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1. INTRCQDUCCION.

La listerigsgis ha adgquirido una netahle relevancia para
la salud pablica en los dltinos afos.

51 Pbien el poder patdgenc de L.ponocyitogenss para
individuns inmunodeprimidos era conocido desde hace décadas,
han sido los recientes eplsodics de infecciones alimentarias
cusadas por esta bacteria, con morbilidad y mortalidad
significativas, los gue han moctrado que el padecimiento de
la enfermedad era tambidn i1gualmente posible en individuos
con sistema 1nmunitario aparentenente no alterado,

Elic ha motivade la realizacidn de numerosos estudics
sobre la epidemniclogia de la infeccidén, en particular sobre
la prezencia de hacterias del génerc Listeria en los
alimeptos para conseme humano. Desde el punto de vista de la
patalogia comparada, la infeccién experimental murina ha
aportado valiocsos datos para el coneocaimiento de la patogenia
de la listeriocsis.

La listeriosis murina experimental ez pues un modelo
ampliamente utilizado para 2] estudic de la interaccidn de
loz agentes patdgenos bacterianos de caracter intracelular y
el sistemna inmunitarie del hospedadar. Las  astudios
realizados con este modeloc han colaborado a esclarecer la
importancia de los diferentes mecanismos de 1nmuinidad
inespecifica y especifica en el centrol y suparacidn de la
infeceidn.

A pesar de la exten=a utilizacidn paras egtos estudios
inmunolégicog del modelo esperimental de la listeriosis
murina, son escasos los  estudios morfopatoldgicos  que
ilustren la relacidn hospedador-micraorganisme. Ez sochre
todo llamativa la casi bEobtal auwsencia en la bibliografia de
referancias a las alteraciones producidas por la bhackeria en
los drganos del sistema inmunitario, alteraciones gue, en
mayor o menor grado, estin gencralmente presentes en las
infecciones por bacterias pabtédgenas de cardcter
intracelular. Esta ausencia e€s tante mis relevante, al ser
en este caso la listeriagis murina un modelo experamental de
estudie de la respuesta  inmunikaria en esnte tipo  de
infecciones,

El presente trahajo tiene como objetive principal
proporcicnar  una  descripoidon pregisa de  las  lesicnes
causadas por L.monocytogenes y L.ivapovii ep la infeccidn
mirina experimental, a3 coame  de su existencia oy
distribucidn en los diferentes Arganos ¥ sistemas, poniendo
especlal é&nfasis en  los drganogs  linfoides. Con  esta
fitmalidad a8 hkace uso de tdcnitas histopatoldgicas
rutinarias y de técnicas inmunohistolédgicas identificadoras
de antfigencs de lazs mencicnadas especieca de listerias en el
crganismo, aplicadas a diversgos experimentos gue surgen de




combinar factores condicionantasz de la infeccidn come san la
via de inocitlacicn tintraperitoneal, subcukbdneas c
intragdstrical, la serocvariedad vy especies pabdgenas de
listerriag, vy la dosiz de inoculacidn empleada.



2. REVISION EBIBLICGGRAFICA.

2.1, Etiolegia. Consideraciones taxondmicas., Cultive vy
aislamiento. Hakitat.

2.1.1. Tazonomia.

- La Ligtericsis €5 una enfarmedad de presepntacidn
esporddica, ampliamente distribuida en la naturaleza, gue
afecta a gran nlimero de mamiferos y especies de aves tanto
domésticos como salvajes, asi como a la especie humana.

La primera descripeidn de la hacteria ahora conocida
come Ligteria mopocytodenes, fue realizada por Murray v col.
en 1926, quienes la dencminapgeon Bacterpium monceoytogenes
tCitade per GRAY y HKILLINGER, 19667. Posteriormente, en
1927, Pirie propondrd ocon éxita el cambio  de s
nomenslatura, pasande a denaminarse enbtonces Listeralla
hepatolytica, en honor del ilustre bacteridlogo Leord Lister.
Mo  ohstante, ¥ debido a consideraciones puramente
taxondmicas =surgidas en 21 Tercer Congresc Internacional de
Microbiologla de 1939, Pirie, en 13940, sugiere el gue serd
ya definicive nombre para el género bacteriano que nos
acupa. Esta depominacidn fue oficial & interpacionalmente
aceptada an 1954 {(Citade por GRAY vy KILLINGER, 1%66).

Actualmente, el género Listeria s=se incluye en  la
familia Corynebacteriaceans v posas siete esprcies
intarnacicnalmente aceptadas: L.monocyiogenes, L.oivanovii,
L.inpocuwa, L.welshimeri, L.seeligeri, L.grayi ¥ L.murcrayi
(ROCODRT y SEELIGER, 1985; SEELIGER y JONES, 1586; RQCOURT ¥
cal., 12873,

2.1.2, Caracteri{sticas morfolégicas y estructuralez del
ginero.

LLag listerias =sSon micrpgrganigmos Gram + . no
dgido-alcohol resistentes, no esporulados y genfricamente no
cncapsuladoa,. Poseen una dotacitn de flagelos peritricos y
polares en numero wariable en funcidén de la especie de
lizteria vy de las condicicnes de T3 del medie. La expresidn
de flagelos es dptima entre 20-259C, disminuyende e incluszo
anuliandaose la dobtacldn Elagelar, asi QMG Sug
caracteristicas de notilidad, conforme nos degviamoz de
dicha T2 (GRAY y KILLINGER, 1%66; SEELIGER y JONES, 1986
RTSPING ¥y AMTEBERG, 19688). No ohstante, "in viva", las cepas
patégenas de L.monocytogenes parecen Fose&r detacidn
flagelar, ya que Acs contra 3Ags H flagelares son
conskantemente  producidos  durante la  infeccidn (HOF vy
CHATZIPANAGIOTOLD, 1987).




Laz bhacterias del Género Listeria, tradiciconalmente
descritas como de morfologia bacilar {1.3-2 % G.5  umd,
poseen no obstante clerto grado de pleomarfisme en funcidn
de la edad del nmedio de cultive v de la procedaencia de la
listeria en ¢uestidn. Asfi, se observa coma usualmente
adoptan una norfoleogia cocoide o cocobacilar cuando se
procede a su aislamiento de material biclégice infectado
tanto natural come experimentalmente, o cuando se obiienen
de medio de cultive reciente. En estos casca, su aspecto es
muy similar al ohzervade en las especies del géncro
Streptococcuz {CGRAY vy KILLINGER, 1966; PRENTICE y NEAVES,
194881,

2.1.3, Caracteristicas de cultive,.

Las hacterias del género Liskeria ne san
microorganizmos especlalmente exigentes en cuanko a sy
crecimiento en medioz de cultive artificiales. Segdan la ya
clidsica revizidn de CGray ¥ Killinger (1966}, los medios de
agar triptosa ¥y agar sangre son excelentes substratos para
el cultivoe y pre2ervacidén de las diferentes especies
bacterianas de ezte género.

Entre sus caracteristicas de cultivo mids relevantes,
hay que destacar gque se desarrellan adecuadamente en  un
rango de T1 gque puede nscilar entre 3-45?C, presentando un
desarrollo dptimoc a 30-379C (GRAY y KILLINGER, 1946; DOYLE,
1988; BISPING y AMTSBERG, 1988).

Proliferan favarablemente en medios de cultive cuye pH
oscila entere Jlos mirgenses 5,0-9.6, piendoe incapaces de
desarrollarse a valores de pH infericres a 5,0 (DOYLE,
1988). No cohstante, algunos investigadores constatan gue ol
crecimiente de L.monocybogenes s posible en medicgs  de
culbivo ¢con pH de hasta 4.4 vy a 209C de T2 durante 14 dias
{GEORGE ¥y «¢ol., 1288:; LOVETT., 1989), Adicionalmente, son
organismos aerocbiocs o microderdfilo=, avolucionando hasta en
ambientes con un 10% de didxido de carbono (DOMINGUEZ, 1984;
DOYLE, 1988].

En condiciones ambientales adversas, las bacterias del
generd Listeria poseen capacidad para desarrcllar formas L
"resistentes”, desprovistas de proteccitn mural, pero con
posibilidad de  reversidn a la  normalidad cuando  los

pardmekros mediloambientales BT favarables {GRAY Vi
RILLINGER, l84686).

Asl por ejemplo, el cultivo en mediocs artificiales en
presencia de suera antiliskeria, complementa, lisaczima,
penicilina o, tambidn, el hecho en sI mismo de infeccién
natural o experimental, han 9ide descritos como factoreas de
induceidn de fa forma I de Listeria (BREM vy EVELAND, 1926H).



Desde gue Suchanova y ecol. en 1857 (Citade por
DOMINGUEZ, 19841, lograran demostrar peor primera vez de
manera Fiable la induccidn de la forma L de Listeriz, las
especulaciones referente= a la importancia v significade gque
€sta tienen saobre la epidemiologfa de la enfermedad no han
cegada. Por lo  deméas. todavfa no existe evidencia
convincente de induccidén experimental de la  enfermedad
mediante la varlankte L de Listeria (GHAY y HILLINGER, 1%6&;
DOMINGUEZ, 1984, SEELIGER vy JONES, 192&).

7.1.4. Producoidn de hemolisina.

Estudios experimentalaes han demestrada que algunas
egpecies del género Listeria Cienen capacidad para elaborar
una © mids hemolisinas feitolisinas) gue pueden provacar
lizis 2n eritrocitoz de wvarias especies de mamifercs vy
tarbifn de membranas bioldgicas de eucariotas en genetal
[GHRAY ¥ EILLINGER, 1966 ; BERCHE b col., 1987a;
LETMEISTER-WACHTER y rcol., 1987; HKATHARIOO y col., 198B;
VAZQUEZ-BOLAND y col., 1989; COSSART y MENGAUD, 1989).

Ha=ta 21 presents, han sido caracterizadas una
cltolisina de L.monocybogenes, denominada listeriolisioa O -
cuye ph de actividad dptima s de 5,5 — (COSSART y MERGAUD,

1989}, vy des de L.ivanovii, denominadas ivanclisina © ¥
eafingomielinasa € (VARQUEZ-BOLAND vy <c¢ol., 19891, Ho
obstante; hay lndicics fehaclentes de la existencia de otras
eitonlisinas de L.monocyitogenes todavia ne bien conogidas
(LEIMESTER-WACHTER v col., 19871,

De la listericlisina O ha =sido caracterizado tambiédn
recientemente (MENGAUD ¥ ccol., 198%a) 21 gen hly & que
codifica ¥ regula su sinkesis, La existerncia de secuencias
nucleotidicas hondlogas entre el genocma de L.ivanovii ¥
L.cealigeri, ¥y el gen hly A de L.moneocytogenss ha
evidenciado gue laa hemolisinas de estas tres especies del
génerd Liskeria egtan evolutivamente relacionadas (GORMLEY ¥
col., 1989},

e Listeria zpp., 5¢lo kres poseen en gradeoe variable
actividad hemolitica: L.ivanovii, L.monooyvyhogenes Y
L.seeligari.

L.ivanevii ES la unica gque puede Fer
gignificativamente diferenciada de otras cepaa hemoliticas
por la produccién de una amplia zona de hemélizis cuando se
desarrclla en agar sangre (ROCOURT y SEELIGER, 1987; LOVETT,
1988a; VAZQUEZ-BOLAND y ceol,, 1989; COSSART y MENGAUD,
1989, Esgta caracteristica ha sido utilizada reiteradaments
como criterio para la diferenclacidn, con valor diagadstico,
de lag diferentes especiez de listeriaa; ademds 5 un
cdrackter indicador de patogenicidad (DOMINGUDEZ y col., 198&;
ROCOURT y SEELIGER, 1987; BERCHE v col., L987a; KATHREIOO v



col., L198A; LOVETT, 19H8a; H®AUFMANN, 158Ba). Téonicas
adjicionpalea como =] test do CAMP, son comGnmente empleadas
para ja confirmacidn del diagnédstico (MOLAUCHLIN y cel.,
1986;:; LOVETT., 1%988a; SCHUMBERG, 1989%.

La importancia de la  actividad B-hemelitica de
L.monocybogenes ¥ L.ivanowvil es debida a guea
tradicienalmente ha sido ¢considerada come factor esencial de
patogenicidad y, por tanto, =e .asoccia con su capacidad para
produclr enfermedad (ROCOURT y SEELICER, L198Y: BERCHE ¥y
cal., 198¥Ya ¥ b; SCHLECH, 19HS8; KHUM vy ool., 1986;
SCHONBERG, 1989; MENGAUD y ocol., 1989b; COSSART y col.,
19849, OCOSSART y MENGAUD, 21889.). Mo obstante, estudiocs
recientes {(KATHARIOU y col., 1980; COSSART y MENGAUD, 158
parecen evidenciar gue dicha capacidad no depepde de manera
intrinseca de la posesidn de actividad hesnolitica., =1 bien
5i existe una demostrada asociacién entre ambas.

De hecho, todas las cepas aisladas de casas clinicos
naturales poseen ackividad hemolitica cuandoe son testadas a
tal efects. En concordancia con e2lle, las  cepas no
hemoliticas son invariablemente apatégenas cuando se ipntenta
reproducir la infeccidn experimental listérica in wivo
{DOMINGUEZ, 1%24;: BERECHE v col., 1987a; ERATHARIOD ¥ col.,
1388; KHUN v cal,, 1Y988; COSSART y MENGAUD, 1929),

En cualguier caso, no hay que olividar que L.seeligert,
aun poseyendo actividad hcmolitica, ne tiene,
contrariamente, caracter patdgeng. Este hecho no es bien
comprendida todavia en la actualidad (ROCOURT y SEELIGER,
1987; GORMLEY y col., 19089; COSSART y MENGARD, 1989).

2.1.5, Ai=lamiento.

Aungue las bacterias del génere Listeria no  son
ezpecialmente exigentes en cuanta a medias de sulbivo, =]
aislamiento y deteccidn inicial de laa diferenkes especies
de listerias a partir de material contaminades (heces,
ensiladoe, alimentos de ¢onsume humano, muestras de origen
clinico, efluentes y aguas residuales, etc.), supone mayores
nivaeles de dificultad.

