, bazo, ganglios linfáticos.

e) En los portadores sanos destinados a estu­

dios epidemiológicos, las deyecciones constituyen el es­

pecimen de elección.



11.2

11.3.

Examenmicroscópico de los extendidos

El examen directo, por el método de Gram, del

sedimento de liquidos biológicos normalmenteestériles

comoel cerebro espinal o el amniótico es útil para es­

tablecer un diagnóstico tentativo. En los frotis de és­

tos, los microorganismos se encuentran extra o intrace­

lularmente pudiendo confundirselos con corinebacterias,

neumococos,estreptococos y si hay excesiva decolora­

ción con Haemophilus influenzae. Un marcado predominio

de bacilos gram-positivos en muestras de fuentes conta
minadas con flora mixta también puede ser diagnóstico

afirmativo presuntivo. Cherry et al. (31 ) sostienen

que la coloración inmunoquímicaespecifica con anti­

cuerpos fluorescentes puede ser útil en la descripción

preliminar de microorganismos, especialmente si ellos

se encuentran en muestras contaminadas. Por otra parte,

Bortolussi et al. ( 20) comentan que estudios muyespe­

cializados han descripto la detección especifica de a.

monocxtogenesen tejidos por hibridación de ácido nu­

cleico, pero ni la hibridación ni los métodos de anti­

cuerpos fluorescentes tienen probabilidades de uso ruti
nario en los laboratorios clinicos corrientes.

Cultivo 1 aislamiento

AunqueE.monocxtogenes después de su aisla­
miento crece bien en casi todos los medios de cultivo

convencionales, la práctica ha demostrado que los in­
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tentos iniciales de su aislamiento a partir de infecciones

naturales y experimentales no siempre tiene éxito. Las di­

ficultades son variables según el númerode gérmenes pre­

sentes y depende de la administración eventual de un trata
miento antimicrobiano previo. Por tal razón en el cultivo

y aislamiento deben distinguirse dos situaciones defini­
das, a saber:

a) Cuandoel material clinico es monomicrobiano,

es decir, cuando no está contaminado con otros gérmenes cg

moes el liquido cefalorraquídeo o la sangre.

b) cuando los productos patológicos o ambienta­

les tienen diversas poblaciones bacterianas tal comoes c9
rriente con los exudadosvaginales, heces,etc..

En el primer caso el aislamiento presenta pocos

problemas puesto que como se indicó en el apartado 7, E.

monocytogenes crece relativamente bien en los medios de

cultivo empleadoshabitualmente tales comoagar-nutritivo­

sangre al 5 %, tripticasa-soja-agar y otros. A pesar de es
ta simplicidad es aconsejable guardar un tiempo los medios

de cultivo en la estufa a 35-37 °C ocho dias como minimo,

para los medios sólidos y por lo menos tres semanas los me

dios liquidos en particular los hemocultivos. El desarro­

llo es aún mejor si los medios de cultivo con el germen se

incuban en una atmósfera del 10 %de C02.
El aislamiento a partir de un material contami­

nado es muchomás delicado. Han sido propuestos múltiples



procedimientos mencionandose a continuación los más desta"

cados:

a) Técnica del crioenriquecimiento: esta metodo­

logia recomendada por Gray et al. (50 ) consiste en colo­

car el material clinico (hisopos con el especimen, trozo

de tejido macerado en el caso de autopsia, restos de abor­

to,etc.) en cinco mililitros de caldo-fosfato-triptosa. La
maceración de tejidos ha dado buenos resultados debido a

la ubicación frecuentemente intracelular de la bacteria.El

métodomás efectivo consiste en colocar el tejido sospecho
so en un mortero o licuadora con algunos mililitros de a­

gua destilada esterilizada caldo-fosfato-triptosa. La solu
ción salina debe evitarse porque suele tener efecto nocivo

sobre el germen especialmente si la población es baja. Una

parte de la suspensión macerada se lleva a placa de agar

triptosa, agar sangre o agar de McBride (95 ); el resto se

guarda a 4 °C. Las placas son incubadas a 37 °C durante

18-24 horas. Al término de este período se examinan con lu

pa binocular o de manocon la placa apoyada sobre un trípg

de de laboratorio, usando iluminación reflejada a 45? Cuan

do se observa con este método, las colonias lisas de E.m2­

nggïtogenes presentan un típico color verde azulado, con
un tamaño oscilante entre 0.2-O.8 mmde diámetro. La forma

es redondeada con superficie de contextura lisa y consis­

tencia acuosa, tan característica que con un poco de prác­

tica pueden identificarse rápidamente aún en cultivos muy

contaminados (50 ).



La mayoria de los autores coinciden en la impor­

tancia de la técnica del crioenriquecimiento. Seeliger(166)

estima que en algunos materiales el incremento puede lle­

gar al 100 %. El mecanismo del efecto de realce a 4 °C no

se conoce. Cuando fue descripta por primera vez por Gray

et al. ( 50) se sugirió que podia tener relación con algún

factor inhibidor en el cerebro bovino. Los intentos de con

firmación no tuvieron éxito y durante los años siguientes

este crecimiento demoradose demostró en todos los tejidos

y líquidos corporales animales y humanos. ComoL.monocxto­

genes crece lentamente a 4 °C, la multiplicación a esa tem

peratura puede tener alguna virtud. Sin embargo, hay indi­

caciones de que otros factores, quizá quimicos o enzimáti­

cos aún no bien estudiados y hasta una forma filtrable del

microorganismo sean responsables de aquel fenómeno. Cual­

quiera sean las causas de este crecimiento demorado, se

destaca la necesidad de un método de aislamiento más efec­

tivo para evitar una posible demoraen la confirmación de

un diagnóstico clínico y para prevenir un informe erróneo
cuandolos cultivos iniciales no revelan la bacteria.

b) Empleo de medios selectivos y luego de enri­

quecimiento. Estos son numerosos. Una revisión completa

es la publicada por Ralovich (139). Entre las principales

' se pueden citar:

* el medio básico ya sea de agar nutritivo o

agar nutritivo con sangre adicionado de an
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timicrobianos: polimixina (18 ), polimixi­

na, ácido nalidixico y azul de metileno

(35);

medio con tripaflavina de Ralovich modifi­

cado por Ortel (125): ácido nalidixico y

tripaflavina;

telurito de potasio al 0.05 % (50 ) en cal­

do nutritivo;

guanofuracina y furacina (95 );

asociación acetato de talio y ácido nalidï­

xico (84 );

en la actualidad los medios de crecimiento

y aislamiento preconizado por Mavrothalassi

tis (105) han demostrado ser bastante satis

factorios. Estos puedenser sólidos o liqui
dos, conteniendo además de los componentes

de base: dicromato potásico, trióxido de

cromo, galocianina, tionina, ácido nalidixi
co y anfotericina B.

c) Otro procedimiento para vencer las dificulta­

des de aislamiento es la inoculación por via intraperito­

neal en ratones con material sospechoso de estar infectado

con L.monocxtogenes. Hasta ahora esta metodologia no se a­

cepta en Estados Unidos de América ni en Europa Occiden­

tal, pero se ha reportado exitosa en la Unión Soviética
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donde además de haberse aislado la bacteria de fuentes hu­

manas se la ha obtenido de garrapatas, agua de arroyos,

crustáceos y silos ( 50).

Una técnica interesante es el empleo de embrio­

nes de pollo con 10 dias de incubación por ser éstos sus­

ceptibles a la infección con L.monoc1togenes. Tal circuns

tancia hizo que Dontenwill y Knothe ( 40) sugirieran su

uso para tratar de aislar la bacteria. Los mencionadosau
tores afirman que los focos necróticos que se desarrollan

en la membranacorioalantoide 48 horas después de la ino­

culación son casi patognómicos. La bacteria puede enton­

ces aislarse fácilmente de esa membrana.El procedimiento

se ha empleado con material de origen humano y también

exitosamente para aislar el germenen cuestión del liqui­

do raquïdeo de ovejas con encefalitis listeriósica (52 ).

Los diversos métodos presentados para tratar de

aislar E.monocytogenesse muestran gráficamente en la Fi­

gurarP 1. Cada uno de ellos tiene ventajas y desventajas

y hasta que aparezca un método simple pero efectivo, no

se conocerá la verdadera frecuencia de esta infección bag
teriana.

Identificación

11.4.1. Caracteres morfológicos 1 culturales
Sirven para tal fin los señalados en los aparta­

dos 4 y 7 de monografía.



11.4.2. Reacciones bioquímicas

Las colonias de g.monocxtoqencs se evalúan de

acuerdo a muchas de las pruebas bioquímicas empleadas en

los laboratorios clínicos y de investigación (20 ). La

mayorparte de aquéllas están indicadas en el ítem 7.4.

también de esta monografía.

En lo que atañe a las distintas especies del

género Listeria, sus características bioquímicas según

Rocourt y Grimot (115) están resumidas en el Cuadro Nn

2.

Cuadro Ei 3.- Características bioquímicas de E.monocytogenes

a Producción de ácidos
Prueba de CAMP a partir de

Grupo Mobi- Staphylococcus Rhmmxxxxms Xilg_ Ram- Mani­
genó- Especies lidad aureus equi sa nosa tol
nico

1 LJmmaqángaKm + + - - + ­

2 L.bulgaricab +/L + +C -c —C

3. Ihimuxma + - - +/— ­

4. Ihwelshfimni + - - + +/- ­

5. L.seeligeri + + + - ­

Dmgrayisflxïngmayi + - - - - +
thnnd mflmp.
mnnzyi + - - - - +

a- Según la descripción de Rocourt y Grimont (115)
be Aspecto taxonómico no firmemente establecido ( 20)
Ch Debeagregarse suero al medio de cultivo base para exaltar el crecimiento

de la bacteria. (20) -72­



Unode los problemas frecuentes a evitar en el

laboratorio es la confusión de E.monocxtogenescon las si

guientes especies gram-positivas no esporuladas:

Streptococcus faecalis, Erysypelothrix rhusiopathiae y

Corxnebactgrim spp. En el Cuadro 3 están resumidas las

pruebas diferenciales entre las cuatro bacterias menciona
das.