Mediante miltiples variaciones y combinacionez de lo=
parametroa  de la técnica de cultive ¥y aislamiento
microbiolégicea tmedios de enriguecimiento, agentes
selectivo=, T2 y tiempo de incubacidn, etc.)l , una gran
d%Uersidad de protocolos de alzlamlents para =} gdnero
Listerig han sidg elaborades y probadeog en lag dog dltimas
décadas (CRAY y HILLINGER, 1966; DOMINGUEEZ y col., 1984;
PRENTICE y MNEAVES, 1988; DOYLE y SCHOENI, 1986; SLADE ¥y
COLLINS-THOMFSON, 1887: DOYLE y SCHOENMI, 1987; LOVETT,
1988a; LOVETT, 19851,



El agar triptosa y el agay Listeria de MeBride, son los
medions base de cultive mas generalmente empleados ¥y el arido
nalidixico el agente selectivo mayoritariamente recomendado
{FRENTICE v WNEAVES, 138B}).

Adicionalmente v con frecuencia en asorciacisdn con el
acidn nalidixico, otras substancias EON cominmento
propuestas para optimizar el grado de =sslectividad del
medin: acriflavipna, telurito potigice, acetatoe de talio,
Ciocianata potigsico, cicloheximida, esculina, eto.
(DGMTNGUEE v col., 19H5; SLADE y COLLINS-THOMPSON, 1987%:
FRENTICE vy MNEAVES, 1988; LOVETT, 1988a y b; BISPING vy
AMTSBERG, 19E8: LOVETT, 19393,

El método de cultive Lradicional de Listeria spp.
rmediante refrigeracidn a 4@, dourante como minimo 4-9
gepanas lusualmente de 3-6 mesex e inclusc mis=l, Eiende a
gcr substituido por medios de cultivoe selectivozs gue poseen
requerimientos de tiempo muy inferiores ¥y nivelez de
fiabilidad aceptables {pOYLE y SCHQOEMNI, 1986; LOVETT, 1988a;
LOVETT, 1982,

Recienkemente s ha desarrclladec una kEécnica de cultiva
y ais=lamiente selectiveoa, especifica Onicamente para las
especies patdgenas del géneroc Listeria, L.monoccybtogenes e
L.ivanovii (BLANCO y cel,., 198%9; DOMINGUEEZ v col., 199903,

2.1.6. Habitat.

Eh el Etranscursoc de las dos dlbtimas décadas, el
prugresivo degareollo de nuevas y ma&s efectivas técnicas de
deteccidn de Listeria spp. del medio ambiente, ha permitide
aumentar ostensiblemente el cimulo de informaciones
raferentes tanto a su hdbitat, como a las implicaciones gue
dzte Liene respecto de la epldemiologia de la enfermedad.

En la actualidad se arcepta sin discusidn que las
especles bacterianas del género Listeria son ubicuitarias en
el medio ambiente {BRACKETT. 19588}, Consecuentemente, en
tanto gue arganisme ubicuo, especies patdgenas y apatdgenas
de #ste género =on aisladas cominmente del suelo en senkido
amplio - incluidas superficies de usc agricola y ganadero -
(ROQCOURT v SEELIGER, 198%), asf{ como de la gobertura vegetal
gue &£ste =ustenta IWEIS y SEELIGER, 1975, Citado por Rocourt
¥ Seeliger, 198573,

Fesultade de la amplia diseminacidn de Listeria Spps En
!a naturaleza, ea también su pregencia con otros muchos vy
variados "ambientes" gue incluyen conceptos tan importantes
Para la epidemiologia de la enfermedad como: alimentos
destinados a consumo animal v bumano, efluentes residuales
urhanos v, especialmente, su asociacidén a4 numerosas especies
animales tante domésticas ¢ome salvajes ademds de la especis




humana, las ¢uales conskituyen importantes reservorios en
relacién con el c¢icle infeccicso de la enfermedad.

En concreta, en £] krangscursoc de las dos ultimas
décadas han side aisladas especics del génerc Listeria de:

* Alimentos destinados al cangsumc de aves de granja
{SEOVGAARD vy MORGEN, 19848} ¥ rumiantes domésticos;
incluyendo en este Gltimo caso forrajes no conservados,
hens, paja ¥ de manera especial, =] ap=ilade (ROCOURT v
SEELIGER, 1985; GSITTER, 1945; DIJKSTRA, 1%86; FERLON, 19%86;
SKEOVGAARD vy MORGEN, 1988; HUST, 199¢).

*  Aguas superficiales continentales, efluentes ¥ aguas
residuales urbanas (DIJKSTRA, 198&; AL-GHAZALI v AL-AZAWT,
1988), Seadn estes autores, los eflusntes provenientes da
las plantas de tratamiente de aguas residuales de  las
grandes aglomeraciones urkamas, son propensega a estar
contaminados por Listeria spp..

Es necesario indicar a este respecta, al menca como
posibilidad,. =1 heche de gue dichasz adguas residuales puedan
zer utilizadas en cultivos agricolas coen destinoe a la
producecidn de alimentos. Las implicaciones epidemicldégicas y
de salud son evidentes (SCHLECH, 1%84; DIJESTRA, 1%86; HIRD,
1957; SCHONBERG, 1%988a vy b,

* Fgpeciey patégenas ¥ apatbtdgenas del género Listeria
han si1d¢ ai1sladas de numerosas especies domdésticas vy
salvajes, tanto de mamiferos (GRAY y KILLINGER, 1966;
EWANTES & ISAAC, 1974; ROCOURT y SEELIGER, 1Y985; SEOVGAAERD y
MORGEM, 198H; SCHONBERG, 1988%L; HOsO, 192690; HUSU y col.,
19907 como de aves (KWANTES & TSAALD, 1974; BASHER y FOWLER,
1984; FENLON, 1985; SHOVGAARD ¥y MORGEN, 1988; SCHONEBERG,
1988b) y también de la especie humana [(GRAY ¥ KILLINGEER,
1965; EWANTES e TISAAC, 19%74; ROCOURT y SEELIGER, 1385;
OIJKESTRA, 1986). Marece la pena precisar, ogue Gray vy
Killinger (i96&) describen la presencia de L.monocytogenes
en hasta 37 especies de mamifera= domésticea y salvajes. Ho
obstante, gzlvo excepociones, anfibica, reptiles e
invertebrados no hematdfaqgog, no sEon considerados
reservorios de Listeria spp. (MULLER, 19881,

Regpecte de las aves, ademiz del peollo como ave
tradicional de prodyccidn  industrial, se  incluyen como
posibles portadores de Listaria spp., fai=anes, pavos,
dnades ¥y gavioktas. Eskas ualtimas potencialmente de alte
riesge por su3 hibitos de alimentacidn, frecuentemente en

proximidad de vertederes y residucs Urbanca de tada Indele
(FENLCN, 1985),

Rocourt ¥ Seeliger {19853 consideran coms reservorio
habitual de todas las bgpeciea del género Listeria, excepto
L-mutrrayi, al gonjunto ¢e egspoecies domésticas y  fauna



salvaje. En contraste, congideran gue la sspecie humana es
portadora Gnicamente de L.monocvtogeney, ..ivanowilt b

L.innaciza.

El porcenta je de portadores asintomat icos de
L.monocytogenes en la especie humana, esbimado mediante al
estudia de heces= ¥ rueskras vaginales, oscila
gsignificativamente segin autores entre 0,6 y 70% (RALOVICH,
1986; MCLAUCHLIN, 1987). Adicionalmente, Munk y Kauvfmann
{1%388) han demostrado reclentemente la presencia de clones
de Lts T reactivos especificus para diferentes especies de
Listeria, tanta patdgenas como apabkdgenas, &1 Sangre
periférica de individuocs =sancg y =in antecedentes de
padecimiento de listericoic.

* Alimentes con destine al econpsumg humano, incluyendo
alimentes de origen vegetal (SCHLECH, 1984; ROCQURT vy
SEELIGER, 19B5; HD ¥ col., 19661, leche y derivados lidctens
{FLEMING y ¢ol., 1985; DOMINGUEZ y col., [985; FERMANDET vy
col., 1986; FARBER y col., 1987; BECKERS y col., 1987;
BARNISTER, 1987; HOSU vy col., 19903, alimentos cdrnicos no
coclnagdos, canales aviagre=z (HWANTES e 1SaAC, 1974;: GITTER,
1976; DIJKSTRA, 1978; LFE v col., 1987. Citadeo por Bracketbt,
1988; CANTONI v eol., 1989y, y moluzco= y peces {CGRAY ¥
KILLINGER, 1966}.

2.2. Pategenlia de la infeccidn natural de la listaricsis.
Sfrndromes nervioso, septicémico ¥y abortive. Otras
manifestacicones, Cwadreo «linico vy lesienal.

En la actualidad, se admite uninimements gue la=s
anpecies infegrantes del género Listeria scn Siste (ROCOURT
¥ SEELIGER, 1383}:

- L.mpnecytogenes - L.seeligeri - L-grayi
- L.ivanovii - L.welshimeri
- L.innogcua - L.murrayil

S&lamenkte L.monocytogqenes ¥ L.ivanovii han sida
descritas como causantes de enfermedad en las diferentes
eepeciey  animales suscepbibleg vy en la especie  humana
(ROCOURT v SEELIGER, 198%:; SEELIGER, 1987; COSSART ¥
MENGAUD, 1%82). E! resto de laz easpeciecs de este géneros no
son consideradas bacterias patdgenas capaces de praducir
enfermedad (ROCOURT y SEELIGER, 198%; MACLAUCHLIN, 1987).
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En lo referente a la incidencia de L.manocytogenes ¥
L.ivanovii, existe unaninidad en gue la primera es la dnica
gque afecta a la especies humana, mientraz gue ambas son
gapaces de producir enfermedad en diferentes especies
animales susceptibles. No obstanke, siempre predomina
L.monoovytogeneg sobre L.ivanovili de manera significakiva
(RICQURT ¥ SEELIGER, 1985;: MCLAUCHLIN, 1987; COSSART v
MENGAUT, 19839}).

Por ofra parte, Roocourt vy Seeliger (1985), @xcluyen a
L.ivangvil oorng bacteria capaz de producir el sindrome
ncevioso de la listericsis, frecuente en las infecclopnas por
L.monocyvtogenes, micntras gue L,ivanovii esti
particularmente implicada en la infeccidn del Gterc gestante
en la especie ovina (MACLEOD y 9ol., 1%74; SEELIGER, 1987;
JEWSEN y SWIFT'S., 19EB39).

Seroldgicamante laz bacterias del genere Ligsteria se
elasifican an 16 serotipos en funcidn de la posesisn de
diferentes Ags somdticos (01 ¥y flagelares (H): 1/2a. 1l/2b,
1/2+«, 3a, 3b, 3c, 4a, d4ab, 4b, 4c, 4d, 4de, 5, ba, &b, 7
{SEELICER y JONES, 1%38&61.

Log s=sarotipons aislades mds frecuentemente de wcases
naturales de listeriesis an todas lag especies susceptihles,
58 restringen an su gran mayoria a tres: 1/72a,. 1/2b vy 4db.
Seeliger y Finger (1969) afirman gue del crden del 25% de
lag cepas alsladas de casos naturales pertengcen a log fres
aerotipos mencionados. A continuacidn =e exponen una sSaria
de ¢itas biblicgrdficas cuyas estimacicneg sobre la
casnistica de la enfermedad confirman este hecho:

1/2a.1/2h 4b
* Fleming y col., 1985 - 65,3% (3249
* Ho y col., 14986 50% (16/27) 31% {9727
* Ortel y Wilhelms, 1986 6B% (337/4398) 32% {159/398)
* McLauchlin, 1987 32% (2287722) 59% t423/7722)
* Schmidt-Wolf y col,, 13987 - 66,2% (19672961
* MoLauchlin ¥y col., 1938k - 715 (1525214
* Schonberg, 1988b - 85% [(Sin.Ner.)
- En ias distintaa cEpecics suzceptibles, la

listeriosisa puede manifestapse gsegdn una ostensible variedad
de signoes clinicos. €licicamente, dichas manifestacicnes
patolégicas se ordenan en tres sindromes principales, ademas
de otras formas clinicas menos frecuentes (GRAY vy KILLINGER,
1966 SEELIGER, 1987):

1} Bindrome nervioso o neurolbgico
2} Bepticemia
31 Infaccidn uterina.dhorto.Muerte necnatal.
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4} 0Otras mantfestacioncs:

RQueratoconjuntivitis
Mastibtis
Forma cutinea

2.2.1. Sindrome nerviosa.

£l sindrome nervioso de la listericsis se manifiassta
segin dos formas clinicas bien definidas, las coales, on
términocs generales, configuran a su wez doz grupos de
cagsuistica diferepnciados (GRAY vy KILLINGER, 1966; GITTER,
1985 :

* BEncefalitis (Rombencefalitis). Afeccoidn
parsndutlimatosa nerviosa no septicédmica.

* Meningiti=z,con evalucidn a meningeencefalitis
en el contexto de una septicenia.

En la forma meningftica, predeominante y caracteristica
de la especie humana, la meningitis 25 la lesidn primaria y
Ia encefalitis 31 se pressenta, resulta de la evolucidn ¥
complicacién de la primera (GEAY y HKRILLINGER, 1966). EI
contexto septicémice de esta forma de enfermedad, auvngue
todavia di=cutido, =e acepta mayoritariamente (HO y ceol.,
1986; MCLAUCHLIN, 1987; MARTIN y PODZAMEZER., 1987; JOHHN,
1988; etc.}.