Cuadro3.- Interrelaciones de los bacilos gram-Eositivos 39 aci­
dófilos X gg esEorulados (202)

Bacilos gram-positivos no acidófilos no esporulados

v i/

Catalasa-negativos Catalasa-positivos

f W V V

No móviles Móviles No móviles Móviles

W v v v
Q,Eyggenes Lactobacillus spp Corxgebacterium spp Lynrxuxzytggenes
Iactobacillus spp (raros; Kurthia zopfii
szsigglothrix spp Cbrinebacte­

ri_um spp
(no médicos)

11.4.3. Identificación de serovares
La aglutinación por antisueros no debe faltar

comoprueba confirmatoria del aislamiento. El reconoci­

mientodefinitivo requiere la serotipificación de antí­
genos somáticos (0) y flahelares (H). La producción de

sueros especificos es tediosa y no se justifica en los
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laboratorios de diagnósticos. Se venden comercialmente an­

tisueros para pruebas de aglutinación rápidas en placa y

tubo. Noobstante en lso estudios epidemiológicos es nece­

sario una tipificación serológica más completa. Para estas

circunstancias los aislamientos presuntamente identifica­

dos comoE.monocytogenes deben entregarse por intermedio
del Ministerio de Salud Pública local al Centro Nacional

de Tipificación de Listeria spp existente en Atlanta, EE.

UU.o al Instituto Especial de Cultivos de Listeria de la

Universidad J.Maximilian de Wurzburg, R.F.A.

El serotipo 4b es el más frecuente en la Argen­

tina (130), comoasí también a escala mundial.

Tambiénpuede emplearse la inmunofluorescencia

directa mediante antisuero conjugado con isotiocianato de

fluoresceína de alto titulo según la técnica de Eveland

( 45). La acción directa de anticuerpos fluorescentes tie
ne la ventaja de detectar con rapidez el microorganismo

en muestras que contienen gérmenes no viables o en aqué­
llas en las cuales el cultivo es dificultosa. Existen la­

boratorios que preparan antisuero de conejo contra E.mgng­

cxtogenes conjugados y lo expenden en forma deshidratada.

11.4.4. Poder patógeno experimental

a) En el conejo. La virulencia de la cepa aisla­

da puede confirmarse experimentalmente por infección ocu­

lar en el mencionado animal según la prueba de Anton, Ju­
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lianelli y Pons ( 72) que da comoresultado una queratocon

juntivitis. La experiencia consiste en la instilación de

una gota de un cultivo de 24 horas en el saco conjuntival

de un conejo. La concentración de los gérmenes debe ser a­

proximadamente de 107 por ml. Al cabo de 36-48 horas se

constata una conjuntivitis purulenta encontrándose células

epiteliales, polimorfonucleares, mononuclearesy gérmenes

principalmente intracelulares.

b) En el ratón. No es empleado este animal en

las pruebas de rutina. Noobstante, eventualmente puede es

tudiarse el poder patógeno de una cepa. Para que la ino­

culación al ratón sea válida, deben guardarse ciertos re­

caudos comoser la certeza de que la población de ratones

empleadaesté libre de listeriosis latente, la que podria
reactivarse suministrando resultados falsos positivos. A­
demás son necesarias densidades bacterianas de 105 a

107/ml (DLSO).La prueba de patogenicidad se lleva a cabo

por vía intraperitoneal ( 8 ). Las cepas de E.monocztoge—

nes virulentas desarrollan una sepsis mortal en un tiempo
variable de 2 a 7 dias. La bacteria puede ser recuperada

del exudado peritoneal y del hemocultivo por punción car­
diaca.

c) Embriónde pollo. Son interesantes las prue­

bas de control de virulencia de distintas cepas de L.m9­

nocxtogenes llevadas a cabo por Woody Woodbine (207).
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11.5. Evaluación scrológica (serodiagnóstico)

La serologïa de la infección listérica que po­

dria ser una valiosa ayuda al serodiagnóstico debido a

la composiciónantigénica de la bacteria tiene alto gra­

do de inespecificidad que obliga a tomar con reserva sus

resultados. Comose indicó en el apartado 6 g.monocyto­

genes presenta el antígeno de Rantz que tiene porciones

comunescon varias bacterias gram-positivas la mayoria

de las cuales son parte habitual de la microflora normal

del hombre o del animal (115). En consecuencia se insis­

te que para hacer el diagnóstico etiológico de una liste
riosis, el mejor procedimiento es sin discusión, el ais­

lamiento del germen. Lamentablemente, los intentos de

aislarlo no siempre dan resultados, ni siempre son posi­

bles; por esta razón se busca a menudohacer un diagnós­

tico indirecto o retrospectivo basándose en reacciones

inmunológicas.

Sea como fuere se han desarrollado pruebas de

aglutinación para demostrar la presencia de anticuerpos

contra los antígenos somáticos y flagelares de las sero­

variedades de la bacteria ( 50, 166 ), de fijación

del complemento(166), de hemaglutinación directa e indi

recta( 137, 168 ), de hipersensibilidad cutánea (lists
rina) ( 50, 166 ) de inmunofluorescencia directa

(45, 167) y otras. Lamentablemente, la mayoría de los ha
llazgos no se pueden comparar debido a la diversidad de
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los métodos utilizados y a que muchos investigadores, en

particular antes de la década del 60, no tuvieron en cuen

ta las reacciones serológicas cruzadas de E.monocxtogcnes

con otros microorganismos especialmente Staphzlococcus

aureus y Streptococcus faecalis (166).

Las reacciones de aglutinación han sido las más

utilizadas. En todos los casos es necesario investigar

por lo menos separadamente los anticuerpos correspondien­

tes a tres tipos de antígenos: antígenos 0 del serovar 1,

antígenos 0 del serovar 4b y antígenos H. La técnica más

fiel es la de aglutinación en tubo, sin centrifugación,

con una dosis fija de antígeno y diluciones crecientes de

suero. La primera dilución de suero a utilizar es la del

1/40, a causa de las aglutininas naturales de la microflg
ra en los individuos no afectados de listeriosis. Si se

ponenen evidencia las aglutininas antilisteria, es nece­

sario asegurarse de su especificidad mediante pruebas de

reacción cruzada con cepas convenientes de Stapthococcus
aureus y Streptococcus faecalis. La presunción de una in­

fección reciente por E.monocxtongesda lugar a la presen­

cia simultánea de aglutininas anti-0 y de aglutininas an­

ti-H; pero para que estos resultados sean confiables, los

anticuerpos deben encontrarse en dos muestras de suero ei
traídas sucesivamente del mismoenfermo con un intervalo

de 7 a 21 días.

Es preciso saber que, incluso en las condicio­

nes óptimas de realización, las infecciones por listerio
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sis cuya etiología haya sido probada bacteriológicamente,

no siempre dan lugar a la aparición de anticuerpos en can
tidad detectable, aún en los casos severos confirmados

sin mencionar los pacientes tratados precozmente con anti

microbianos que previenen la formación de anticuerpos o

en los grupos de edades extremas (166). Seeliger conside­

ra que un serodiagnóstico de infeCción listérica es signi
ficativo cuandolos títulos de aglutininas son altas, del

orden de 1:400 o más, para las somáticas y de 1:100 o ma­

yores para las flagelares. Ahorabien, los títulos eleva­

dos rara vez persisten durante años.

Estos hechos arrojan considerable duda sobre mu
chos informes de infección listérica basados únicamente en

evidencias serológicas.

La reacción de fijación de complemento llevada

a cabo por Seeliger et al. (166) con más de 20.000 sueros

de pacientes, portadores y personas sanas arrojaron resul
tados más confiables que las pruebas de aglutinación para

valorar la respuesta inmunitaria. Los antígenos necesitan

un alto grado de estandarización y lamentablemente no es­

tán comercializados. Suelen presentar reacciones cruzadas

pero en menorgrado que los aglutinantes y los titulos su
periores a 1/10 son considerados comorespuesta serológi­
ca específica.

A causa de las dificultades de interpretación

de los resultados de las pruebas clásicas detectoras de
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aglutininas y fijación del complemento,diferentes auto­

res han investigado nuevas pruebas inmunológicas. Drew

(41 ) demostróla existencia de preciptinas antilisteria

por el método de difusión de Outcherlony. Korn et al.(82)

comprobaronla existencia de aglutininas frías en el sue

ro de un paciente afectado de meningitis por E.monocxto—

genes. Los métodos de detección rápidos de anticuerpos
fluorescentes darían buenos resultados pero no es esta

una técnica corriente y de hecho es bastante discutida

(166). Tambiénhan sido desarrolladas reacciones de aglu

tinación pasiva, inmunoenzimáticas (166) y de hipersensi
bilidad retardada (50 ) con resultados bastante convin­

centes. Eveleth et al. (46 ) prepararon una "listerina"

usando el método de Kochpara elaborar la tuberculina

vieja de g.tuberculosis siendo los primeros en realizar
ensayos en el ganado ovino y en médicos veterinarios ex­

puestos frecuentemente al trabajo con animales listéri­
cos.