Por el contrarin, on Ios rumiantes, donde el sindrome
nervioso €5 2] tipoe predominante de expresidn de la
listerieos=sis, Lla afeceicn inictal ey invariablemente
parenguimatasa {encefalitis!; restringiéndose fata a la base
del encéfalo. Sdélec secundariamente cursa con afeceldn
meningea, por lo demias no generalizada (GRAY y KILLINGER.
1966y GITTER, 1985; BARLOW y MCGORUM, 1985; JUBRB y col.,
1985,

Adicionalmente, se describe también en Jla especie
humzna una forma de listeriosizs extremadamente rara, de la
que seghin Goday y cel. {19%987) dnicamente han =ideo descritos
18 cagon en la bibliografia. Dicha forma clinica, denominada
por algunos autores rombencefalitis IRBACH y DBAVIS, 1987;
GODAY ¥y col., 1987} y por otres, encefalitis (GRAY ¥
KILLINGER, 196&6; MARTIN y PODTAMEZER. 1987; PIMENTEL y col.,
13891, cursa con lesiones sorprendentemente parecidas a las
de la encefalitis listérica de log rumiantes. La afeccidn
meningea a&s inexistente o no significativa, y no  se
demuestra la coexistencia de septicemia en su evolucién. Asi
miamo, las lesignes anatomopataldgicas ohgervadag también se
restringen a la base del encéfale (GORAY v col., 1987; BACH
Y DAVIS, 1987; MARTIN y PODZAMEZER, 1987; JENSEN y col.,
19881 y los pares c¢raneales nervieses gue en él se originan.
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?.2.1.1, La epcefalitbtis en la listariosis.
2.2.1.1.1. Patocgenia.

En la astualidad, la pos=ikilidad de la wia hematdgena
comoe vwia de infeccidn en la encefaliti=z listédrica de losz
rumiankes, vya ne es priacticamente considegada. FPor el
contrarico, se admite con unanimidad gue esta forma de la
listeriosgis es consccucncia del estabhlecimiente de infeccidn
neurdgena ascendente a partir de terminaclones nervicsas do
alguno o algunos de los pares craneales gue  inervan las
muceasas de la ¢cabeza {oral, masal...} u otras estructuras de
la misma., ceno por 2j., alveolos dentarios (URBANECH, 1962 vy
1963 ; URBANECK vy ool., 1963; SCHLETCHER y URBANECK, 1966;
URBANECKE vy col., 1966; CHARLTON, 1977; CHARLTGON y GARCIA,
1977; CITTER, LlY985%; STOBER. 198%; BARLOW vy MCGORUM, 1985;
JUBE ¥ col., 19HS; KENT, 1987).

La constante v restringida lecalizacidn de laz lesiones
observadas & l1a basc del encéfalo, Iz invariable
inexistencia de okras leslone= sistdmicaz y el desarraollao
en las tres dltimas décadas de un amplic soporte
experinental mediante estudicos de pateagenia realizadon en )z
especie ovina, evidencian y confirman esta hipttesis {(BORMAN
y col., 1963; URBANECK y col., 1963; SCHLEICHER y URBANECE.
1966; SCHLEICHER y SCHWEIDER, L1%68; BARLOW y MCGORUM, 1985).

La implicacisn del nervio btrigémine (V) en la patogenia
de la encgefalibis listédrica es 1nvariablemente la mds
frecuente gue ¢ita la bibliograffa (URBANECK, 1962; URBANECK
Yy col., 1963; CHARLTICN y GARCIA, 1277; BARLOW y MCGORUM,
1985). HNo ohstante, la participacidn del nervio facial
también ha sido considerada [(KENT, 1987).

La encefalitis listérica de loy rumiantes ha peodidoe ser
reproducida  experimentalmente mediante infeecidn de  las
nervios trigémine, farial, glosofaringeo e hipoglosa {BORMAN
y col., 1%260; URBANECK, 1963; SCHLELCHER y URBANECH, 1966
SCHLEICHER y SCHNEIDER, 196A; SCHLEICHER y «al., 1968;
BARLOW y MCGORUM, 19851,

La afeccién del nervio Etrigémino o= tamblén, en
coincidencia con lo ankerior, la 9ue se asocla con mas
frecuencia a los rares cases de rombencefalivig descritoa en
la especie humana [BACH y DAVIS, 1987).

Charlton ¥ Sarcia (1977, en coincidencia con los
primeroz estudios reaxlizados sobre el tema (URBANECK, 1962;
SCHLEICHER v UBBANECK, 1966), hapn sugerido gque en la
encefalitis listérieca ovina 1a infeccidn inicial svoluciona
resfringidamante por el interior de los fascicules
nerviosos. Por okra parte, =51 la migracién centrfpeta de
L.monocytogenes ez intraaxonal, mediante el endo y perineuroc
con S5u vascylarizacidn linfAatica asociada, o mediantke ambas
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posibilidades, ea alge gque 3e desconace con  cerbeza
{URBANECK, 1962; SCHLEICHER y URBANECK, 196f; CHARLTCN vy
GRRCTA, 1977).

2.2.,1.1.2,., Lesiocnes agnatomopataldgicas.

La observacidn de lesiones macroscopicaz es infrecuente
en la encefalitis listérica de 1los rumiantes {(SEAY v
BEILLINGER, 1966&6; LADDS y col., 19740,

Las lesiones histopateoldgicas en esta forma de la
listeriosis =& localizan en la base Jdel]l encéfalo, ganglisos
nerviosas ¥y pares craneales, principalmenta el nervioc
trigémiog.

En el estudic histopatoldgice de e=ste nervio es
posible evidenciar la existencia de peuritis en grado
variable, demostrandose una oorrelacidn positiva entre la
saveridad de dicha neuritis y la existencia de lesiones
homolaterales en el ganglio trigémiac correspondiente ¥ en
la base del encéfalo {URBANECK,136Z; CHARLTON vy GARCIA,
1977 BARLOW vy MOGORUM, 19850,

Dicha neuritis consiste en actimuleos inflamatarios
perineurales e intrafasciculares de intensidad variable,
compuestos baAsicamente por polimorfonucleares neutrdfilos
{PMNRNs] . macrafaqosg {MOg ) Y también acumulaos
linfoplasmocitariozs. Algunos autores han obzervado ademds la
axistencia 4de microzbscesos a nivel intrafascicular (BORMAN
¥y <al., 1960; CHARLTON vy <ol., 1977; BARLOW y MCOORUM,
19851. Segrin estos miamos  iovestigadeores, las  lesioncs
exlstentes en el ganglio trigémino no son sina exkbensién de
las descritas para el nervio homdnimo, ¥ sua caracter{sticas
histopataldgicas son equivalentes,

Ern lo referente a3 las leciones de la base del encéfalo.
son invariablemente mis severas a anivel de la protuberancia
¥ en médula oblongada, dispinuyenda su Erecuencia e
intensidad hacia el mesencéfalo, tdlamo e hipetdalamo y hacia
cerebelo v médula cervical. Dichas lesiones se gbservan
indistintamente tanto en la substancia blanca ecomo en la
substancia qris, y se caracterizan por la existencia de
microabsceanc, acumulos perivasculares de cdraciar
nononuclear ¥y una variable proliferacidn glial (CORDY v
TQSEBOLD, 1959; BORMAN y col., 1960; URBANECK ¥ cal., 1963;
WUILLERET v cal., 1%6%; CHARLTON y GARCIA, 1977:7.

La afeceidn inictal es parenguimatesa, siendo la
meningitis de cardcker mixto, smecundaria y asociada a la
legidn primaria (CORDY y OSEBOLD, 19%9; WUILLERET y «<ol..
1969; CHARLTON ¥y GARCIA, 1977; JUBB y col., 1989},
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Inicialmente, la lesidn del parénguima Se demuestra por
la existencia de una importante reacecidn micraoglial, gue con
posterioridad es complicada por la progresiva afluencia de
PHiNs y desarreolle final de necrosis central y licuefaccidn.
La coalescencla de les microabscesos caracteriza La
evoluciédn normal de la lesidn {CORDY vy OSEBOLD, 1959; GRAY y
KILLINGER, 1964; BARLOW v MCSORUM, 1985; MARCO v col.,l1988:.

Fendmanas de degeneracidn neurcnal ¥y neurgnefagia son
Frecuentes ¥ no necesariamente dependientes de la presencila
de listerias en la nearona afectada (CHARETON vy GAERCTA,
19377; BARLOW y MCGORUDM, 1985; MARCO y col., L98H}.

Impoartantes acumilosg de carijcter moenonuslear
{linfoplasmacitaric, macréfayas), son constantes en &l Area
lesicnada v su entorno prdzime (CORDY y OSEBCOLD, 1339; GRAY
y EKILLINGER. 1966;: WUILLERET ¥ wcol., 126%: CHAELTON ¥
GARCIA, 1977; MARCO y conl.,1988). .

La existencia de actumuloes perivasculares en e] drea
inflamada, se considera comoe una lesidn secundariaz  al
drenaje hacia los espacios de Virchow-Robin desde las
leziones nervicsas primarias. También =se =zupone que &ste as
el mecanismc mediante el cual se produce la afectacidn
meningea (CORDY y OSEBOLD, 18539; CHARLTON y GARCIA, 1877;
JUBB ¥ col., 19853,

Ern gerneral, durante el tranzoursse de la enfermedad se
observa una evolucidn gradual desde laz lesicnes agudas de
cardcber purulentoc, predominantes y tipicas de Svidos ¥
cidpridog, hacia lezione= de rcardckter mixto o no purulentas
carackberisticas de los bédvidoz, en los gue la enfarmedad
cursa de manera mds crénica {GRAY y KILLINGER, 1366).

Aungue muy infrecuentemente, también han sido descritos
casog de listeriosiz en la especie ovina en los gue a
diferencia del patréan  lesional encefalitico comdn, se
observa principalmente afectacidn de médula espinal. Las
caracteristicasg lesionales de la mielitis descrita en estos
faj058 son muy similarem a laa de la encefalitis listdrica.
Ez de resefar sin embargo, gue no coinciden ambas formas
elinicaa, encefalitis y mielitia en el mismo individuo,
aungue si pueden coincidir en el mismo rebafo. Su patogenia
se desconoce {(GATES y cal., 1967; SCHLEICHER y SCHNEIDER,
L9687 .

2.2.1.1.3. Sigpos v manifestaciones clinicas.

Los signos nervioses de la liskteriosis en laa distintas
especies  de  rumlantes son cuvalitativamente similares.
derivando todos ellos de la afeccidn, en diverso gqrado, del
mesencEfalo, protuherancia o puente encefilice ¥y médula
oblengada o bulbo, estructuras nerviosas conecidas  cn
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conjunte como tronco o base del encéfalo. Por lo demaa, en
dicha zena anatdmica es donde =e ubican log ntcleos de
origen de les pares de nervieos craneales habitualmente
afectados.

Toados les autores que han estudiado les sintomas vy
manifestaciones clinicas de la encefalitis listérica de los
rumlantes, colnciden plenaments en su descripocidn v oen la
explicacian de porgué gstos se producen (REBHUN vy LAHUNTA,
1982; STORER, 1985; WEST y OBWOLO, 1987; KENT, 19A7; BLOOD vy
RADDSTITS, 1989; JERSEW y SEWIFT'S, 1988},

Inicialmente, puede observarse fiebre (40 - 3292C), pero
siele cesar cuande =g instauran  las  manifestaciones
clinicazs. Estas se rcaracterizan porgue los  animales
afectados mueskran dlteracionas del gomportamientao,
gomnclencia ¥ tlenden a zislarse del resto del rebadio. La
prehensidn, masticacidn vy degluciédn =e observan notable ¥
progresivamente alteradaz. La presentacidn de salivacidn
profusa y babeoc ne son infrecuentes y, finalmente, puede
obhservarse obnubilacién y depresidan profunda del sensorio.

Estas wanifestacioneas clinicas son  principalmente
congecuencia de  la  afeccidn uni o bilateral de los
diferentes pares craneales implicados en cada c¢asoc (REBHUN ¥
LAHUNTA, 1982: KENT., 19837). A =maber:

- Trigémino (V): La lesidn del n.mandibular o del
nacles motor del n.trigémino, se manifiesta por hipotonia,
paresia < pardlisis de los miscwlos de la masticacian.
Hipocestesia facial & agsocia [recuentemente a la afeccidn
del ¥V par.

- Facial (¥II): La lesién de este nervioc tiene
comg  resultado pare=sia o paralizisz  facial, nermalmente
unilateral. Se manifiesta por orejas caidas, ptosis ¥
relajacidén o flacidez de los labios, y como consecuencia de
ello, salivacidn profusa, babeo, ste.

Por ogkra parte,queratitis uni o bilateral, ulceracidn
corneal y espasticidad palpebral tras estimulacidn luminosa
o ensayo de amenaza, son frecuenkbemente observadas.

- Vesatibuologoclear (WITIV: La lesidn de este
nervie se manifiesta por ataxia, tendencia a realizar
movimientos de desplazamiento en oircule {Circling disease)
¥ anomalias posturales de la cabeza coincidentes con el lado
afectada. Estrabismo y nistagmus son también manifestaciones
frecuentemente descritas,

- Glosofaringeo (IX) ¥y Vago {¥): La digfagia v
alteracién de ia deglucien, s=on manifestaciones de lasidn de
estos nervios. Sintomas inespenificogs como vémitos, pueden
2er consecuencia de disfuncién vagal.
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- Hipogloso {XIT!: La protrusidén y debilidad de
la Jengua reflejan probablemente lesidn de este nervio. Es
frocoente en Eos bavidos,

La lesiédn unilateral de las neuronas motoras de la
protubarancia, bulbko vy wias de la propiocepcidn general.
pucde provocar, en  estadics  finales, hemiparesia con
incapacidad para el movimiento Y ra estacidn.
Adiclonalmente. la lesion bilakteral de dichas vias pucde
causar paresia espdstica v ataxia generalizada a las cuakreo
exbremidades, tado ellae asociado con postracidn vy dectubito
perpanente. Los movimientos desconkbrolades Jda  "pedaleo”
también son comunes. Por otra parte, la existencia de
tembhlores, puede ser indicacién de afectacidn cerebelar
(REBHUN y LAHUNTA, 1982).

La incidencia en el rebafo no suele ser superior al
10% {(GRAY y HKILLINGER, 1566; WVANDEGRAAFF y col., 13981,
STOBER, 1985; BLOOD y RADOSTITS, 1989).,

El cures de la enfermedad es normalmente afgudo en
g¢vidos y cdprido=z, oscilande entre 4-96 horas e incluso
hasta 7 dias después de 1iniciada la =sintomatologla (GRAY ¥
KILLINGER, 1%6&; WUILLERET y col., 1969 VANDESRRAFE ¥
cel.,1981; GITTER, 1985; BLODD y RADOSTITS, 1384y, La
mertalidad es del ocrden del &0% segin Schonberg (1988b). Los
gihvimales afectados gue sobreviven manifiestan en general

senuelas permanentez, por le que se2 suele proceder a su
eutanasia.