Todas estas técnicas tienen sus ventajas y des

ventajas (166). Por otra parte, los antígenos correspon­
dientes no están comercializados haciendo difícil poder­
los llevar a la rutina. En conclusión, el clínico no de­

be exigir una investigación serológica de listeriosis
cuando los síntomas no son claramente evocadores de esa

infección. En casos cuya etiología ha sido probada bac­

teriológicamente, se debe insistir no tanto en el ensayo
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de nuevas técnicas que aún no están bien puestas a punto,

sino en la prescripción y ejecución de reacciones más sig

ples y confiables comoes la fijación del complemento (169.

No hay que olvidar la renovación del examen serológico con

un intervalo de 15 días de manera que pueda seguirse la

curva evolutiva de los anticuerpos.
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12. SUSCEPTIBILIDAD.fi BACTERIOFACO_S

Aunquela presencia de bacteriófagos en los cultivos

de E.m9nocxtogenes fue mencionada por Schultz (162) en 1945,

fueron Swordy Pickett (180) en 1961 los primeros en detallar

el aislamiento de fagos a partir de cepas lisógenas de esa es­

pecie bacteriana tratadas con luz ultravioleta. Este agente in
ductor tiene la desventaja de liberar bacteriocinas (166) con

propiedades semejantes a las colicinas dando lugar a falsas

reacciones positivas. Por otra parte los mencionadosautores no

indican la variedad serológica empleada.

Los trabajos en forma fragmentaria fueron continua­

dos por Durst et al. (42 ), Guillot (53 ), Jasinka ( 66) y

Scheglova (161) quienes identificaron alrededor de 18 varieda­

des bacteriofágicas de las cuales cinco han servido para propg
sitos especificos de tipificación bacteriofágica.

En los últimos 10 años los estudios de los bacterio­

fagos de E.monocztoqenes como también los de E.innocua, fueron

retomados por Ackermanet al. ( 1 ), Audurier et al. ( 6 ),

Rocourt et al. (151) y Pichereau et al. (134).

La técnica de fagotipia presenta actualmente 27 fa­

gos que han permitido a Audurier et al. ( 7 ), tipificar el

78.4 %de 823 cepas de E.monocxtogenes aisladas en Francia des
de 1958 hasta 1978.

El sistema de tipificación por mediode los bacterig

fagos tiene la ventaja de discriminar las cepas de E.monocxto­
genes que la serotipia no puede separar. La mencionada metodo­
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logia actualmente está siendo evaluada por un multicentro in­

ternacional (YSá), con el fin de incorporarla a los estudios

epidemiológicos.



13- 251211111229.

g.monocytoqeneses sensible "in vitro" a la penici­
lina, ampicilina, eritromicina, tetraciclina, cloranfenicol y
gentamicina. Los resultados clinicos indican que los antibió­

ticos de elección son penicilina o ampicilina y, en caso de

alergia, a ellos se debe utilizar la eritromicina (166). Las

tetraciclinas, a pesar de su eficacia, están limitadas en sus

indicaciones durante el embarazo, en los recién nacidos y en

los niños,.por sus efectos adversos al depositarse sobre los

huesos y dientes (90). Hof et al. (59) demostraron experimen­

talmente, en la terapéutica de listeriosis, que la ampicilina

ejerce un efecto bacteriostático y no bactericida. Unaexpli­

cación podria ser el hecho de que la listeria tiene una loca­

lización intracelular en los macrófagos no siendo éstos acce­

sibles a la ampicilina.

Moellering et al. (lll) han demostrado la acción si

nérgica entre penicilina o ampicilina y un antibiótico amino­

glucosídico.

Aunqueel esquema de susceptibilidad de E.monocyto­

genes descripto en centenares de aislamientos de origen huma­

no y animal es bastante uniforme, la sensibilidad "in Vitro"

debe determinarse para todas las cepas aisladas de materiales
clínicos.



14 . PROFILAXIS

La inseguridad de los conocimientos acerca de los re

servorios naturales y la discontinuidad en la cadena epidemio­

lógica hacen dificultoso establecer una profilaxis sistémica
de la listeriosis.

En general, las medidas preventivas equivalen empiri

camente a una mejora de las condiciones sanitarias con'particu
lar referencia a un control alimentario riguroso. Esto se tra­

duce por una parte, en la verificación de las materias primas

destinadas a la elaboración de productos de consumoy por otro

lado, a la adopción de hábitos que proscriban la ingestión de
leche cruda.

En el caso de la población de la campaña, las muje­

res embarazadas deben evitar la manipulación y contacto de ma

teriales infectantes relacionados con el ganado. Estas mismas

precauciones deben ser tomadas por veterinarios y personal a­

fectado al manejo de ganado, tareas de matadero e industrias
anexas .



15. SITUACEQH EE LA LISTERIOSIS EE EL ARGENTINA

Según la revisión publicada por Manzullo (102), los

hallazgos de L.monocxtogenes en el hombre fueron hechos por

primera vez en la Argentina_por Savino en el año 1940. Más a­

delante, y en forma esporádica, aparecieron comunicaciones

del aislamiento de esa bacteria por parte de Wenckebach (201),

Paolasso et al. (129) y Rinaldi et al. (148). En el año 1970

se formó un grupo de trabajo cOn profesionales de la Cátedra

de Enfermedades Infecciosas de la Facultad de Medicina de la

Universidad de Buenos Aires y de la Cátedra de Inmunología de

la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacio­

nal de La Plata, donde se estudiaron más de 3.400 mujeres ca­

sadas estériles con reacciones serológicas positivas para lis
teria.

En lo que respecta a la transmisión del animal al

hombre, Manzullo comenta comoresultante de los distintos es­

tudios llevados a cabo por su equipo en distintas zonas agri­

colo-ganaderas del pais, que a excepción de una paciente de

Río Negro, el resto procedían de áreas urbanas. En consecuen­

cia, el contacto con hacienda fue descartado quedando solo la

posibilidad de que la infección se pudo haber transmitido por

pequeños animales domésticos o por alimentos.

En Rosario, Molteni et al. (112) y Notario et al.

(120) comunican haber aislado E.monocxtogenes en casos de me­

ningitis en niños y adultos.

En el terreno de 1a medicina veterinaria Manzuloci
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ta que Viera y Castelo en los años 1944 y 1967, Colucci et al. en

1967 y Epstein et al. en 1972 aislaron la bacteria en el ganado

bovino en distintas regiones del país. Tambiéncomenta habersela

aislado en ovejas. Menchacay Fauquer (107), lograron aislar 6 cg

pas de L.monocxtogenesde infecciones en canarios, charrúas, jil­

gueros y paraguayitos de la ciudad de BuenosAires.

Para los fines de diagnóstico de laboratorio, el equipo

de investigadores de la Cátedra de Microbiología de la Facultad

de Farmacia y Bioquímica de la Universidad de Buenos Aires dirigí

do por el Prof.Dr. R.de Torres, ha ensayado métodos de purifica­

ción de antígenos específicos para la serología del género Bigge­

ria. En otro orden de tareas estudiaron los perfiles proteicos

de las hemolisinas de diferentes cepas de E.monocxtogenes con el

fin de establecer criterios adicionales en la taxonomíadel géne­

ro Listeria. Estas investigaciones fueron presentadas en el IV

Congreso Argentino de Microbiología que tuvo lugar en Buenos Aires

entre el 5 y el 9 de agosto de 1985. En el Instituto Nacional de

Microbiología "Carlos Malbrán", se han aislado en los últimos años

cepas de L.monocztogenes de especímenes clínicos y alimentarios.
Comocorolario, se está de acuerdo con Manzulo (102) de

que sería muy importante a fin de obtener un amplio panorama de

la prevalencia de E.monocXtogenesen nuestro país, realizar inves

tigaciones de la biogénesis en determinadas zonas con el objeto

de obtener mayor ilustración de los múltiples parámetros que ri­
gen la epidemiologíade la listeriosis. Apesar de ser la liste­
ria una bacteria ubicua, todavía no se le presta la real atención
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comola que se dispensa a otras zoonosis. Es asi que la Organiza­

ción Internacional de Epizootias la incluye dentro del grupo "C",

es decir, enfermedades cuya denuncia sólo se hace entre paises

que tienen convenio sanitario (102). Es importante considerar que

el problema socio-económicoque ocasiona la listeriosis se agrava
rá en un futuro próximo, debido a la extendida práctica de la in­

seminaciónartificial entre el ganadoy que posibilitaría el con­

tagio al hombre. No hay que olvidar lo advertido por la Comisión

de Control de EnfermedadesTransmisibles (14 ), que dice:..."la

letalidad es de 50 %en los recién nacidos, aproximándose al

100 %cuando la enfermedad se inicia dentro de los primeros 4 dias.
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CAPITULO I_]_Z

T R A B A J O E X P E R I M E N T A L

l. MATERIALES X METODOS

1.1. Cepas bacterianas

En este estudio se utilizaron dos cepas de dife­

rentes procedencias a saber:

a) La Nn 4013, serovar 4b del SLCC (Special

Listeria Culture Collection) suministrada por cortesia del

Dr. H.Seeliger del Instituto de Higiene y Microbiologia de

la Universidad de würzburg, R.F.A. La bacteria es de ori­

gen humanoy según comunicación personal del Prof.Seeli—

ger, a esta cepa se le exaltó la virulencia después de 103

pases en el ratón.
El microorganismo fue enviado en un medio sólido

sin glucosa constituido por 10 gramos de peptona de carne,

5 gramos de extracto de carne, 3 gramos de NaCl, 2 gramos

de NaZHPO4,15 gramos de agar y lOOOmililitros de agua des

tilada. El investigador antes mencionadoseñala que con es
te medio ha tenido éxito en la conservación de las cepas

durante más de veinte años y guardadas a 4 °C.

b) La cepa 5580, serovar 4b proveniente del CCM

(CzechoslovakCollection of Microorganisms), fue recibida

liofilizada y una vez reconstituida se 1a mantuvoen el

mismomedio indicado anteriormente. En su origenlla cepa

checoeslovaca también fue aislada por el Prof. Seeliger a
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partir del líquido espinal dc un niño que padecía de ence­
falitis.

Se trató de adaptar y exaltar la virulencia de

ambas cepas por pases a conejos de 2 meses de edad.

Caracteristicas fenotïpicas de las cepas
Los caracteres clásicos de identificación inves­

tigados según las metodologías descriptas por Seeliger

(168) y Rocourt et al. (155) fueron los siguientes:

Morfología "in vivo" después de la coloración

de Gram.

Observación de la movilidad en porta excavado

con cubreobjeto a partir de caldo fosfato-trip
tosa y asimismo por siembra en agar blando al

0.5 %. Estos medios sembrados fueron cultiva­

dos a 30 °C durante 18-20 horas.

Aspecto de las colonias después de 24 y 48 ho­

ras de cultivo a 37 °C en agar fosfato-tripto­

sa solo o con el agregado del 5 %de sangre de

carnero. En el primer medio las colonias fue­

ron observadas con iluminación oblicua (método

de Henry).

Investigación de la opacidad alrededor de las

colonias después de cultivar el germen en agar

fosfato-triptosa con el agregado de 5 %de ye­
ma de huevo.
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1.3. Preparación

- Estudio del tipo respiratorio en el medio O-F

de Hugh y Leifson.

Prueba de la oxidasa, catalasa, reducción de

nitratos a nitritos, producciónde indol, hi­
drólisis de la urea, reacción de Voges-Pros­

kauer y rojo de metilo.

Verificación de hidrólisis de la esculina y

la acción del germen sobre la xilosa, ramnosa

y manitol.

Confirmación de la virulencia por la lesión

oftalmológica en conejos (prueba de Anton),

con una gota de cultivo de 24 horas en el sa­

co conjuntival de un conejo y a una concentra

ción aproximada de 107 bacterias por milili­

tro. Paralelamente se inoculó un grupo de ra­

tones por via intraperitoneal con l ml de cal
do de cultivo, con una densidad bacteriana de

10 5 por mililitro.

de los inóculos
La cepa fue cultivada durante 18-24 horas a

37 °C en caldo fosfato-triptosa (Difco) disuelto en solu­

ción salina tamponada de Hanks (sin rojo de fenol) a pH

7.3 con el fin de evitar la producción de cepas R. Para

eliminar componentesdel caldo, el cultivo fue centrífuga

do a 6000 r.p.m. durante 20 minutos, eliminando el sobre­

nadante y vuelto a resuspender el sedimento en la solución
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salina de Hanks. La operación se repitió 2 veces más. Al

cabo de la tercera centrifugación, el paquete de bacterias

se resuspendió en la solución salina tamponada llevándolo

a una concentración de 5 x 106 de bacterias viables por ml.

El inóculo fue estandarizado por recuento en placas con a­

gar triptosa-sangre.

Procedimiento de infección

1.4.1. Población de animales
Los conejos de raza blanca de Nueva Zelandia

provenientes de un criadero privado de la localidad de Al­

ta Gracia (Prov. de Córdoba) fueron mantenidos en el biotg

rio de la Cátedra de Microbiología de la Facultad de Cien­
cias Médicas de la Ciudad de Córdoba.

Para las experiencias se utilizaron crias de ma­

chos de dos meses de edad con un peso oscilante entre los

400 y 500 gramos.

La alimentación fue natural en base a verduras

de la estación. En ningún momentorecibieron alimento co­

mercial ni suplementode antibióticos.

Los animales se inspeccionaron diariamente veri
ficándose la temperatura rectal, pérdida de peso y otros

signos clinicos eventuales.

1.4.2. Determinación de lg dosis letal EQí (DLSO)
A una población de conejos se ensayó la adapta­

ción de las cepas Nn 4013 serovar 4b del CLCCy la 5580

serovar 4h del CCM.
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La DL50inoculada por via endovenosa en la vena

marginal de la oreja, fue de l ml de suspensión que conte
nia 5 x 106 unidades formadoras de colonias bacterianas

por mililitro.

Por via intraperitoneal la DL50resultó ser de
2 ml de la suspensión que contenía 5 x 106 unidades forma

doras de colonias bacterianas por mililitro.

Para estas pruebas se empleó el método de Reed

y Muench (444).

1.4.3. Infección de Eggeerrimental
Las pruebas en los animales destinados al estu­

dio propuesto en este trabajo se distribuyeron de la si­

guiente manera:

a) un lote de una población de conejos sanos.

b) Otro lote de una población de 10 conejos que

fueron inoculados en la vena marginal de la oreja con 1

ml de la dosis de 5 x 106 de gérmenes viables por ml.

c) Un tercer lote de una población de conejos

fueron infectados por vía intraperitoneal con 2,ml de una

dosis de 5 x 106 de bacterias por ml.

Dos animales de cada grupo inoculados, fueron

sacrificados por extracción de sangre cardiaca(a blanco\a
las 16, 24, 48 y 72 horas.

Inmediatamentedespués del sacrificio se los

autopsió asépticamente bajo campanade luz ultravioleta,

previa observación macroscópica de los órganos.
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Cada órgano extraido fue dividido en varios frag­

mentos con el fin de colocarlos en los distintos fijadores.

Del higado, bazo, pulmóny cerebro se efectuaron cultivos

para recuperar y cuantificar E.monocxtogenes.

Estimación de la bacteriemia

La listeriemia fue determinada a partir de las
primeras 16 horas de la infección. Los especimenes de 1 ml

obtenidos por punción cardiaca, fueron cultivados en 50 ml

de caldo cerebro-corazón conteniendo además, sulfonato só­

dico de polianetol ("Liquoid" Roche) en una concentración
final de 0.025 %.

Numeracignde las bacterias aisladas de los órganos
El estudio del desarrollo bacteriano en los ór­

ganos de los animales inoculados fue llevado a cabo des­

pués del sacrificio de 16, 24, 48 y 72 horas. Cada órgano

fue machacado y mezclado con una solución estéril de agua

peptonada a razón de 1/10 (p/v). Luego se hicieron dilu­

ciones decimales seriadas hasta 10_5, sembrándose 0.1 ml

de la dilución sobre agar triptosa-soja con sangre de car
nero al 5 %. Las siembras fueron realizadas por duplicado.

Las colonias obtenidas después de una incubación

a 37 fueron contadas calculándose la°C durante 24 horas,

media de los resultados obtenidos con grupos de dos cone­

jos.

1.7. Determinación de la glucemia
Las variaciones de la concentración de glucosa
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en el suero sanguíneo de los conejos se realizó por el prg

cedimiento enzimático (glucosa-oxidasa). La técnica se lle
vó a cabo por medio del equipo de reactivos de los labora­
torios "Wiener".

Determinaciónde la fosfatasa ácida x alcalina

1.8.1. En gl suero
El suero separado del coágulo y obtenido en ayu­

nas en los animales testigos e infectados, fueron tratados

según la técnica y reactivos comerciales de los laborato­
rios "Wiener".

Para la determinación de 1a fosfatasa ácida se

empleó comosustrato, el fenilfosfato de sodio, en una so
lución estabilizada tamponadade citrato-cítrico de pH

4.9. Comorevelador de color del fenol liberado, se utili­

zó el reactivo diazoico de Gomori (naftalen 1.5 disulfona­

to de la sal de diazonio del 5-nitro-2 aminoanisol). Las

lecturas se llevaron a cabo con un espectrofotómetro sien­

do los resultados expresados en "Unidades Gutman y Gutman/

100 ml" (UGG/100 ml).

Para 1a investigación de la fosfatasa alcalina
se utilizó comosustrato, el fenilfosfato de sodio en una

solución amortiguada de carbonato de pH 9.8. Al igual que

para la técnica de la fosfatasa ácida, se empleóel reac­

tivo diázdco de Gomoripara revelar el fenol liberado.Las

lecturas efectuadas con el espectrofotómetro se expresa­
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ron en “Unidades King y Atmpstrong/IGO ml" (UKA/lOOml).

1.8.2. En el extracto hepático
Para la obtención de este material se siguió la

técnica de Fransen modificada por Woodard (208). Los pa­

sos fueron los siguientes: porciones de 5 gramos del órgg

no se los trituró con arena fina. Luego se agregó 20 ml

de agua destilada por gramo, añadiendose unas gotas de to
lueno. Posteriormente se filtró el homogeneizadoa través

de gaza y luego por papel de filtro. Todas las operaciones

se efectuaron en ambiente frio. Conel extracto obtenido,

se procedió a la determinación de la fosfatasa ácida y al­
calina con las técnicas descritas en el item 1.8.1.

Histopatologia g histoquimica por microscopía óptica

1.9.1. Fijación
Son muchoslos fijadores utilizados para mejorar

la preservación de los componentesquímicos de los tejidos

en el dominio de la microscopía óptica. No obstante, los

resultados obtenidos por los distintos autores no siempre

son comparables.

En este trabajo se emplearon 3 soluciones fija­
doras a saber:

a) Liquido de Gendre (10 ):

- Alcohol de 95° saturado de ácido picrico ..... 80 ml
- OOOOICOOOIIOOOIOOI........Ol...........
- Q O O O D O O O D O O I O O O O OO O O O O O O O O O O O U O O 5
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b) Formol neutro al 4 % tamponado (10 ):

- Sodio-dihidrógenofosfato monohidrato ........ 4 g

- Disodio-hidrógeno fosfato anhidro ..... . . . . . .. 6.5 g

- Formaldehido (formol) .. . . . . . . ...... . . . . . . . . .. 100 ml

- Aguadestilada ........................ . . . . . .. 900m1

c) Formol neutralizado al 10%por carbonato de calcio(10):

- Formol . . . . . . . ...... . . . . .. 100 ml

- Agua destilada ... . . . . . . .. 900 ml

- Carbonato de calcio a saturación

La realización de las piezas se realizó con ca­

da fijador en 3 tiempos (6, 12 y 24 horas) a 4-5 °C.