En loa hévidos, el curse tiende a ser subagude, entre
2-15 dias [GRAY y KILLINGER, l1966; REBHUN v LAHUNTA, 1982;
GITTER, L1985; BLOOD y RADOSTITS, 1989}, La recuperacidn
cspontinea es frecuente, pereo la persistencia de secuelas
narviosas tambidn.

2.2.1.2, Meningitis listérica.

Excluide el grupo de los neonatos {edad inferior a 1
mes), la manifestacién c¢linica mda frecuente de la
listerionis en la especie humana ez la meningitizs (GRAY ¥
KILLTHNGER, 1966; M™MCLAUCHLIN, 1887; MARTIN y PODZAMEZIER,
1947 ; SCHMIDT-WOLF y col., 1987; JOHN, 1984).

Atendiends a su casuistica, do= grupoa de edad son
particularmente suscepbibles a ezta forma de la enfermedad:
ez neonpateos y las perscnas ¢on un  rango de edades
comprendidazs entre A0-60 afos (GRAY y KILLINGER, 196%;
FLEMING ¥ col., 198%; MCLAUCHLIN, 19B7; SCHMIDT-WOLF y c<aol.,
1987; MARTH, 1988%; JOHN, 1988). Segdin Gray ¥ Killinger
{1966}, hasta un 9%0% aproximadamente de todos los casos de

listeryosis en la egpecie humana se manifiestan como menin-
gitis.



El contexto clinico de la enfermedad en el individua
adulta, adn cvpande evolucione hacia meningoencefaliti=, es
el de una bacterismia o Septicemlia se4Un los casos, aen la
gqile nor suelen observarse otros sintomas gue no sean los
caracteristicog del sindrome meningeo; por lo demas no
diferenciables en primera instancia de aceescs de meningitis
observabkles en otras enfermedades (GRAY v HKILLINGER, 1966;
MARTIN y PODZAMEZER, 1987; HANSEN ¥y col., 14987 MARTH, 1%88:
HELBEOW v col., 1989).

FPor su parte, 1la listeriosis del pericds neconakbal eg
considerada actualmente COnSecusncia da wnfeaccién
transplacentaria f(intra-gterol, principalmente en el dltime
1/3 de la 4gestacidn, < durante =1 parto ¥ poestparto
inmadists {GRAY v HKILLINGER, 1966; DEGEW, 1972, ELATT ¥
col., 1986:; MULDER y ZANEN, 1986; MCLAUCHLIN, 1987; MARTIN ¥
PODZAMEZER, 1987; VOLPE, 1927; MARTH, 1988; HNELSON v col.,
1989}, En estos rcasog, las manifestacione=s de meningitis
caugadas por L.monocytogenes, =2e integran normalmente en el
esguema de una sepbicemia generalizada, con existencia en
grade varitable de legsiones miliareg granulomatosas tipicas ¥y
microabscessas apn diversos Grganos: higada, pulmones, bazo,
trackto gastrointestinal, rinones, glandulas  adrenales,
encfags, etc. (GRAY y KILLINGER, 1966; DEGEN, 197Z; HLATT ¥
cel., 1986; MARTH, 14988; HNELSOW y col., 1989},

La kasa de mortalidad observada wvaria ostensiblemente
entre 17-70%, segln la hiblingrafia consultada.
Circunstancias tales ¢como instauracidn o no de tratamiento.
estado inmunitaric del paciente y edad, influyen de manera
importante sohre la tasa de mortalidad (GRAY y HKILLINGER,
i1966; DEGEN, 1972; FLEMING y col., 1985; MULDER y TANEN,
1986; MCLAUCHLIN, 1987: HMARTIN ¥y POCDZAMEZER, 1987; VOLPE,
1987; SEELIGER, 19537: MARTH,.1988; JOHN, 1988; NELSON y col.,
1L989; CoX, 1989).

2.2.2. Aborto y muerte necnatal en la listeriosis.

Las primeras noticias que hacen alusion 4
L.monocytegenes como agente capaz de inducir aborto, =se
producen ya en la década de los treinta, tanke en lo
referente 4 la especie humana {BURN, [933. Citado por GRAY vy
BILLINGER, 1966), como a los rumiantes domdpticoz (PATERSON,
1839, citado por GRAY y KILLINGER, 19667,

Excepto en  alguneos  importantes pers excepcionales
episodic=s, comoe el relatade por Gray ¥ HKillinger (19867 en
la ciudad de Halle de la Alemania Oriental de la postguerra,
la listeriosis como causa de aborto en la especie humana se
conzidera gue o posee incidencia =significativa en la
actualidad. Ho obstante, leos altimos caszsos de listericsis
habidos come consecuencia de taxiinfecciones alimentarias,
han wuelkc a constatar la pesibilidad de gue la infaccidn
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con L.monocytogenes curge con presentacidm de aborvtos ¥
mortinatos, ademds de los mids frecuentes sindromes perviomo
v septicémico {FLEMING y col., 1985; MCLAUCHLIN, 1%488).

Mayor entidad posee sin embargoe la infeccién uterina de
la listeriosis para las especies de rumlantes domésticos;
agpecto sobre el gque se han acumulado gran cantidad de
obeervariones en las dltimaz décadas, tanto en lo referente
a comuplcaciones de ¢asos espontdneos (JELEFF y  DJUROV,
196H; WJOKL vy DENNTIS, 1972; HMACLEOD vy ool., 18974y vy
exhaustivas revislones (JONES vy WOODEIME, 1961; GRAY vy
KILLIWNCER, 1966: MACDONALD v col., 19721, como en le
referentes a una abunrdante produccion de trabaio experimental
{GRAY v col.. 1956 MOLELLO y JENSEN, 1964; SMITH vy caol.,
19&68; SMITH y col.. 1970; NJOREU ¥ <ol., L1372 NJOHD vy
DEXNIS, 1973; NJOKL y ceol., 1973; NJORU y DENNIS, 1979;
SITTER v col.. 19B6a; CAMPERD y col., 18861,

Raspecto de ofras eapecies, salvo roedores ¥
lagomorfo=, principalmente & nivel experimental (OSEBOLD =
INOUYE, 195d4al, esta forma de presentacidn de la listeriosio
ne &3 valorada come de riesgo habitwalmente. Ne obstante,
dicha posibilidad ha sidge congiderada en algunaz revigiones
gobre &1 tema, en la esperis porcina {LADDS y col., 1974;
JUBB vy col.., 1985) v en éguidas (LADDS y col.. 1974},

2.2.2.1. Patogenia. Coadro clinico vy lesiconal.

Cuanda la infeccidn listérica afeckta al gtero gestante,
la presentacién de abortos en la segunda mitad o ultine 173
de 1la gestacidn, de mortinato=, o bien de zsepticemia
neonatal garave con alta mortalidad, son las manifestacionesg
clinicas mds comunes en Jlas especies susceptibles (GRAY y
KILLINGER, 1%6&; LADDS vy o)., 1974; GITTER, 1985;
MCLAUCHLIN, 1987; SCHMIDT-WOLF y col., 1987; MARTH. 1986:
NELSON ¥y cel.,1989),

Ern todes loz casos se conmidera gue la infeccidn
uzterina se produce por via sanguinea y precedida por una
bacteriemia de curse asintomdtics, o bien con existencia de
una serie de gintomas generales inespecificos ¥
trangitorios: diches sintomas de cardcter leve, reconncidos
en la especie humana como “manifestaciones similares a
aceesns gripales”, pasan normalmante desapercibides en el
rasto de las especies (GBAY y KILLINGER, 1366; GITTER, 1985;
MCLADCHLIN, 1987; SEELIGER, 1987: MARTH, 1988; JOHN, 1948).
56lo esporddicaments se ha descrito algan caso en el gue se
cbservan manifestaciones sistémicas en la madre gestante
{MCLAUCHLIN, 149B7).

Mis frecuentes son, sin embarge, las complicaciones
480f1adas al postparta. Estas varian ostensiblementes en
funcion del periods de la gestacidn en el gue se produce la
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infeccidn. 81 dicha infeecidn agontece aproximadamente hacia
la mitad o durante 21 altime 173 de la gestacidn, el aborto
&5 Su consecuencia inevitable, ¥ la madre gestante
finicamente moskrard, da Fanera esporddica, retencidn
placentaria y mebtritis leve Erapnsitoria, observandose una
ripida recuperacidn Jdel dterc afectado (GRAY y HKILLINGER,
1966;: GITTER, 198%; JUBE y col., 1%85). Schonberyg (1988bL)
hahla de hasta aon 70% de retenciopnes placentarias en casos
de vacas que han padecido aborte listérico.

Por &! contrario., s8i1i la infecoidn ocurre en la
prozximidad del parto, cuando el feto estd a té&rminc, mayores
compl icacliones pueden ser observadas. Estas consiskan en
posibilidad de parto distdScico, mebpitiz grave oon riesgo de
gepticemia y, muy raramente, retencidn fetal también con
seprticemia grave adicional (SRAY v col., 195%6; GRAY v
EILLINGER, 1966; GITTER, 1%85; JUBE v caol., 1985).

Mo existe evidencia concluyente de gue la infecoidn
listérica tenga algdn tipo de influencia negativa sobre el
derarrollo posterior de la funcidn reproductiva. De hecho,
Sucaesivas yestaciones SO copnanmnante obeservadas Ein
conplicacionss (GRAY ¥ EILLINGER, 1966; GITTER, 19&8G5).

Lax lesionez ocasionadas por la listericsis en la
placenta han =2ido minuciosamente deacritas en los &Svidas,
como consecuencia  del abundante material experimental
acumulado en estka especile. La aplicacidn, por exten=14n, de
e3tos hallazgos a otras especies, debe realizarse con las
debidas FESerVas, dadag los diferentes glstemas de
placentacién existantes.

En  ¢onjunto, las lesionas plagentarias de ta
listeriosis no pueden considerarse especificas y por lo
tanto, son en principic indistinguibles de las obgervadas en
otras enfermedades {(GRAY y KILLINGER, 1968).

Las lesiones mAs comunes congisten en intense edema,
inflamacidn difusza predominantemente purulenta, vasculitis
del corigalantoide=z y axistencia de zonas necrdticas de
dgravedad wvariable en el epitelioc coridnica, observables
inclugy macroscdpicamente. La presencia de importantes
ajlomeraciones de listeriaa en las lesiones previamenke
descritay es constante {(MOLELLO y JEKSEN, 19%964; SMITH vy
col., 1970; NJOEU y DENNIS, 1973; MACLEGD y col.. 1974;
LAGDS v col., 1974; CAMPERC ¥ col., 19841, Dichas lecjiones
s particularmenkte intenzaz en los placentomas, en los
tuales ademis de la constante existencia de necrosis, son
frecuentes procesoz de mineralizacidn de las vellosidades
cotiledonarias (NJOKU y DENNIS, 1973; CAMPERD v col.. 1986},

. Es de destacar gue wvarios autores enfatizan la
mpsrtancia que en la patogenia del aborto listérico supons
el desarrollo de lesiones wvasculares gravea en los
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placentomas. E=tas incluyen vasceulitis, fronbosis £
infartos, como consecuencia direckas de la preliferacidn del
agente causal en los miamos:; y ademds, constituyen el modo
de acceso de las listerias a la circulacién fetal (MOLELLD y
JEMSEN, 1964 GRAY v KILLINGER, 1966; WJOKUD y DENNIS, 1973).

Roespecko del feto, ademds de la impartante autolisis
abservada on la geperalidad del aborto listérico, todos los
auntores colnciden en seftalar gue las legicnes mas
conspicuamente abservadas, lo son an 21 higado: lo cual
confirmaria por sl mismo la diseminacidn hematdgena de 1a
infeccidn, via vena umbilical. Bichas lesiones,
invariablemenkte necréticas, se distribuyen por todo el
drgand y poseen sicmpre un grado wvariable de  reaccidn
inflamatoria asociada #n funcidn de la edad de la lesidén
{MOLELLC y JENSEN, 1964; CRAY y KILLINGER, 1966; JELEFF ¥
DJURCGY, 1968; SMITHR v col., 1970 WJOREU vy col., 1972;: RJCHKD
¥ DENNIS, 1973: LADDS y col., 1974; NWJOKU y DENNIS, 1957%;
CAMBERO y col., 19841.

Lesiones de caracteri{sticas zinilares =zon obhservables
tambidn en pulmones fasplracidn de 1iguide amnidtico

contaminade}, bazo, rifones, Sorazén, adrenales, eteo.;
siende demostrable en todas ellas activa proliferacidn
bactapriana. Edema subcutines intanss, ageitbils,

hidropericardias e hidrotorax suelen ser también hallazgos
constantes (GRAY v KILLINGER, 1966; JELEFF v OWUROV, L964;
SHITH ¥ cel., 1970; NJOKU y col., 1972; LADDS y col., 137%;
NIOKL vy DENNIS, 1979; CAMPERC y col., 1986).

Los estudies experimentales citades, muestran due el
intervalo infeccidn - aborto oscila entre los limites de
I1-20 dias en funcién de la wvia de inoculacidén enpleada
toral, 1intraamnidtica, intrafetal o endovencsal. pera lo
usual seqgin la mayvoria de los auntores, es de 5-10 dias (GEAY
¥y col., 1956; MOLELLO y JENSEN, 1984; SMITH v col., 1970;
MJOED v col., 1972; NIOKD y DENNIS, 1973; RJIOKU y col.,
1973; LADDS ¥y col., 1974; HNJOEU y DENNIS, 1979; GITTER ¥
col., 1%86a; CAMPERO y <ol., 1986),

La placentitis necrotizante descrita varfia en funcidn
de  la ogravedad y progresidon de la infeccisdn parao,
itnvariablemente, sy repercu=sién m&s inmediata es el fracago
circulatorio de la  e¢onexidén materno - fatal y  la
instauracidén de un estado de hipexia grave en el feto.
Adicianalmente vy en combinacién eon la lesién placentaria,
2]l concurso simwltaneo de =epticemia fetal constituye el
factor que, en altima instancia. hacen de la infeccidn per
Listeria del atere gestante una enfermedad grave de curso
letal (MOLELLO y JENSEN, 1964; SMITH y col., 1970},

~ Smaith y col. (19701, apoyados por Gikter y col.(1986a),
2ugleren dque la muerke fetal probablemente precede a la
degeneracién de la placenta, y el intervalo entre ambos
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sucesons, £2 lo que explica el grade variable de aukbtolisis
siempre observable en el feto.