1.9.2. Coloración de Hematoxilina-Eosina (H-E)

La solución de hematoxilina se preparó según la

fórmula indicada por Carazzi (85 ):

- Agua destilada . . . . . . . . . .. 400 ml

- Glicerina . . . . . . . . . . . . . . .. 100 ml

- Alumbre de potasio . . . . . .. 25 gr

- Iodato de potasio .. . . . . .. 0.1 gr

- Hematoxilina . . . . . . . . . . . .. 0.5 g

La eosina amarillenta se preparó en solución a­

cuosa al l %.

1.9.3. Tinción de Gram

Browny Hopps ( 21) modificaron la tradicional

técnica de Gramempleandodos soluciones diferenciadoras:

_96_



la primera constituida por cellosolve y 1a segunda por la

solución de Gallego, que consiste en una solución de for­

mol al 40 %con ácido acético glacial.

El total de los pasos y reactivos fueron los si
guientes:

¡.n Cristal violeta de Hucker (2 %de cristal

Violeta en 0.8 %de oxalato de amonio).

N o Solución de iodo (6 g de ioduro de potasio,

3 g de iodo, en 900 ml de agua destilada)

3. Cellosolve. Este compuestoes el etilen-gli­

col-monoetil-eter (2,etoxietanol; CH3
CH OH).CH OCH

2 2 2

4. Fucsina Básica (0.5 g de fucsina básica en

100 ml de agua destilada).

Solución diferenciadora de Gallego: l ml deU'l

formol, de la solución al 40 %, 50 ml de agua

destilada y 0.5 ml de ácido acético glacial.

ON o Solución de tartrazina, 1.5 g de tartrazina

(sal de sodio) en 100 m1de agua destilada.

Resultado: Los microorganismos Gram-positivos

se colorean de azul y los Gram-negativos de

rojo. El material de fondo toma un color ama­
rillo.

1.9.4. Coloración de Mallory (modificada)

La modificación hecha por el Dr. O.Pessat consis

tió en reemplazar en primer término, el azul de metileno
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boratado de la coloración original, por la solución de

Giemsa amortiguada a pH 6.8, y en segundo lugar se combi­

nó la floxina con eosina amarillenta en la siguiente for­
ma:

- Eosinaamarillenta ........... 0.5 g
- Floxina (Merck).............. 0.5 g
- Aguabidestilada ........... 100.0ml

Comoconservador se agregó unas gotas de cloro­

formo. Por último se empleó una solución diferenciadora

de alcohol-colofonia preparada comosigue:

- Disolver al 10%la resina en alcohol absoluto, de esta

solución tomar 5 ml y llevar a 50 ml con alcohol de 95°.

El procedimiento de coloración definitivo es

el siguiente:
- Desparafinar los cortes en la serie descendentes de

alcoholes hasta el agua.

—Colorear de l a 2 horas 55 °C, ó 18 horas a temperatu­

ra ambiente, con la solución de floxina-eosina.

- Enjuagar brevemente en agua destilada.

- Colorear con Giemsa durante 12 a 24 horas.

- Enjuagar brevemente en agua.

- Diferenciar en alcohol-colofonia y controlar la opera­

ción con el microscopio hasta que los hematies tengan

un color rojo brillante.
Pasar rápido por la serie ascendentes de alcoholes y
xilol.

- Montar en bálsamo.
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1.9.5. Reacciones histoquïmicas no enzimáticas

a) Identificacion dc glucógeno

Para localizar este compuestose utilizó la

técnica del P.A.S. (Periodic Acid Schiff) (104) que se
describe a continuación:

- Desaparafinar en xilol e hidratar en alcoholes de gra­

duación descendente hasta el agua destilada.

- Oxidar en ácido peryódico, durante 10 minutos a tempe­

ratura ambiente.

- Lavar en agua durante 10 minutos.

Colocar en el reactivo de Schiff, durante 30 minutos a

temperatura ambiente.

- Lavar en 3 cambios de solución sulfurosa, de 2 minutos

cada uno.

- Lavar en agua durante 30 minutos.

- Deshidratar en alcoholes de graduación ascendente, acla

rar en xilol y montar.

Preparación del ácido peryódico:

- Acidoperyódico.............. 1 g
—Aguadestilada ............... 100ml

Este ácido debe guardarse preferentemente en

campanade desecación, debido a su rápida hidratación.La

solución preparada se conserva por varias semanas en he­

ladera (4°- 5 °C).

Preparación del reactivo de Schiff (Métodode
Lillie):



- Acidoclorhídrico 0.2 N ........... 100ml

- Fucsinabásica.................... l g
- Pirosulfitode sodio.............. 2 g
- Agitar durante 2 horas

- Carbónactivado................... 0.5 g
- Agitar y filtrar por papel de filtro.

La solución debe quedar transparente. Es estable

durante meses, siempre que se guarde en heladera y en bote

lla color caramelo completamente llena. Una coloración li­

geramenterosada no influye en la especificidad del reacti
vo y puede aclararse agregando nuevamente carbón activado

y filtrando por papel de filtro.

Preparación de la solución sulfurosa:
- Acidoclorhídrico 1 N ............. 15 ml
- Pirosulfito de sodio a1 10 % ...... 15 ml

- Aguadestilada ....................300 ml

Esta solución debe prepararse inmediatamente an­

tes de usar, porque es inestable.

Es importante señalar que cuando se quiere des­

cartar la presencia de glucógeno en materiales PASPositi­

vo, se realiza en un nuevo corte una digestión previa con

tialina (saliva filtrada) durante 30 minutos a 37 °C. La

reacción debe hacerse en cámara húmeda. En la práctica los

portaobjetos son colocados en posición horizontal en una

cápsula de Petri y recubiertos de saliva. Luego se procede

con la técnica del PAS. Para teñir los núcleos puede em­
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plcarse un colorante nuclear.

b) Determinación de mucopolisacáridos ácidos y
neutros

La reacción al PASpermite la detección de

ciertos polisacáridos nitrogenados. Noobstante, es indis­

pensable la comprobación, mediante la prueba de la aceti­

lación (104), de que el caracter PASpositivo de una es­

tructura se debe únicamente a los glúcidos.

La presencia de mucopolisacáridos ácidos sul

fatados y no sulfatados, es determinada mediante una c019
ración altamente selectiva, comolo es el azul de Alcian

a pH bajos.

Con el fin de verificar los compuestos men­

cionados se empleó la solución de azul de Alcián al 1 %y

a pH 2.5 preparado en la forma siguiente:

- Aguadestilada .............. 97ml
- Acidoacético glacial ....... 3 ml
- Azulde Alcian 853€.......... l g

La técnica empleada es la que se describe a con
tinuación:

- Desaparafinar e hidratar
- Colorear con la solución de azul de Alcian durante 5 a

30 minutos

- Lavar con agua corriente
- Eventualmenteutilizar un colorante de contraste para

destacar los núcleos
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- Deshidratar y montar.

Todos los mucopolisacáridos ácidos se tiñen de

color azul verdoso. Sin embargopara establecer la reacti­

vidad de los grupos químicos especificos se hace necesario

el empleode reacciones de bloqueo. La basofilia de los te
jidos, que depende de la presencia de grupos ácidos, es a­

bolida mediante determinadas reacciones. En efecto, los

grupos carboxilo y otros residuos de las proteínas son blo­

queados por metilación a 37 °C y 60 °C y restituidos por si
ponificación. (Cuadro Nn 4).

CuadroEi 1.- Interpretación de las reacciones de
metilación x metilación/saponifica­
ción

A L C I A N O F I L I A

‘Metilación Metilación Metilación Metilación
37 °C 60 °C 37 °C 60 °C

Saponificación Saponificación

Gngns

xilos

Gnqns
sulfa- + - + ­
tos

Para llevar a cabo las técnicas de metilación y

saponificación es necesario prever, por lo menos 3 lotes
de cortes.
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siguiente:

do por:

El reactivo empleadopara la metilación fue ol

- Alcohol metïlico absoluto 100 ml

- Acido clorhídrico concentrado.. 0.8 m1

El reactivo de saponificación estuvo constituí

- Alcohol etílico a 80° ......... 100 m1

- Potasa........................ l g
Para la metacromasia se utilizó:

- Azulde toluidina ............. 0.2 g
- Acidoacético................. l ml
- Aguadestilada ................ 99ml

Técnica de la metilación:

Desparafinar, pasar los cortes, primero al al­

cohol etílico absoluto y luego al metïlico ab­
soluto.

Tratar la mezcla ácido-clorhidrico-metilico, a
60 °C durante 1 a 4 horas.

Lavar con agua
L'Colorear con azul de toluidina durante 2 a J

minutos

Lavar en agua

- Deshidratar

Técnica de la saponificación:

Un segundo lote de cortes es tratado comoante­

‘103 ­



riormente hasta el lavado con agua.

Luego se lo trata con la solución de potasa du­

rante 30 minutos a temperatura ambiente.

Después de ese tiempo se los lava y se empieza

1a reacción metacromática.

Los mucopolisacáridos neutros suelen ser demos­

trados por medio de la coloración PAS-azul-Alcian según

la siguiente técnica:
- Hidratar los cortes

- Teñir con azul Alcian 30 minutos

- Lavar con agua corriente y agua destilada

Colocar durante 10 minutos en ácido peryódico

Continuar con la técnica del PAS

Para colorear los núcleos puede emplearse un
colorante de contraste.

Los mucopolisacáridos neutros toman un color ma­

genta, y los ácidos, azul.

c) Determinación de lípidos reactivos (23 )

- SudánnegroB ............. 0.7 g
- Propilene-glicol .......... 100ml

Técnica:

- Cortes por congelación

- Colocar los cortes en una cápsula con alcohol
70 °C durante 5 minutos
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a)

Colocar en otra cápsula con alcohol 70 °C du­

rante 5 minutos

Pasar los cortes a un pocillo con la solución

de Sudán previamente filtrada, durante 10 mi­
nutos.

Volver a los alcoholes¡ corte por corte, para
quitar el exceso

Colocar los cortes en agua destilada

Contrastar con hematoxilina,virar y luego r3
coger los cortés en una cápsula con agua

Montar los cortes en portaobjetos y colocar

éstos en posición vertical para que escurra

el agua.

Antes de que estén totalmente secos (bien pe­

gados al vidrio y prácticamente secos) se los

cubre con gelatina glicerinada en lugar de

bálsamo y se montan.

1.9.6. Reacciones histoquimicas enzimáticas
Actividad de la fosfatasa ácida

Su localización se realizó en todos los casos

con materiales fijados, obteniéndose posteriormente cortes

mediante un micrótomo de congelación de marca Reichert.

Los trocitos de hígado y bazo fueron fijados
en formol neutralizado con carbonato de calcio en frio

°C) de 18 a 24 horas.
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Los cortes se los dispuso en la siguiente solu­

ción amortiguadora de acetato-ácido acético pH 5.0, dejan
dolos flotar.

Con la finalidad de efectuar una comparación,se

probaron dos medios de incubación a saber: a) el medio de

Reed y Wenzegí;)b) el de Barka y Anderson(¿Ó)

El primero debe estar preparado en la siguiente
forma:

- Solución A: 0.132 g de nitrato de plomo en 25 ml de so­

lución amortiguadora de acetato 200 mMa pH 5.0.

- Solución B: 0.315 g de beta-glicerofosfato de sodio

(Merck) en 75 ml de agua destilada.

La solución amortiguadora de acetato-ácido acé­

tico pH 5.0 debe estar constituido por: 35.2 ml de aceta­

to de sodio 0.2 M, 14.8 ml de ácido acético 0.2 M, y agua

destilada hasta llegar al volumenfinal de 100 ml.

El segundo medio de incubación, es decir el de

Barka y Anderson debe ser preparado como sigue a continua
ción:

- Solución A: solución amortiguadora de tris-maleato 200

mM a pH 5.0.

- Solución B: solución acuosa al 1.25 %de beta-glicero­

fosfato de sodio (Merck) preparado y ajustado a pH 5.0

con HCL 1 N.

- Solución C: nitrato de plomo al 0.2 %en agua destilada.

En el momentodel empleo se mezclan las solucig
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nes en la proporción de 10 ml de la solución A, más lO ml

de agua destilada con 10 ml de la solución B. A continua­

ción se agrega, gota a gota 20 ml de la solución C con a­

gitación moderada. Con ésta no se forman precipitados.

En resumen los pasos a seguir con la técnica a­

doptada en este trabajo para la determinación de la fosfa
tasa ácida son los siguientes:

- Fijar trozos de órgano adecuado en formol neutro y a

4 °C durante 18 a 24 horas.

Cortar por congelación. Hacer flotar los cortes de 20 mi

cras en la solución amortiguadorade acetato-ácido-acéti
co.

- Proceder a la incubación de los cortes en tiempos varia­

bles con incrementos cada 5 minutos (a partir de los 15

minutos) hasta llegar a una hora. Establecer los valores

limites y óptimos por control bajo microscopio. Este es

uno de los pasos más delicados a prestar atención.

- Lavar los cortes en la solución amortiguadora de aceta­

to-ácido acético a pH 5.0 durante 1 minuto.

Colocar los cortes en solución de sulfuro de amonio al

1 %durante 1 a 2 minutos.

- Lavar nuevamente en solución amortiguadora.

- Deshidratar y montar en bálsamo.

Realizar paralelamente a los pasos anteriores controles
omitiendo el sustrato en el medio de incubación para

distinguir falsas tinciones positivas.
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Por otra parte para control de la técnica de la
fosfatasa ácida es conveniente observar cortes de riñón

de conejo normal puesto que en este animal la fosfatasa

ácida se manifiesta en la corteza y no hay actividad en
la médula.

b) Demostraciónde la fosfatasa alcalina­

Se siguió la técnica descrita por Barka y An
derson (10 ). Se utilizan en todos los casos secciones

desparafinadas en Xilol. Los pasos siguientes consisten
en:

- Lavar en alcohol y agua destilada.

- Incubar durante 1 a 6 horas, a 37 °C. El medio de incu­

bación a pH 9.4 debe contener B-glicerofosfato de sodio

0.6 g, cloruro de calcio l g, veronal sódico 0.5 g y,

agua destilada 100 m1 como activador se agrega 0.5 ml

de solución de 0.0005 Mde cloruro de magnesio.

Lavar los cortes en cloruro de calcio al 1-2 %durante

1 ó 2 minutos.

- Sumergir los cortes en solución de sal de cobalto duran
te 5 minutos.

- Lavar en 4 cambios de agua destilada.
Colocar los cortes en solución de sulfuro de amonio al

1 %.

Lavar durante 5 a 10 minutos en agua corriente.

Deshidratar, aclarar en Xilol y montar en bálsamo.
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Al igual que en la técnica de la fosfatasa áci­
da debe realizarse controles omitiendo el sustrato la

B-glicerofosfato en el medio de incubación.

Examenpor microscopía electrónica de hígado

Los especimenes de higado de conejos sanos e infec­

tados por vía endovenosae intraperitoneal fueron procesados

según la siguiente técnica (10m:

Cortar el órgano en pequeños fragmentos de 3 a 4 mmde la­

do.

Fijar las piezas en glutaraldehido al 2 %en una solución

tampón de cacodilato de sodio 0.2M y a pH 7.2 durante 3-4

horas a 4 °C.

Recortar los pequeños fragmentos, con hoja de afeitar nue­

va, para obtener bloques de no más de l mmde lado.

Lavar estos pequeños bloques en solución tampón cacodilato

(La solución tam­0.1M , 3 cambios de 10 minutos cada uno.

pón 0.2M se diluye en partes iguales con agua destilada).

Fijar en solución de tetróxido de osmio al 1 %en solución

tampón de cacodilato 0.1;4 durante 2 horas a 4 °C.

Lavar nuevamente en la solución de cacodilato 0.].M ; dos

cambios de 5 minutos cada uno.

‘Deshidratar en acetona (concentraciones ascendentes).
Incluir en araldita.
Cortar con ultramicrótomo

a) secciones de lu
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b) secciones de 60 a 90 nm

Colorear las secciones de 1 u, acondicionadas en láminas

de vidrio, con una solución de azul de toluidina al l %,

en bórax al 1 %.

- Colorear las secciones ultrafinas, acondicionadas en

grillas en solución acuosa de acetato de uranilo y lue­
go en citrato de plomo.

1.11. Magnificaciones microscópicas

1.11.1. Conel microscopio óptico

Durante el estudio histológico e histoquïmico se u­

tilizó el ocular Periplan Gf 10 x Leitz y, para fines fotogri

ficos el 6.3 de Zeiss, en combinación con los siguientes objg
tivos:

a. 4/0.14 Plan Fluor Leitz

b. 10/0.30 Plan Fluor Leitz

c. 25/0.50 Plan Leitz

d. 100/1.32 Plan Apo Leitz

Toda la documentación gráfica se efectuó con micros

copio Ortholux de Leitz.

Las fotomicrografias se realizaron con film "Fuji­

color" HRlOO.

Las magnificaciones fotográficas pueden calcularse
de acuerdo a las escalas señaladas a continuación en las fo­

tomicrografías Nn 1, 2, 3 y 4.
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Fotomicrorafía¿.-Escaladeaumento paraobjetivo4xyocular6.3.
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FotomicrorafIa3.-Escaladeaumento naraobjetivo10xyocular6.3.
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Fotomicrografia3.Escaladeaumento paraobjetivo25xyocular6.3.

Fotomicrografïa4

.—Escaladeaumento

paraobjetiVo100xyocular6.3.



1.11.2. Conel microscopio electrónico

En el presente trabajo, los cortes ultrafinos fue
ron observados con el microscopio electrónico "Phillips

300".

Las magnificaciones oscilaron entre 3.400 y

22.000 x.

Las fotomicrografias se realizaron en placa Kodak

Electro Film 4486.

Para el cálculo del tamañoreal de una estructura

a partir de una fotografía se divide el valor del tamaño de

una estructura, tomada de la fotografia con una regla o ca­

libre, por los aumentos a que fue tomada esa fotografía.Por

ejemplo: si una estructura cualquiera mide 4 milímetros (es

decir, 4.000.000 de nanómetros) en una fotografia que se

obtuvo a 20.000 aumentos, se procede en la siguiente forma:

4.000.000 nm
-——————-—————— 200 nm

20.000 x

Por lo tanto, el tamañoreal de la estructura f9

tográfica es de 200 nm (es decir 0.0002 mm).