En condiciones naturales, 5i bien tante 21 szindrome
nerviosc d4e la listericsis como el abortive pueden acontecer
similtdneamente en la misma explotacidn o rebafio., 2] hecho
suele ser excepcional. En cualgquier caso, nunca colnciden en
el mistne individus {(GITTER, 19485; JUOBE ¥y col., 1985). La
causa de porgde esto es asi no se conoce, pero ha sido
ampl iamente confirmado de manera experimental por todos los
autores previamente citados gue han estudiade el problema.

Las dos especies de listerias con poder patdgeno para
&l 1dferoc gestante, L.monofy¥togenes y L.ilvanovili, provecanh
una infecsidn de curso similar, no observindose diferencias
significativas en su patogenia y efectos sobre la gestacidn,
tal ¥ cormo se desprende de lasg referenciag bibliogridficas
citadas previamente respecto de dsta forma de la enfermedad.

En el grupc de los  rumiantes, gue e5 2] maas
profundamente estudiado v, a la vez, el mi= =musceptible, la
incidencia de abortos ¥y mortinatos en una mis=ma explotacién
cscila ampliamente entpe el 2-50% (LADDS v cal., 1974;
MACLEOD ¥ col., 1974; JUBB y col., 1985; SCHONBERG, 1988b;
BLOOD ¥ EADOSTITS, 19893,

Existen muy pocos estudio=z sckre la incidencia-de la
listerivsis como causa de aborto en la especie bovina. A
este respecto, Cottin ¥y col. (1986} comunican que en 1381
L.monocytogenes fue aiglada en un 6,.6% (440/2438) de cascs
de abertes habidos en esta especie (Département Maine-Loira,
Francial., El1 75,9% de los aizlamientan correspondis al
serctipo 1/2a, el 20,7% al 4b, y el 3,4 % a2l 1/2b.

2,4.3. Septicemia en la listeriosis,

Aurngue la forma septicémica de la listeriosis puede
ocbservarse también en el individuc adulto, ésta eg tipica ¥y
caracferistica del periodo necnatal (GRAY y KILLINGER, 1966;
LADDE ¥y ¢wl., 1974; GITTER, 198%; PRENTICE y WEAVES, 1%83;
ECHMIDT-WOLE ¥ ool., 1%37; KELSON ¥ col. 1909,

Como va ha =ido menciconado previamente, en 1a
dctualidad ze asume gque la infeceidn transplacentaria del
feto se produce por existencia previa en la madre gestante
de lo que Gray y Killinger proponen denominar "septicemia
listérica 4de bajo grado”. Esta no es sino una bacteriemia
que curga habitualmwente de mpanera asintomatica o  con
episodios transiterios similares a "accesos gripales" en la
especie humana (MARTH, 19881,

En contraste con la suave afeccidn makterna: en todasg
las especies susceptibles la listeriosis del neonate cursa
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con septicemia grave, a menudeo fatal, ¥ con sintomatologia
poce significativa o inespecifica {GRAY y KILLINGER, 1366;
GITTER, 1985).

En la ecpecie humana, el prondastico depende en gran
madida del estadio de la gestacidn en el que se produce la
infeeciain. Rzi, sr considera gue durante loz primeros 2732
del embarazo, la existencia de abortos, mortinatos o bien de
parto prematuro con infeccidn y muerte perinatal durante la
primera semana de wida, son muy probables (VOLPE, 1987
SEELIGER, 1987; FARBER y LOSOS, 1988: NELSON y col.,198%).

La manifestacidn clinica de eate periodo s
invariablemente la septicemia, <¢on presencia o no  de
meningitis asocisda en el contexbto de un cuadro lesional
qeneralizado {GEGEN, 1972; MULDER v ZANEN; 1986&; VOLPE,
1967; SCHMIDT-WOLF ¥ col., 1987; NELSON v col., 1989,

Por 21 contrarioc, si la infeccidén se produce harcia el
final de la gestacidn, durante el parteoc o en el post-parta
inmediata, normalmente e1 prondstico es midz favorable,
manifestdndose entonces come sirdrome meningec predominante,
o en conjuncidn con sepbicemia [(DEGEN, 1972; WMULDER y ZANEN,
1386; VOLPE, 1987; SCHMIOT-WOLF Yy col., 1987; FARREBER vy
LOS0S, 1988; NELSON v col.,1989}).

Estos pericodos de "manifestacidén temprana" y "bardia®
de }a enfermedad, blen caracterizadom en lz especie humana,
no han side aplicades hasta =] momento a la listeriasis dn
las especies domdsticas. No obstante, la evolucidn general
de la infeccidn 3 similar (MARTH, 1988},

La existencia de septicemia es la manifestacidn de la
enfermedad con menor incidencia en el ipdividuo adulteo,
tanto en las especies de rumiantes doméstices come en la
especie humana (GERAY y KILLINGER, 1966; LADDS v =al., 1974:.
En ésta dltima, la listeriosis septicémica se agocia con
individuos que presentan estadcosa de inmunodepresidn, padecen
enfermedadez crénicas o necoplasiaz gue provocan consuncidn
orgdnica, y con mujeres gestantes o en &l puerperio que han
sufride complicacicnes derivadas de la enfermedad (CGRAY ¥
KILLINGER, 1966; FLEMING y col., 19A85; MARTIN y PODZAMEZER,
1987; ABADIE y col., 1987; MCLAUCHLIN, 1987; MARTH, 198A;
SOTOU-HERNANDEZ v col., 1983; JOHN, 1988; CoX, 1989).

En los rumiantes domésticos, las descripcione=z de casos
de listeriesis scpticémica en la edad adulta son raras. Gray
¥ Killinger (1966} indican gque astas son mads frecuentes an
la especie ovina ¥ se& asocian a complicaciones existentes en
el puerperio & inclusa, dltimamente, al con=zumo de ensiladea
mal conservade (GITTER, 19851},

Bespacts de las lesiones observadaz en la  forma
gepticémica de la listeriosiy cabe decir gue =son may
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similares, si no eguivalentes, a las menciconadas para la
etapa fetal. ¥o en vano se asume en la actuwalidad gque,
exceptuando las infeccicnes producidas durante el parto o
post-parto inmediate, la listeriosis del neonat¢ no &5 S1no
continuacidn de una infeccidn adgquirida “imtra ttero”
durante la gestacidén {(GITTER, 1%85; KLATT y ceol., 15986;
VOLPE, L9E7; HELSQN v ool., 19899,

En general y en lo vreferente a las especles
susceptibles, la bibliografia es coincidente Yy  unidnimn
respecto de la relacidén de éSrgancs més frecuentemente
alfectados. Ademds del higade, coemo dGrganc invariablementrn
citads, se han deserits leziones en: pulmones, bhazo, ganglio
linfatico mesentérica, rifiones, glandulas adrenales,
meninges, essdfaga, tongilas, mucosza gastrointestinal, ¥
corazédn [(GRAY y KILLINCER, 1966; BUOSCH ¥ col., 1971; LADDS ¥y
o)., 1974; RAPP y KERSTEN, 1985; HIGGINSE y col., 1987;
MARTH, l988}).

Histopatolsdgicamente, dichas lesiones egtin
constituidas por actunulos inflamatorios mixtos biegn
definidos con predomninic de PMRNa y tambiédn His v linfociteos
[Le=), estos Aaltime= los mencos significatives. Confarme la
lesidén evoluciona, el componentse necragtico de la misma
progresza v os= hHace evidente., Las bacterias del YeEnero
Listeria suelen ser observabkles en la periferia de tales
leginnes con téenicas convencieonales (H-E, Gram). No
obetante, la lesidn primaria con cardcter de microabseceso &
inflamataorio-necrdtica, =se tranzforma de manera gradual en
una lesidn de tipe esencialmente granolomatose conforme se
procede a la eliminacién de la infeccidn [GRAY vy HILLINGER,
1966 LADDS v col., 1974,

Todo lo  referide anteriocrmente respecto  de la
descripcidn de las lesinones de la listeriosis sepbicémica,
asi como de los drgancs mas cominmente afectados, puede
dplicarsze en general al conjunte de especies de mamiferos
susceptibles a egta  epfermedad. Con Variaciones  no
gignificativas talesa lesiones 3 han descrito en las
especies humapa, porcina, equina. carnivoros, rumlantes
doméatices, roedores y lagomorfos. La existencia o no de
meningitis es lo gque suele presentar mayor wvariabilidad
(CSEROLD e INQUYE, 1954b; GRAY y HKILLINGER, 1966; BOSCH y
col., 1371; LADDS y col., 197%4; DEGEMN, 1972; GITTER, 1985;
FELATE ¥y col., 1986; MCLAUCHLIN, 1987%; HIGGINS y col., 1987;
MARTH, 19&8).

En aves, adcmds de la afeccidn hepdbica y aspilénica, la
lezidén mas raracteristica es la  grave miocarditis v
pericarditis, a menude con extensas ireas de degeneracidn
miocidrdica. No obstante, dicha lesién no es constante v
Puede no ohservarse. La afeccidn del SHOC es posible pero
poco  frecuente y cursa  como unz meningoencefalitis
(SEASTONE, 1935; PATERSOM, 1937; COLE, 1941; LUCAS y cal.,
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1955; MALEWITZ y col., 1957; GRAY, 1958; GRAY y KILLINGER,
1966; BASHER y FOWLER, 1%84; COOPER, 1987; RAMOS ¥y cal.,
i9g8).

2:2+4, Conjuntivitiz ¢ Queratoconjuntivitis,

EFn la especis humand han sido descritos varios casos de
copjuntivitis W queratoconjuntivitis provosados por
L.monocevtagenes, pero su incidencia es <ast insignificanks
en &l contexto general de la listeriosis (GRAY y KILLINGER,
1968 ) . Wormalmente, este tipo de afeccién se asocia a obras
manlfestaciones clinicas de la enfermedad, pero también
puede presenbarse aisladamente coma resultado de conbtagio
par contacte con material contaminade. Como ejemplo de este
hecho, cabe sefRalar gue canales aviares de un matadero
industrial de aves han sido consideradas respeonzables del
contagleo de un caso de conjuntivitis listérica [(GRAY vy
¥ILLINGER, 19a86]1.

Ern el ganade vacuno, la infeccidn ocular por
L.monccytogenes se obhserva generalmente asnciada a obtros
sindromes principales, aspadclalmente encefalitis Y
meningoencefalitis (GITTER, 1985).

No obstante, HMorgan {1977) describe dos interesantes
casos de gueratoconjuntivitis causados por L.monocytogenes
serotipe 1/2a, ambog asociadoz al consumo de ensilade bien
elaborada y w<ooservado, y en ausencia de cualguier otra

sintomatalogia, ezpecialmente nerviosa. OQtras lesiones
choarvadas en tales_qascs fueran, ademis de conjuntivitis
catarral, sftalmikis, hidreftalmos, hipopion £

iridociclitis. Excepto en un caso, las lesiones toviaeran

cardcter uniiateral y respondieren bien al tratamiente con
antibicterapia.

En awvea, as5ta forma ocular de 1a listeriosis eg
considerada secundaria y poco signifigativa (GRAY, 1958).

Experimentalmente, la econjuntivitis listérica ha sido
desarrollada por diversog autores, principalmenkte en
roedores ¥y lagomeorfos (OSEROLD & INOUYE, 19%54a; AGARWAL ¥
col., 1977; POHJANVIRTA v HUTTUMEN, 1985,

2:.2.%. Magtitis,

Lag descripciones de mastitis por L.monocytogenes son
un hallazge muy infrecuente en la bibliograffa de la
enformedad., Todos los casos comunicados hasta la fecha se
regtringen a la especie bovina.

Loz casos de mastitis listérvica deseritos en  la
bibliografia wvarfan ostensiblemente en  cuante a  sus
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caracterisriras. 3e degscriben cases de cursoe agudo, crénieo
o subeclinico, v afectando a un séle cuarterdn o a toda 1a
ubrea (NIMDSEIL y <col., 1979; GITTER y col., 1980}.

Anatomopatoldgicamenke, lag descripcicones  existenkes
informan de lesicnes maltiples de ambite lobular vy no de
Afeccidn glandular extensa o geperalizada. El cardcher de
tales lesicones es predonminantemente  purulento,  s=si1endo
destacable el alto indice de eosinéfilos presentes en las
mismas., Adicionalmente, un Iimpaortante infiltrade celular
mixtn {linfocitos, plasmocitos, macrdfagos v, de manaera
ocasional, o©élulas gigantes) es constante. Entre olbras
lesiones descritaz pueden citarse intensa alveolitis
descamativa, Adrcas nodulares con rcaccidn fibrosa, atrofia
del parénguima glandular ¥y mastitis intersticial (BINDSEIL v
cal., 1979; GITTER y col., 15807,

Siende obvic gque la mastitis listérica no Eiene una
incidencia clinica significativa, es no obstante de crucial
importancid, =obre todo =1 =& coneideran sus implicaciones
epidemialdyicas (GITTER ¥ col., 1980; HIRD, 1987; BRACKETT,
13880,

La primera descripcién documentada de Eranamizidén de
la listeriovsis por consumc de leche de vaca infectada en la
gspecie humana, es realizada por Potel en 1853 {(Citado por
HIRD, 1987). Este aukor recoge la posible asoclacidn enkre
un cago de mastiti= bovina y un episodic de listeriosis
humana en 21 que una mujer. gue habia ingerido leche cruda
de dicha vaca, wio frustrarse su embarazo por la existencia
de gemelos mortinatos. L.monocytogenes de idénkico serotipo
fue aizlada tante de la waca en cuestidn, como de los
mertinaltos.

A este respechbo, Gitkter (1985) sugierse la posibilidad de
gue L.monocytogenes esté€ presente en  1los  tangues de
refrigeracidn de leche procedente de efectives bovinos
aparentemastite sanocs, con mucha mayor frecuencia de la
habitvalmente supuesta; argumentando gue lo mis probable as

que su deteccidn cscape a los examenes laboratorialea de
rutina.