2. RESULTADOS

2.1. Caracteres fenotipicos de las cepas

La tinción y las verificaciones de los caracteres big

quimicos de la cepa 4013 de E.monocxtogenes serovar 4b del

SLCC,respondieron a todos los exámenes convencionales se­

ñalados en los Items 4 y 7 del Capítulo I. Además se obser

vó en el conejo una marcada queratoconjuntivitis (prueba

de Anton) a las 24-48 horas de hecha la instilación ocular.

Por el contrario la cepa 5580, serovar 4b del

CCM,no resultó ser hemolitica ni respondió a la prueba o­

cular de Anton. Tampocofue virulenta después de varios pa

ses en los ratones y conejos. Por último, no se observó en

agar-fosfato-triptosa la presencia de colonias "R" por el

método de Henry; en consecuencia se descartó el empleo de

esta cepa en las experiencias propuestas.

Adaptación de la cepa 4013 a una población de conejos

La cepa 4013 de L.monocxtogenes (serovar 4b), se

adaptó fácilmente a una población de conejos de raza neocg

En estos animales, se mantuvo constantelandeza. la DL50
después del tercer pase por via endovenosay peritoneal.

Tal comose indicó en el item 1.4.2. de Materiales y Méto­

dos, la DL o por vía venosa fue de 1 ml de una concentra­5

ción de 5 x 106 Por viaunidades formadoras de colonias.

intraperitoneal, aquella dosis fue doble de la primera.

Los conejos inoculados con estas suspensiones se

infectaron regularmente dando una respuesta aguda entre



las 48 y 72 horas.

Listeremia

La bacteriemia para E.monocxtogenes fue positi­

va para ambas vias de inoculación, dentro de las 16 y 30

horas aproximadamente, despareciendo aquélla, a las 72 ho
ras.

RecuperaciónX recuento de las bacterias a partir de los

órganos

El cultivo de las diluciones seriadas y obteni­

das a partir de los triturados de higados y bazos de los

animales inoculados por via endovenosae intraperitoneal,

permitieron el aislamiento constante de las listerias,en

todos los casos investigados. Cabe destacar que el número

de bacterias recuperadas en el bazo, fue siempre inferior

a1 del higado.

Eventualmente y en número muy reducido, se ais­

laron del pulmóny cerebro. Este hecho fue coincidente

con las lesiones histopatológicas menossignificativas de

esos órganos y por la falta de visualización de los gérme

nes en la tinción de Gramy Mallory modificados. Por ta­

les razones en las Figuras Na 1 y 2 sólo se consignan los

valores obtenidos por el crecimiento de E.monocxtogenes

en el higado y bazo respectivamente. Ellos indican que en

las primeras 6-12 horas hubo una fase de ddcrecimiento
m del númerode bacterias teniendolugar posterior­
mente un crecimiento rápido.
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Figura 1. Crecimiento de L.monocytogenes (cepa N013 del SLCC)
en el hígado.

Inoculación por vía endovanosa
________ Inoculación por vía intraperitoneal
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2.5. Glucemia

Los valores de la glucosa en el suero normal de

los conejos normales, determinados por el método enzimáti

co, osciló entre 80 y 85 mg/lOO ml.

Los animales infectados por las dos vias (endo­

venosa e intraperitoneal), acusaron un aumentotransito­

rio de la glucemia dentro de las 16'y 24 horas dando valg

res de 90 mg/lOOml, para caer entre las 36 y 72 horas a

valores de 60 mg por 100 ml.

N Ch Fosfatasa ácida en el suero-x extracto hepático
En las condiciones experimentales de infección

en el conejo con g.monocxtogeneses interesante resaltar

que las variaciones de la fosfatasa ácida son más tempra

nos y pronunciados que los de la fosfatasa alcalina.

Los Cuadros 1 y 2 consignan los valores prome­

dios de ambas enzimas obtenidos a partir del suero y ex­

tracto hepático de conejos normales e infectados.

Cuadro¿.- Actividad de la fosfatasa ácida_gn el suero X
extracto hepático en el conejo

Fosfatasa ácida en el suero Fosfatasa ácida en el ex­
tnxiolmmátkn

UGG/100 ml UGG/100 ml

Tide 24hs 48hs 72hs 24hs 48hs 72hsinfimcfifil

Cbnejos _ _
normales 0.9 1.5 12.5 14.00

Infixnidn
endovenosa 3.5 7.3 12.5 16.5 32.6 40

Infixrión
intraperit. 2.3 6.5 10.5 15 24.3 30
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Cuadro3.- Actividad gg la fosfatasa alcalina en el suero
x extracto hepático en el conejo

Fosfatasa alcalina en el Fbsfatasa alcalina en el ex­
suero tracto hepático

(¡KA/100 ml UKA/lOO ml

Tim” de 24 hs 48 hs 72 hs 24 hs 48 hs 72 hsinfección

Omejos 15 - 17 6.5 - 7normales

Infección 11.5 7.3 5 7.3 11 13endovenosa

tnfec‘Jió’.‘ 12 10.4 7.5 6.5 10 11.5núxapunt.

2.7. Anatomopatologïa

2.7.1. Fijación

Para las coloraciones histológicas corrientes re
sultaron aptos indistintamente la aplicación del formol
neutro y el neutralizado con carbonato de calcio conserva­
dos todos a 4 °C durante 18-24 horas.

La solución de Gendre, se la utilizó para las

reacciones de verificación de glucógeno y mucopolisacári­
dos.

En lo que respecta a las reacciones de las fosfa

tasas, el mejor fijador resultó el formol neutro con carbg
'nato de calcio.

2.7.2. Examenmacroscópico

Las autopsias llevadas a cabo a las 16 horas, en

los conejos infectados por via endovenosae intraperito­
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neal con dosis letales 50 %, acusaron lesiones poco evidcn

tes en relación con los animales testigos. Por el contra­

rio a las 24 y 36 horas, todos aquellos sometidos a la in­

fección, evidenciaron una hepato-esplenomegalia acompaña­

das de intensa congestión.

El higado resultó el órgano más llamativo,por el

aspecto salpicado de puntos cremosos, a la vista, siendo

éstos de mayor tamaño en los conejos inoculados por via in

traperitoneal. Ademásen los infectados por via endoveno­

sa, el mismoórgano acusó a la palpación una textura marca
damente friable.

El pulmón fue el tercer órgano que presentó sig­

nos de alteraciones, manifestados por una congestión en

los animales inoculados por via endovenosa a las 48 horas.
El tamaño se mantuvo en todas las circunstancias dentro de

los limites normales.

El cerebro solo evidenció alteraciones en los a­

nimales con sobrevivencia por más de 5 dias y, en todos

los casos, las encefalitis se manifestaron en los animales

infectados por via intraperitoneal. Es interesante consig­
nar que cuando en el conejo se observaron los mencionados

síndromes, las lesiones hepáticas no fueron macroscópica­
mentevisibles.

2.7.3. Examenmicroscópico

Conel microscopio de luz, las secciones histo­

lógicas coloreadas mediante la técnica de hematoxilina­
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Fotografía a. Granulomas miliares en hígado de co­
nejo causados por L.monocytogenespor vía intraperi­
toneal. Apreciación macroscópica.

Fotografía 4 b. Granulomas miliares en hígado de co­
nejo causados por L.monocxtogenes por vía endovenosa.
Apreciación macroscópica.



eosina estuvieron dirigidas a observar el aspecto general

de las lesiones en los distintos órganos afectados por

E.monocxtogenes.

a) Hígado

Al cabo de 16 horas de infección,por via en­

dovenosao intraperitoneal de los conejos, se observan al
teraciones histológicas minimas."

Entre las 24 y 36 horas se destaca, en los

animales inoculados por via endovenosa una congestión de

los capilares sinusoides y afluencia ¿e granulocitos neu­

trófilos y, un númerovariable de células de Kupffer en

vactividad. En el interior de muchasde estas células, se

observan listerias qne desplazan el núcleo hacia la peri-I
feria. (Fotomicrografia 5).

Fotómicioqrafía 3.- Célula de Kupffer con bacterias
.’E.monocytogenesï en su interior. Coloración: Mallg
ry modificado. Aumento 2205 x.
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En el resto del parénquima hepático se constatan

alteraciones estructurales poco significativas, a excep­
ción de la fina vacuolización del citoplasma y la varia­

ble afinidad por el colorante de Giemsade los hepatocitos.

Los focos bacterianos son los responsables del

comienzo de las lesiones que culminan en un granuloma deng

minadolisterioma. Caberecordar, que el término "listerig
ma" fue acuñado por Reiss (147) y adoptado por otros pató­

logos alemanes (166) para denotar la morfología del gra­
nulomalistérico.

La coloración de hematoxilina-eosina da lugar a

una buena distinción de las alteraciones tisulares, pero

la coloración de Mallory modificada por el Dr. Pessat per­

mite, gracias al reemplazo del azul de metileno en el métg

do original por el colorante de Giemsa/la apreciación de
finos detalles estructurales y también la visualización de
las bacterias. La clásica coloración de Gramsirve de apo­

yo para confirmar la tinción Gram-positiva tipica de las

listerias en los granulomas más avanzados, de 72 horas.

Es interesante destacar con ambascoloraciones,

el notable pleomorfismo de los gérmenes en las distintas

zonas donde se establecen. En efecto, dentro de las células

de Kupffer, las listerias adoptan una forma cocoide y en

los listeriomas y hepatocitos las agrupaciones se asemejan
a letras chinescas comola de los difteroides. (Fotcmicro­

grafías 6 y 7).
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Fotomicrografïa 6.- L.monocytogenesen un listerio­
ma subcapsular hEpátÏbo despu s de 72 hs de infec­
ción por via intraperitoneal. Coloración: Grammedi
ficada. Aumento: 2200 x.

’ 123 ‘



Fotomicrografïa 1.5 Listerioma hepático con Varios
focos de listerias. Infección intraperitoneal (72
hs). Coloración: Grammodificada. Aumento 2200 x.