En congsecuencia con alln Hird (189871, en una exhaugtlva
revigidén del tema, menciona gue ademis de en los
documentadas casos existentes de mastitis, L-monocybogencs
ha 8idn frecuentemente aislada de leche procedente de

granjas cuyos efectivos bovinos se observan clinicamante
SANag.,

Por su parte, Gray y col. en 1956, ya informan de la
eliminacién de dicho microorganismo en la leche tras
infoceidén expervimental por via oral en la cspecie oavina.
Hird (1987}, confirma este hecho amplidndolo también en lo
referente a la especie caprina.
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Adicionalnente, log nltimes epizsodicz de listeriosis
humana asociada al consumo de productos lacteos y derivados,
2i bien smon todavia objeto de discusidén, mantienen <on plena
vigennia e importaneia la posibilidad de eliminacién de
L.monocytodenss en la leche de los animaleg domésaticoa como
origen ¥ via de transmisidn de la enfermedad en cuanto que
toxiinfeceidn alimenptaria (PRENTICE Yy WEAVES, 198#; HIRD,
1987;: DOYLE, 1988; LOVETT, 1988; KAUFMANN, 19B&a)l.

2.2.6., Listerin=is cutdn=a.

Lz listeriosis cutdnea es una forma de presentacidn de
la enfermedad realmente infrecuente, y s&le obaervable en la
especie humana. Los casos dascritos en la bibliografia se
restringen a perscnas cuye trabajo se relacicna directamente
con la ganaderisa, espacialmente en lo relative al ganado
VACTUND .

En concreto, Gray v Killinger (1966) seiialan tres canos
habidos en Holanda, Alemania Fedeoral vy E.E.U.U,, en lor
cuales las personas afectadaa fuercn veterinarios gue hablan
asistido sendog partos de ternerag infectados an
L.monocytogenes.

Mds recientemente, Cain y col. (1986}, recogen un bien
documentado caso- en el que la perscna aFfectada era un
granjero gue igualmente habla asistide un parto en su
eaxplotacidén bovina.

En todos los cascs, entre 48 - 72h. post edpopicidn 3
L.monocytogenes se desarrcllaron manifestacicnea de f{iehre
ligera (38,5 2C), malestar general y maltiples erupgicnea
eritematosas en ambas manos y antebrazeos que eveolucicnaron
hacia lesiones vesiculo-papulesas y, finalmente, a legiones
pustularea (GRAY v KILLINGER, 1966; CAIN y col., 1986).

Ern tres de Jlog casos citados. el  serctipo  de
L.monocytogenes obtenideo fue el mismo tankto para lasa
personas afectadas, como para 2] material procedente de los
feton infectados. La respuesta a la antibioterapia fue en
todoe log casos satisfactoria,
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2.3, wias de infeccidn.

A tenor de lo expuesto en puntoes anteriorea, laz vias
de infeccidn de la listeriosis en el <onjunto de especies
afectadas =son badsicamente tres; cada una de ellas con
sindromes clinicos asociadoa:

* Oral cem———— Septicemia
======-~ Ipnfeccidn del itero gesgtante
------- Meningitia
------- Masktiktis
* Neurdgena =—====-=-= Encefalitis (Rombencefalitizm]
* Conktacto dirests ------- Listeriosis= cutdnea

_______ Queratoconjuntivitis

Todos las antores que han estudiade 2] tema de la
epidemiolegia de la enfermedad, coinciden en sepalar al
cicle oro-fecal como el punto clave gque explica el
fundamento del contagic de la listeriogis ¥ su persistehclia
como enfermedad infeccicsa {GRAY y KILLINGER., 19&6; SCHLECH,
1984; BLENDEN ¥ col.. 1987Y; HIRD, 1987: PRENTICE y NEAVES,
19868; SEELIGER, 14987; SCHONBERG, 19A8L; BRACKETT,., 1988;
MARTH, 1986; COX, 1%3%; LOVETT, 198%).

Aopectng tan fundamenrtales para la epldeniologla de la
enfermedad come =on la ubicuidad de Limteria spp. en el
ambiente, asi como su posible presencia en alimentos
destinados tantoe al consumo animal como humano, =on los
factoeres condicionantes mia importantea del ciclo de
infeccidn de la enfermedad. En lo esencial, el Cuadro 1
resume las etapas mda =significativas propueatas por los
autoraeg previamente citadoa comp meodels del ciclo de
infeccidn de la listerioeis.

En cuanto al medo concretoe de como las hacterias del
género Liateria acceden al interior de un individue dado, es
tema motive de controversia y realmente desconocido en gran
medida. En e}l caso particular de la wvia neurdgena
aacendante, Charlton vy col. (1977), asf{ como otroa autores
{URBANELK: 1%62; URBANECE ¥ col,., 196G), socatienen gue el
modo de acceao de L.ponocytogenes al organismoe =8 mediante
microtraumatiamos o erosiones epitelialea de loa alveolos
dentarics ¥ mucosa oral; principalmente en los rumiantes
dades sus hibitos alimenticiea a base de dietas ricas en
forrajes. Una vez superada la barrera epitellial,
L.ménocytogenes iniciaria la migracidn neurdgena por
infeccidn de lag fikras nerviosas terminales gue inervan la
mucosa oral, en Ultima instancia derivadas del nervio
trigéminc. Diversos trabajos experimentales confirman ¥y
avalan ampliamente egta hipotesis (BORMAN ¥ col., 1960;
URBANECK, 1%63; URBANECK y col., 1963; SCHLEICHER vy
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URBANECHE, 1966;: ScCHLEICHER y SCHNEIDER, 13%68; BARLOW ¥
MCGORUM, L1285},

En lo referente al modo de penetracién de Listeria zpp.
via oral a través del epitelio gastrointestinal, existen
estudics gue abogan por las placas de Peyer 1ntestinales
come los "puntos" de penektracidn miss importantes en la etapa
prevyia al aectablecimiento de bactariemia transzitoria
asintemitica o diseminacién septicémica tipicas de la
listerigsis {(MACDONALD y CARTER, 1980}, En contraste con lo
anterior, la hipdtesis del accesao directo de L.monocytogenes
v L.ivanovii a loca enterocitos del epitelino intestinal ha
sido propuesta come modelo de infeccién mas probable en esta
enfermedad por Gaillard y <cal, (1987} v por Racz y col.
11972}, =i bien estos ultimes investigadores trabajando con
otra especie de roedores come son los cohayos.

Gaillard y <col. ({1267}, trabajanda "in vitrg" con
células de la linea Caco-2 fecélulas de origen careinomatosc
de colen humane!), atribuyen capacidad de penetracidan en
dichas célulag v, por extensidn, en enterocitos del epitelico
intestinal en rcondicicnez normales, dnicamente a las
egpecies patfigenas L.monocytogenea £ L.ivanovii. Por el
contrario, L.seeligeri, L.walghimeri e  L.innocua na
pogeerian dicha aptitud invasiva segin los migmos autores.

Besultado de los estudics de M,E. en los gue 3ag basa =u
trabaje, estog investigadores propenen el mecanisme de
endocitosis come la manera mediante la cual las especies
patdogenas del génere Listeria acceden al interior de las
células epiteliales intestinales.

Por otra parte, v también seglin estos mismea autcres,
la posibilidad de replicacidn y proliferacidn de las
ligterias patdgenas en el interior del anterocito o de una
célula fagoeitica, depende significativamente d& su
capacidad para asintetizar riteligsina-a. Estos fackores
citoliticos parmiten a lag espaciegs L.monocytogenses v
L.ivanovii lisar la vacuola fagosémica vy acceder libremente
al citoplaema, provocandeo, en dltima ipnastancia, la lisis de
la célula infectada. Las especies apatdgenas Yy no
hemoliticas carvecen de dicha capacidad.

Por su parte, Racz vy col {1972}, mediante experimentos
"in vive" con un lote de cobayos "pretratados” para hacerlos
mids suaceptibles a la infeccién oral ineutralizacidn del ph
gistrico & inhibicidn de 1la motilidad inte=tinal mediante
ineculacidn 1.p., de tintura de oapiol, demueatran la
capacidad de L.monocytogenes para penetrar por endocitosis
en enteroccitoa del intestinoe delgado.

En el interior de estas células, L.monocytogenss foe
DbSEr?ada frecuentemente en vacuonlas fagosdmicaz y también
en dispeaicién libre en el citoplasma de la cé&lula
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hoapedadeora. Inkeresantemente, sobtos autores ne observan
legiones epiteliales significativas, y s4lo  raramente,
necrosis  de enterocitos en  esta fase inicial de  la
infeccidn, lo cual suglere gue L.monocytogenes es capaz de
atraveszar el e=pitelio, ¥y, frecuentemente, maltiplicarse en
los  enterocitos =2in gentrar legiones inflamatorias de
importancia. Posteriormente, oitande dichas listerias
abandonan log enterocitos mediante exocitosis a nivel de su
zopa basal, son dvidamenkte fagocitadas por PMNNs y MO0s gue
ge acumulan rapidamente en la ldmina propia de la mucosa. La
praliferacidn intracelular de L.monoecytogenes en estas
cdlulag fagoclticas, y sSm necrosis vy lisis posterior. con
!ihoaracidn de productos liso=omales al exterior, == el hecho
fundamental de la patogenia de las lesionea intestinales
obhEervadas en fases min tardias de la infeccidn.

Curicozamente, esgstas investigadore= también demuestran
ia diseminacidn "célula a célula” de L.monogvtogenes en el
epitelio intestinal ain acceder al espacio extracelular.
Este hecho ea posible porgue, frccuentemente,
L.monocytogenes =e localiza en el citoplasma de los
enterocitos en el interior de vacuclaz con doble membrana
plasmiatica, lo cual permite a esta bacteria upn eficaz
mecanismo de exoclitosia-endocitosis capaz de atravesar el
espacio extracelular., =iempre protegida en el interipr de
una vacucla.

Mediante infeccidn via oral, diversca autorez sefalan
la existencia de lesicones inflamatorias integtinales de muy
diversa conslderacidn en experimentos con  roedores  de
laboratorio (MILLER y BURNS, 1970; BACE ¥y col., 197%;
CZUPRYNSKT y BALISH, 198l; POHJANVIRTA y HUTTUNEN, 1985) vy
en la eapecie ovina (OSEBOLD e INOUYE, 1%54h:.

Una wvez superada la bkarrera epitelial intestinal, la
digseminacidn linfidtica via ganglios messantérices parece ser
la via de generalizacidén inicial de la listericsis en el
crganismy |MACDODNALD ¥ CARTER, 1580; POHJANVIRTA ¥y HUTTUNER,
1985 CIUPRYNSKI v col., 198%).

2.4. Factoree condicionantes de la infeccién por Listeria
SPp.

Diverscs auteres enfatizan el hechoc de gue la
listeriosis ez una enfermedad en la gue la existencia de
infeccisén subclinica en las distintas especies animalezs y en
la especie humana ez mis importante de Io que su incidencia,
entendida come Indice anual de nuevas casoa clinicoa, haria

suponer {GRAY y KILLINGER, 1966; GRONSTOL, 1979; GITTER.
1985; RALODVICH, 19861,
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Degde este punto de wvista, el concepto de "portador
inaparente”, caracterizadoe tantoa por el padecimiento
agsintemirice de la enfermedad, come por la recuperacldn
clinica de la misma, adgquiere upna gran relevancia en la
epidemicloglia de la listericsis (SEELIGER, 1987; SCHONEBERG.
1988k; KAUFMAEN, 1%88a; COX, 1089; LOVETT, 1989).

La presencia de ezpeciea patdgenas y apatdgenas de
ligteriazs en heces, ha =ido confirmada por n$numerosos
eztudioa coproldgicos en la especie humana. El range de
variacidn oscila de 9,6 a 70%, este dltimo porcentaje en
profesiones de rieggo (GRAY vy KILLINGER, 1966; HWANTES o
I15AAC, 19747y ROCOURT y SEELIGER, 1985; RALOVICH., 1%586;
BLENDEN vy <al., 1987). Sumariamente, ¥ comparanda varias
gerieg de datos aportadas por diferentes investigadorves,
Ralovich {1987) concluye gue la tasa de portadores fecales
en la especie humana ez del orden del 3.8% (Citado por
Lovebt, 19893, De manera coincidente, el miamoe hecho ha
sido demostrado ampliamente en distintas especies anipales
afectadas (GRONSTOL, 1979; ROCOURT vy SEELIGER, 1385;
DIJESTRA, 1386; SKOVGAARD y MORGEN, 1988; SCHONBERG, 1988b).

No obstante, ¥y en contraate con estos resultadoa, la
listeriocsis e9 una enfermedad esporiddica en el coniunto de
ezpeciea susceptibles. A meoda de ejemplo ¥y dado ‘que la
e2pecie humana es }la gnica de la ¢gue se disponen datos
fiables, puede rezefarse gue la estimacidn de su incidencia
en gl Heino Unido (1965-1985) e3 del arden de 0,3-0,4 x
100.000 para el total de la poblacidr ¥ de 1 x 20.000 en el
cagsc de la  listerissis necnatal {MCLAUCHLIN, 1987;
MCLARUCHLIN ¥y col., 1988b). En Holanda (1976-1982}), ge eatima
uzna incildencia de la meningitis ligtérica necnatal del! orden
de 1 x 100.000 ¥ en 1.5.3A, la incidencia anual de la
listericsla 5e ha jincrementado deade 0,9 por milldén en 1970,
hasta 3,7 por millén de 19840 o 1982 (JOHW, 1983}

Azl pues, se asume an la actualidad gue la infececidn
subclinica por especiea patdgenaz del génere Listeria, la
existencia de portadores inaparentes y la contaminacidn de
alimentos de wuso tante animal gome humane por dichas
egpeciea, son hechos cuantitativamente mis frecuentes y de
mayor impartancia de lo gue su incidencia haria suponer
{GRAY y KILLINGER, 19&&; COX, 1989}, Por ello, numsrosam
estudics han =sido realizados en orden a averiqguar el
conjunte de factores gue wpredigspoenen e influyen en el
padecimiento de la enfermedad. En general, se acepta gue
dichos factores sont

* Edad * Eatade inmanitario

* Fapecie * Consume de enailada
* Gagtacién

2.4.1. Edaqd.
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Aungue la listeriosis puede presentarse en todas las
edadeg, =zca cual Zmea la especie afectada, su incidencia es
aignificativamente supevior on determinades grupeg de
edades, particularmente en el periodo neonatal.