A las 48 horas de la infección por via endoveno­

sa, se observa una distribución irregular de listeriomas

en todo el parénquima hepático. (Fotomicrografia 8)
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Fotomicrografia g.- Listerioma hepático (L.H.) de48 hs cercano a la vena centrolobulillar. Colora­
ción: H-E. Aumento: 220 x.

En los espacios de Kierman es frecuente obser­

.var intensas infiltraciones de células mononuclearesy

polimorfonucleares (Fotomicrografia 9).
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Fotomicro rafia 2.- Hígado. Espacio de Kierman. Infeg
ci5n de 48 Hs. Coloración: H-E. Aumento: 220 x.

En estudios más avanzados de la infección las zg
nas adyacentes a los listeriomas se observa pérdida de la

estructura nuclear típica del hepatccito. Muchosnúcleos

se vuelven picnóticos, rodeándolos un halo claro. Junto a
las áreas severamente lesionadas se constatan zonas de ma­

yor conservación. (Fotomicrografïas 10 y 11).
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Listerioma de 72 hs. HepatocitosFotomicrorafïa lg.­
con los ngcleos alterados y picnóticos. Se observan
nidos de bacterias.
mento: 2200 x.

Coloración: Azul de toluidina.Au­
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Fotomicrografïa ¿¿.- Hepatocitos con núcleos picnóti­
cos y repletos de E.monocxtogenes. Coloración: Azulde toluidina. Aumento: 2200 x.

A las 72 hs se observan en el listerioma un a­

vanzado estado evolutivo mostrando zonas de necrosis que

lo delimitan del tejido hepático aparentemente normal.

(Fotomicrografia 12).
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Fotomicro rafIa ¿3.- Vista panorámica de parénquima
hepático.con un listerioma de 72 hs. Se observa una '
infiltración de polimorfonucleares. Coloración: Ma­
llory modificada. Aumento: 550 x. '

Con la coloración de Mallory, regularmente se

obserVan en los listeriomas avanzados de 72 hs, núcleos

de hepatocitos relativamente normales adyacentes a otros

picnóticos. Es frecuente la presencia de bacterias e in­
filtrados de leucocitos formandorosetas. Estas últimas

a gran aumento indican ser predominantemente, células mg

nonucleares.(Fotomicrografias 13 y 14).
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Fotomicrografía ¿3.- Listerioma de 72 hs con infil­traciones de leucocitos. Se observan núcleos relati
vamente normales y otros picnóticos. Coloración: M5
llory modificada. Aumento: 880 x. _
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Fotomicrografia ¿3.- Listerioma hepático de 72 hs a
gran aumento. Se observan bacterias y monocitos.Co­
loración: Mallory modificada. Aumento2200 x.

Confrecuencia en regiones limitantes del liste­

rioma se observa gran cantidad de listerias bacilares,

próximas al tejido hepático casi normal, con infiltrado de

linfocitos mononuclearesy células polimorfonucleares, neg
trófilos y eosinofilos muyalterados.(Fotomicrografia 15).
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Fótomicrografia ¿2.- Hígado. Infección de 72 hs. Zona
marginal de un listerioma. Se observan bacterias y nu
merosos infiltrados eosinófilos. Coloración: Mallory_
modificada. Aumento: 2200 x.

Por vía intraperitoneal los listeriomas se los

observa en las zonas subyacentes a la cápsula de Glisson.

En los estadios más avanzados se han constatado microgra

nulomas esparcidos en el parénquima hepático.

b) Bazo

Al igual que en el higado, las lesiones mi­

croscópicas al cabo de las 16 horas de infección experimen

tal por las dos Vias preestablecidas, no son francamente
llamativas.

A las 24 hs de la inoculación por Vía endove­

nosa se observa, en cortes teñidos con la técnica de Mallo
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ry modificada, los corpúsculos de Malpighi carentes de cen

tro germinativo y rodeados de células congestivas sin ver;
ficarse hiperplasia de la pulpa roja. En un estadio más a­

vanzado de 48 horas, se aprecia una intensa congestión al­

rededor de los corpfisculos de Malpighi concomitante a la

dilatación de los sinusoides esplénicos.

.En el resto de la pula roja no se visualiza hiper
plasia qnizás debido a la intensa congestión. (Fotomicrogra
fia 16).

Fotomicrografïa lg.- Bazo con intensa congestión hemo­
rrÉgica de la pulpa roja. Coloración: Mallory modifica
da. Aumento: 880 x. '

' 133 ­



Dentro de las 48 horas todos los animales expues

tos a la infección intraperitoneal formaron los microlistg_

riomas en la cápsula conectivomuscular. Todos ellos presea

tan una necrosis colicuativa de aspecto hialino. (Fotomi­

crografía 17).

Fotomicrografía ¿1.- Bazo. Microlisterioma subcapsu­
lar con necrosis colicuativa. Coloración: Mallory m9
dificada. Aumento: 880 x.

En estos casos los microlisteriomas presentan ng

crosis colicuativa de aspecto hialino y la pulpa roja maní

fiesta regularmente una hiperplasia con ligero edema. (Fo­

tomicrografia 18).
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Fotomicrografía ¿g.- Bazo. Limite entre el microliste­
rioma colicuativo de 48 hs y la pulpa roja. Se obser­
van células necróticas, macrófagos (M)V linfocitos(L)
Coloración: Mallory modificada. Aumento: 2200 x.

En las preparaciones coloreadas por el método de

Gramy Mallory modificado no se visualizaron bacterias en

ninguno de los cortes.

Es de constar que los cultivos de triturados de
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este órganopermitieron el aislamiento de listerias, aun­

que el recuento indicó un número menor al hallado en el

higado.

c) Pulmón

A pequeño aumento, en el pulmón normal se ob­

servawmúltiples sacos alveolares cuyas paredes estáh cons­

tituidas por una capa epitelial fina asociada a los capila
res. (Fotomicrografia 19).

Fotomicrografía ¿2.- Pulmónnormal. Coloración Mallory.
Aumento: 220 x.

Por el contrario en los animales con una infec­

ción de 48 horas provocada por vía endovenosa se advierte
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un notable engrosamientode los septos interalveolares,que

sectorialmente tienden a confluir. En muchosalvéolos se og
serva éstasis sanguínea. (Fotomicrografías 20 y 21).

Fotomicro rafïa 39.- Pulmóncon intenso engrosamiento
de las paredes alveolares. Coloración: Mallory modifï
cada. Aumento: 220 x.
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Fotomicrografïa g¿.- Pulmóncon exudado inflamatorio
inespec fico dentro de un bronquiolo respiratorio.
Coloración: Mallory modificada, Aumento: 882 x.

A las 72 horas se destaca una neumonitis intersti
cial de variada severidad y la preSencia de abundantes ele­

mentos mononucleares. Aisladamente se observan polimorfonu­

cleares neutrófilos. Estas lesiones se encuentran en las ag
yacencias de los bronquios comprometiendo en algunos secto­

res la pared de aquéllos.

En ningún caso se verificó en el pulmón la presea
cia de granulomas. Por otra parte no se visualizaron bacte­

rias con la tinción de Gramni Mallory modificado. Merece

consignarse que fue escaso el número de gérmenes aislados
en los medios de cultivo.
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d) Cerebro

’En la corteza cerebral las neuronas muestran

en algunas regiones (no definidas), células normales que
alternan con otras picnóticas con retracción y condensa­

ción del citoplasma. (Fotomicrografia 22).

Fotomicro rafia 22.- Neuronapicnótica con retracción
y condensaciÉn dEÏ citoplasma. Coloración: Mallory m9
dificada. Aumento: 2200 x.

En otro campo del mismo corte de cerebro se

evidencia neuronas muyalteradas con signos francos de neu

rofagia y ligero edema.Nose advierte infiltraciones celu
lares ni bacterias. (Fotomicrografia 23).
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Fotomicrografia 32.- Dos neuronas en neurofagia. Co­
loración: Mallory modificada. Aumento: 2200 x.

En los animales inoculados por via intraperito­

neal, con sobrevivencia prolongada se comprobaron signos

clínicos de encefalitis que terminaban con la muerte.

Histoquimica no enzimática '
2.8.1. Reacción del PAS

a) Hígado

El estudio de las reacciones histológicas

provenientes de los hígados normales incluidos comocontro y

les, empleando la técnica de PAS, permite estableCer zonas
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de diferente reactividad. Ellas predominanen los alrededo­

res de las venas centrolobulillares. (Fotomicrografïas 24 y

25). La presencia de glucógeno fue puesta de manifiesto por

su desaparición en los cortes testigos tratados con tiali­
na.

Fotomicrografia 33.- Hígadonormal.Distribución del glg
cageno en las áreas vena centrolobulillar. Reacción y
coloración: PAS/H. Aumento 88 x.

Las secciones provenientes de conejos con 24 ho­

ras de infección por via endovenosa, evidenciaron tenues
listeriomas en formación con débil reacción al PAS. A las

72 horas del proceso infeccioso, otros cortes y empleando

la mismatécnica,mostraron listeriomas con aspecto granular
fino de color magenta. (Fotomicrografias 25 y 26).
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Fotomicrografïa 32.- Hígado. Parénquima hepático con 5
listeriomas, PASpositivos. Técnica y coloración PAS/H
Aumento: 220 x.

Observandootros campos se aprecian listeriomas

PASpositivos en los que se destacan la falta de delimita­

ción entre el tejido hepático circundante, aparentemente

normal y el granuloma (Fotomicrografía 26). En todas las

áreas focales se advirtieron infiltrados leucocitarios con

necrosis de los hepatocitos.
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