En la especie humana, los grupos de edad en loz dgue se
nbkserva mig frecuentemente la listeriocsis son aguellos cuva
edad ea ipferior a 1-2 m. deo vida (neonateos! ¢ suparicer a
40-50 afos {(GRAY y KILLIWGER, 1966; FLEMING y col., 1385;
RALOVICH, 1986: HO v cql,, 1586; MCLAUCHLINM, 1987).

En todas las especies domdsticas en general, uha vez
mis el pericde necnatal =e gefiala como el de mayor
incidencia en 21 padecimiento de la listeriosi=, en concrefo
au forma septiceémica {GRAY vy KILLINGER, 1966; LADDS ¥ col.,
1974).

REespecto de loz pumiantes en particolar, 1la mayor
incidencia de la forma encefalitica de la listerio=zis se
observa durante los treg primeros apoa de vida, disminuyendo
luegqo ostensiklemente conforme progre=a la edad adulta (GRAY
y HKILLIWGER, 19¢6; JUBE y col., 1975; JENHSEN ¥y SWIFTE'S.
198813,

2.4.2. Especie,

Ademds de la especie humana, las especies animales mds
sengliblea se acepta gue son los rumiantes, predominando, de
entre elilgg, les évides. Tambidén se cita a los lagomorfos vy
distintas especiesa de roedores (NILSSON y col., 1959; JQNES
y cal,, 196l; GRAY y KILLINGER, 1%66; MACDONALD y cal..
1972: GITTER, 1985:.

Entre las eapecies susceptibleas de contraer la
enfermedad esporddicamente, se consideran loz dguidos, la
eapeacie porcina ¥y aves de granja o produccidn industrial
(JONES y WOQDBIME, 1961; GRAY y KILLINGER, 1966; LADDS y
cal., 1974; GITTER, 1985; HIGGINS v col., 1987,

En el grupo de las especies consideradas camo mas
registentea a la infeccidn listérica estarian les carnivoros
doméaticos, especialmente el gato comin; a guien se oupeone
lz especie menos sensible de aguellas en que habitualmente
es pogible realizar un diagndsticoe fiable (GRAY y KILLIRGER,
1566; LADDS v col.. 1974; DECKER v cal.. 1976).

2.4.3, Costacidén.

Independientemente de la eapecie afectada, tipo de
placentacidén y via de exposicidn o infeccidn, lo cierta es
que las especies patdgenas del génere Liesteria demuestran
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gran tropisme por ol dtero gestante o, mas concretamente por
la placenta {GRAY ¥ KILLINGEE. 196&).

NMumerosca eatudios de c¢asas naturales v experimentales,
principalmente en la eapecie ovina, demuestran que la
placenta no opgne una resistencia  saigpificativa a  su
invasidh por listerias patdgenas y gque, adicionalmente, £sta
conskituye el primer punto activo de infeceion ¥
proliferacidon bacrteriana (MOLELLD y JENSEN, 1964; SMITH ¥
col., 1970; HKJORU vy DENSIS. 1973; MACLECD y col.. 1974;
LaApDRs v col., 1974; CAMPERC y col., 1584},

En contraste con egto, la afeccidn utorina, axceptuando
cazog esporadicos que presentan complicaciones adicionales
(retencidén fetal =to.), a2 principalmente de cardcter leve;
cursande de manera  habitual eome  una endometritis
transitoria y: en una mayoeria significativa de cason, =2in
exiztencia de secuelas gque indiquen trastorno de la funcién
reproductora en geztacioness zuces=slivas. Estoc ez valide taunto
Fara rumiantes como para la  especle humana (GRAY ¥
KILLIW¥GER, 196&; GCGITTER, 1985; MCLAUCHLIN, L1%B7; SEELIGER,
1987; JENSEN y SWIFT'S, 1588}. ¥e¢ obhstante, la deteccidn de
listeriag en el sistema genital (cérvix, vagina...} puede
pergistir hazta por lo menos ! m. después del parto o ahorte
{GRAY y KILLINGER, 1966},

Ademd=., del corden del] 23% de las vagcag que han abortado
por listerioals eliminan listerias en heces durante 3-12 m.
post-azborto y. aproximadamente el 16%, excretan listerias en
la leche entre 1-12m. En la egpecie ovina estos valorea =on
"grosse mode" del  40-50% v  del 40% respectivamente
{SCHONBERG, 198Ab). A este regspecto, e8 interemante citar
gque alrededor del 40% de Jlaa vacaz infectadas con
antecedentes de aborto listérico excretan epn la leche una
cantidad de listerias tan reducida, gue =on normalmente
necezarios medics de cultive selectivogs v téonicaa  de
enriquecimients para cu deteccién (SCHONBERG, 1988by.

2.4,4, Eatade inpmunitaric.

En la especie humana, el padecimiento de la listeriosis
B2 ha asmsociade frecuentemente a la concurrencia en el
individuo afectade de deficiencias del sistema inmunitario,
tratamientaos inmunosupresores (transplante de drgancal o
antineoplasices, y enfermedades crénicas consuntivas como
neoplasias, diabetes, y alcocholiamo, eto. {GRAY y KILLINGER,
1966; FLEMING y col., 1985; HO y col., 1986; ARADIE y ¢al.,
1987; MARTIN y PODZAMEZER. 1987; MCLAUCHLIN, 1987: RONCORCNT
y «ol., 19257; HANSEN y col., 198%; MARTH, 1988; SCHLECH.

1588; SUTO-HERMANDEZ y col., 198B; JOHN, 1988; RIDGWAY v
BROWN, 1989).
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3in smbargo, traz leoa tdltimon episodica de l:isteriosisa,
ralificados como toxiinfecociones alimentarias, ¥y en los gque
s4lo me han demostrado parecial = 1nconstantemente causas
predizponentes, 52 ha procedido a cuestionar la realidad de
este supuesto {BLENDEN v ool., 19%87; MCLAUCHLIR, 1987;
SCHLECH, 1988; KAUFMANN, 1988a; CIUPRYNSKI vy cal., 19B89;
CoX, 1989).

& este respecto, Blenden (1%87) arguye gue, manteniendo
2] hecho demostrade de la existencia de deficiencias del
gistema inmupitaric comd causa predispopente  de la
listeriosiz, el! padecimiente de la enfermedad por un
individuc aparentemente Hano e3taria condicionado
gimplemente por el factor deosia, al iqual gue en la mayoria
de otrom agentes ipfecciosog. Por sSu parte, Cox (1989)
guglere la poaibilidad de infecqoidtn concurrente  de
L.menocytogenes SO octros agentes patdigencs
gastrointestinales (Salmonella epteritidiz), gue al actuar
gindrgicamente con ella, favoreceria la infeccidn listérica
¥ &] padecimiento clinica de la enfermeadad.

En lo relativo a las especies domésticas habitualmente
afectadas de listeriozils, exlsten muy pocos datos due
aporten informacidén sobhre esatz cnestidn. Gitter (19831 no
obatante., ohaerva la existencia de enfermedades concurrentes
en varios= epli=sodios listéricos en las miemas explotaciones o
rebafos 2 incluac en los mismes animales afectados. Entre
gllas cabe mencionar leptospirosis, BVD y brucelosis como
zausa de aborte en 2} ganado vacuno, y meningitis
bacterianaz de variada etiologifa, scrapie y necroeis cerebro
cortical en la eospecie ovina.

Cray ¥ HBillinger (1988} por su parte, revisan wvarios
cazsos en los gque se demoatrd la existencia de listeriogis vy
rabla simultdneamente en la especie bovina. Respecto de lag
aves, es5tos mismos autores recogen numeroBsal Ccomunlcaciahes
en log gue la listericai= como enfermedad oportenista, se
asocia a muches otros procesags morbozos: =zalmonelosis,
enfermedad de Newcaztle, peste aviar, coriza, coccidiosmis,
infegtaciones para=mitariag, ete.

2.4.5. Ensilado.

La ya tradicional aseciacidén entre el consume de
angilado, normalmente de preparacién defectucsa, y el
padecimientc de la enfermedad, &3 unc de lea hechos mas
generalmente roeconocidos  regpecte de la listerioeia,
Diversces autoree han confirmado este hecho ampliamente
{GRONSTOL, 1979; GITTER, 19B5; FENLON, 1985; DIJKSTRA, 1986:
GITTER ¥ col.. 1986h; FENLON, 1986},

No cobstante y aegdan Gitter (198517, la manera exacta de
comc 2] consumo de ensilade permite o predispone  al
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padecimiente de listericsis clinica, na esti suficientemente
explicada, Ademifa, ¥ tambkidn segun eske mismoc autor. e3 un
hecho  establecide  la existencia de  listericsia en
explotaciones en las que la alimentacidn con ensilado no es
practicada.

La 1dea mids firmemente aceptada de porgué =1 consumo de
ensilade predispone al padecimients de listeriosis, se basa,
en la existencia en el mismo, de valores de pH anormalmente
elevados que permiten la proliferacidén de Listeria spp.
{ FENMLON; 1985; DIJESTRA, 198&; GITTER, l14985}%,

A este regpecto, ge asume en gensral gque valorea de pd
inferiorez a 5,0 son incompatibles con &l crecimienta vy
proliferacidn de Listeria app. (DOYLE, 1928}. Cualguier
cirecunstancia, tante por sy preparacidn  comoc  por  su
mankenimients, <gue =upeonga detericre de la calidad del
ensilado y, por le tante, elevacidn del pH por encima de
dicho valor "critico”, se supone permite la groliferacidn de
Listeria spp. en el misma. Talez listerias, dada su
ubicuitaria distribucidén en el ambiente, cabe pensar gque ya
permanecs{an inicialmente, contamindndole, apn 1 forratde hase
del ensilado [FENLON, 1985; DIJESTRA, 1986; GITTER, 1985).

Mo abstante, la comunicacisn de casos de listsricriz an
log gue han sido aisladas Listeria spp, de muestras de
enailade cuyos valores eran inferiores a 5,1, na permiten
interpretaciones concluyentes sobre =1 tema (GRONSTOL, 1373;
FENLOY, 1945},

2.5, Listerigaois murina.

2.5.1. La ligtericmia murina como modelo experimental.

Segin Gray y Killinger {(1966), el estudic sistemdtico
de la infeccién experimental murina, dadams laa dificultades
que hasta la dltima década suponia el aislamiente de
Ligkeria spp. de muestras infectadas o contaminadas, surgid
corndo un método bioldgico complementario del diagndstico de
la listeriosia.

Independientemente de estas consideraciones, el hecho
de gue Ia patogenia ¥y evolucion de  las lesionesr
histopatolégicas en la listeriosis murina sean de la misma
indole gue la observada en otras especies susceptibles, -
incluida la especie humana - constituye el argumente mas
importante en cuanta & justificar su desarrollo y estudias
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comaz modelo experimental de la eanfermedad {WIRSING von
KOEWIG y FINGER, 1986; MARTH, 1983; KAUFMANN, 1%88a;.

Conmecyanptamente, fue mediante el desarrallo de este
models experimental como =e establecid gue uUne de los
mecanizmas de defepnsa  fundamentales gue el individuo
afectads opone a la infeceidn con Listeria spp., 23 una
respussta inmunitaria de base celular mediada por linfocitos
T. ¥y no de tipo humoral o B-dependiente mediante produccion
de anticuerpos especificos [MACKANESS, LPB2), Desde antonces
W hasta ta actualidad, 1a sucegisn de estudios
experimentales de bhase predominantemente inmunolégica sobre
la ligteriogiz murina, ha sido ininterrumpida. No ohatante,
la Finalidad preponderante de esta importantes agtividad
investigadora, nre ha 9ide ftanto la patogenia de  la
enfermedad en cuanto gue infeccidn, come =1 astudio de loz
fenSmenos inmunclégicos gque interviensn et el
ectablecimiento de inmunidad durante e] transcursc de Iz
misma.

For otra parte, ia eenstatacién particularmente
evidante en roaedores de laboratoris v en la egpecie humana,
de gue el padecimientc de la listeriosis puede depepder
gignificativamente de la integridad del sistema inmunitaric
del 1ndividuc (WIRSING wvon KOENIG, 1%8&!, ha supuégto =l
dezarrolle de obtro da los grandes campos de eatudico de la
enfermedad bagados en la lisferiesis murina como modelo
exparimental. A =aber: que Factorey condicianan la
incidencia y evolucidn de la infeccidn listérica vy cuales
son lom mecanigmos o procegos gue permiten explicar  su
influencia. En e3te sentido, la caracterizacidén de las
relaciones entre Listeria spp. ¥ ¢! gistema inmunitario san
de primordial importancia en orden a averiguar la patogenia
de la enfermedad.

2,3.2., Curse y caracterizacién de la infeccidn listérica
experimental .

La caracterizacidn de ia infeceidn ligtérica
experimantal se ha realirado mediante el uae de técnicas de
cultivo microbioldgiceo de los drgancs principalmente
afectadas, higado y bazo, y mediante e] eatudio secuencial

histopatoldgico de las lesicones ohaervadas en el transcurss
de la miema.

En la tipificacién de la cinética de la infeccidn asi
coms para  =u evalvacidn histopatolégica, des vias de
inoculacidén han sido usadas principalmente como viias de
elecoién: intraveno=za (i.v.} e intraperitoneal {i.p.). A
dogia letal media (DL50}, cualquiera de las dos tiene



346

invariablemente como resultadoe el establecimients de una
grave septicemia., aspectd este gue por su constancia ¥
reproduckibilidad ha permitido tkipificar el curse de la
infeccién y otorgar a la listeriosis murina un gran valor
como modelo experimental (MACKANESS, 1962; GRAY y KILLINGER,
1966; NORTH, 1%70; MANDEL y CHEERS, 1930; WIRSING von KOENIG
v col,, 1983%; SELBITZ y <ol., 1986; etc.).

dungue existe coinclidencia en gue dichas wvias de
inoculacidn son las mds fiableg en cuanto g la reproduccidn
experimental de la listeriveisz septicémica, no son las
inicas wias po=iblen. Es importankte 1ndicar que exceptuada
la via epiconjuntival (GRAY y KILLINGER, 1966; POHJARNVIRTA vy
HUTTUNEN, 1585}, el resto de las vias de ineculacién
experimental habituales, como =on la via oral, la
inatilacidn nasal ¥y la via s=ubcutanea, =son también ciapaces
de inducir el tipo de enfermedad septicémica ya dexscrita; si
bien ¢on mayor wvariabilidad regpecte de la tasa de
mortalidad y frecuencia e importancia de las lesiones
observadaas (GRAY y KILLINGER., 1966; MILLER y BURNS, 1970;
LEFFORE ¥ col., 1979; HMACDONALD y CARTER, 19A0; POHJANVIRTA
y HUTTUNEN, 1985}. La via oral parece ser la mis inconstante
en cuanto a sua resultados {GRAY y KILLINGER, 1966; WIRSING
von KQENIG y col., 19831.

2.5.2.1. Caracterizacién de la  infeccién mediante la
realizacidn de cultives microbioclédgices de higado ¥ bazo.
Viam intravenosa e intraperitoneal.

Frimeramente Mackaneaz en 1062 ¢y despuss obpos
investigadores (GRAY y KILLEINGER, 1986; SELBITZ y c<ol..
1986), han establecido que tras incculacidén intravenosa de
BL50 de L.monocytogencs oG ochaarva EIThd bacteriemia
transiteria, de manera guz en un lapso aproximade de 5-30
M., ya o 22 poRible su deteceildn en sangre periférica.

En relacidn con ello y a 10 m.p.i., del orden del 90%
de lag listerias inoculadaz son “captadaa™ por el higado, ¥
practicamente todo el regto del indcule e "captadoe™ por el
bazo. En  ambosE cagos lag wélulas respongabkles del
"aclaramiento" del indculo son células pertenecientes al
sistema monenuclear fagocitico {(SMF) de dichoa Srganoas
{MACKANESS, 1982; MITSUYAMA y col., 1978).

A &-12 h.p.i. {i.v.,], el n9 de bacterias viahles an el
higado desciende entre un S0 vy un 90% segiun  autares
(MACKANESS, 1962; SADARANGANT y col., 19801, lo cual indica
que esbte drgano posee una grah actividad listericida en la
fage inicial de la infeccidn. Esta importante capacidad de
aclaramiento del indcule ge atribuye 2 la fagecitogia vy
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actividad microbicida inespecifica de las células de Kupffer
hepiticag (NORTH, 1970 MITSUYAMA v col., 1978).

No obstante, las listerias gue lodgran aschrevivir vy
superar ezta primera fase de defensa del organismo, inlcian
durante las 48 h. siguientes una etapa de c¢recimiento vy
proliferacién logaritmicas en el interior de las célulasz del
SMFP infectadas, de manera gue ambos drganos, higade y bazo,
aon abpjeto de un morboso procesc de colonlzacidn bacteriana
cuys mAXime se obhserva a 2-3 dop.i. { HMACERANESS, 1962;
NORTH, 1970; CHEERS y col., 1978; WIRSING von KQENIG ¥ col.,
1983; MAINOU-FOWLER ¥ col., 19R8:.

En lo referente a la inoculacidn vwia iL.p., la cingtica
de satz primera fasze de la infeceidn es muy similar a la
descrita para la via i1.v. {WIRSING von XOENIG v col.., 1983;
SELBITZ v cpl., 18986)., Es de degtacar. gque por esta via a 2
h.p.i., Onicamente del orden del 10-20% del indeunlo empleado
es recuperado del higado. Los MOz pesidentes peritonesles, v
las Mi= inflamatorios s FMHN& e ge acumalan
progresivamente en el  peritanes. san  en este caso
congiderados la primera barrera de defensa contra la
infecoion (MIYATA ¥ col., 1982; WIRSING wvon ROENIG ¥y col..
18831 .

2.5.2.2. Estudio histopatelégico de la infeccidn.

Lag lesicnes mas conaplcuamente obgservadas en el
trangcurso de la infeccidn se restringen al higado ¥ al bazo
bdsicamente.

En el higado, dichas lesaiones a 24 h.p.i. consisten en
miltiples acimulos facales de PMNNs, los cuales evolucionan
a microabkpeesos con tendenciiz a pregentar una zona  de
necroais central, wvariable =egn el tamafo y edad de la
lesidn. Es habitual la cobservacidn de necrosis incipiente de
hepatocites en la periferia de la lesidn y en ceincidencia
con ello, presencia de cantidade=s wvariakles de listerias
también en la zona adyacente a la misma. Esatas scn
ficilmente detectables por los métodos convencionales de
tincidn de H-E y Gram (MACKANESS, 1962; NORTH, 1970; HANDEL
¥ CHEERS: 1980} o cvon técnicas mias eapecificas de tipe
inmunohistoldégico; bien sean estas de inmunofluorescencia
{SMITH ¥ METZGER, 19%&3; MCLAUCHLIN y col., 1%88a}, o bien de
peroxidasa-antiperoxidasa (DOMINGO ¥ col., 19861,

. Hacia el dfa 3-4 p.i. ¥y ecoincidiends econ  la
ingtauracidn de la fagse de resiatencia especifica
T-dependiente, las lesicnea hasta ahora predominantemente
purulentas y <con cardcter de microabscesos se transforman
de manera gradual en lesicnea tipicas granuleomatcsas
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(MACKANESS, 1962; WIRSING von KOENIG, 159831; MANDEL ¥y CHEEES,
19480; MAINOU=FOWLER v col., 1988). Paralelamente, conforme
tranacurre la infeccidén, lIa presepcia de liateriazs en las
lesionea disminuye Fambién de manera progresiva hasta neo ser
ya deteactables a 9-10 d.p.i. (HORTH, 1970). La completa
resolucidn de lasz legiones gin proceso de cicatrizacidn
aparente, ez canstatable a 2 zemanas p.1.{NORTH, 1870Q;
MANDEL ¥ CHEERS, 1980},

Reszpecta del bkazo, la primera lesién observada haclia
lasz 24-48 h.p.i., conaiste en una deplecién wvariabhle de la
poblacidn linfolde periartericlar de la pgutlpa blanca. Dicha
deplecidn, ceincide con la preaencia en la misma zoha de
gran cantidad de PHMHNs con tendencia a formar microabscesos
¥ lesiones inflamatorias de gxEenzidn variable,
principalmente alrededor de la arteriocla central. Ho
obstante, la zona més periférica de la pulpa blanca con sus
foliculos linfoideg caracteristicoa, eg preservada
relativamente bien en el tranascurgo de la infeccién (MANDEL
y CHEERS, 1980).

El procezo de inflamagidn y deplecidn linfoide
deacrito, afecta principalmente a la poblacidén linfoide
T-dependiente de la pulpa blanca y eg maximo a 3-4 d.p.i.;
mementa en el gue la poblacidn de linfocitog T detectada
ascila entre el 1 y el 10% an comparacidn con el 35-40% gue
es el valor nommal de LEg T respecto del total de Lts de la
pulpa blanca (CHAN y CHEERS, 1982a}d.

Trangeurride ] 4, d.p.1.; la recuperacidn gradual de
la legidn ez evidente, observdndose un gran aumanto de la
poblacidn T linfoide gue hacia &l 5.-B., d.p.i. alcanza
valorez pnormales y posteriormente, de 5.-10., d.p.1i, supone
una c¢antidad de Lt T de hasta tresa veces el valor normal
inicial previo a la infeccidn. Mayoritariamente, este
proceso no implica migracién de linfocitea T deade otros
drdganos linfoidea sino gque se debe a intensos fendmenos de
linfoproliferacidn "in aitu”™ (CHAN y CHEERS, 19%82b),
coingidiends ademds con el progrezive incremento de MOa de
aspecto epitelicide por todo el drgano (MACKANESS, 18962},

En los foliculos linfoides o zonas B-dependientes de la
pulpa blanca la poblacidn de Lits B eg ya normal hacia los
dias 4.-5. p.i., pero a}! iqual gque los linfocites T,
contindan preoliferando hasta 10-12 d.p.i., resultade de lo
cual #8 la hiperplasia linfoide caracterfatica de esta fase
(MANDEL y CHEERS, 19801},

La pulpa reja, hiperémica, no presenta en conjunto
lesiones de importancia comparable a laa descritoz en la
pulpa blanca. No obstante, la presencia de acimulos de FMNNa
gue evolucicnap a micreoabscescs, son frecuentes. Se sugiere
gue tales lesicanes son conaecuencia de las misz importantes
existentes en la pulpa blapnca (MANDEL y CHEERS, 19801.
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En el periodo dlgide de la infeccidn, entre 2-4 d.p.i.,
la presencia de ligteriag en el bazo mediante la tdcnica de
Gram aa obgerva indistintamente en pulpa blanca v en pulpa
roja. no pudiéndose constatar una preferencia especial por
dlguna de lasz dos zonaz priancipales del bazo IMAKBEL ¥
CHEERS, 15B0).

En !o referente a otros drganos. de manera mucho mds
esporadica s=e han descrite lesiones en timo {(MANDEL ¥
CHEERS, 1980}, puimones (MILLER y BURNS, 1970; POHJANVIRTA v
HUTTUMEN, 1985), ganglic mesaentérico (DOMINGO y col., L9986}
¥y en la mucocsa inte=stinal (MILLER y BUBHS, 153701,

Respecto del btimo, Mandel y Cheers (1980) en estudicos
experimentales con ratones de la estirpe BALBfCc via L.v.,

chaprvaran gue a 24-48 h.p.i. =e producfa wuna =iGbita
deplecidén linfoide del oértex timico, la cual persistia
hasta la 2= semana p.i.. A partir de gse momento, la

recuperacidn Jdradual de los timoclitos corticales y el
retorns a la neormalidad eran evidentes. Estos autores, al
comprabar gque la deplecidén cortical timica era dependiente
de la deosis ¥ de la estirpe morina utilizada, atribuveron el
hecho al stress inducido por ia infeccidn.

Trakbajos posteriores realizados por este mismo equilpo
de investigadores, en los cuales demostraron gue cuando so
procedia a la realizacidn de adrenalectomia previa a la
infeccidén con DLB0 se prevenia l1la deplecidn cortical
mencionada, confirman esta hipdtesis. Complementariamente,
estoz mismos auteorea demaoptraron gue la leszidn podia ser
inducida de manera experimental mediante adwinistracidn de
cortisana.

En cuantoe a laz lesiones reapirateorias mencicnadas por
Miller y Burna (1970} y Pohjanvirta y Huttunen (15985},
vangiztieron en neumoniag interosticiales de tipa mlixto,
inicialmente de cardeter mas exudative con  impeortante
participacidén de PMNNs y posteriormente con predominic de
Lts y HMlg,

2.5.3, Inmunidad,.

En wyna wrimoinfeccion, la reaiftencia «onkoa la
listeriosis se desarrolla aegin dog fases o modalidadez de
regpugsta inmune bien caracterizadas. La primera etapa o de
inmunidad ineapecifica T-independiente =2e activa de manera
inmediata con el inigio de la infeccidn v las cilulas
compromatidas en la migma son principalmente PHHNs, células
de Kupffer, MO0a y células agesinas naturales {AN}. La
activacign del sistema del complemente, en cuanto que
necegariz para el desarrclle eficaz de la  actividad
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fagocitica de PMNNa y MOs, es fundamental a este respecto.
Por otra parte, la demostrada actividad procoagulante de
L.monccybogenes implica indirectamente también a lar
Flaguekas COme elementos efactores de resistencia
ineapecifica en esta primera fase de la infeccidn.

La segunda fase o de inmunidad especifica T-dependiente
se inicia hacia el 29-32 d.p.i., ¥ su fundamento consiste en
la interaceién entre Lts T y MO=, resultado de la cual ez =z
"activacién” de estos ditimos. La activacién macrofiqica es
mediada por factores solubles o linfocinas producidaa por
subpablaciones de linfocitos T, ¥y tlene comd COnSecuencia
fundamental la eapacitacidn de los Wis como  células
efectoras con ana poderosa actividad ]istericida.

Finalmente, una  vez superada  la  infececidn, el
establecimients de wn e£ficaz mecanisme de  proteccidn
inmurnitaria de base celular, es decir, mediado por Lts T ¥
ne por anticuerpos especificoa, es el principal método para
la consecucidn de resistencia adguirida contra una posible
reinfeccitn por L.monocyLogenes.

2.5.3.1. Inmunidad jinespecifica,.

fue en Uitima instancia la resistencia gpontra la
infeccidn lisbdrica esx ejercida por Mz activados y que
dicha activacidn es mediada por Lts T gzensibilirados
Ag-egpecificos, e#8 un hecho incontrovertible inicialmente
descrito por Mackane=a an 1962 y mia tarde ratificado por
todos los autorez gque han trakajade sobre el tema. Ahora
bien, para que la instauracidén de este eficaz mecanisma de
resigtencia egpecifica =zea posible, &8 necesaric previamente
el concurso de octros mecanismos inespecificoz gue no por ser
mds "ineficaces", en cuantoc gque listericidas, sSon menos
importantes {(PETIT y UNANUE, 1974; KRATZ y KURLANDER, 19&B1.

En  este sentido, la funcidén primordial de los
meécanismes  inespecificos de inmunidad durante la  fase
inicial de la infeccidn {(24-4B h.)., es impedir la exceaiva
proliferacidn hacteriana - de consecuencias fatales para el
organismo - antes de gue loa mecanismes de resistencia
T-dependientss puedan ser inataurados de una manera eficaz
{SELBITZ v col., 1906; KRATZ v KURLANDER, 19881,

Confirmacidn adicional de este aapecto la preoporcicna
2l hecho de gue &l grade de susceptibilidad a la infeccidn,

que permite claaificar laa estirpes murinaz como
"registentes” o “su=mceptibles” a la enfermedad, ecid
controlado por un gen autosdmico dominante no relacienado
cen el complejo mayor de histocompatibilidad (CMHI. La

expresion fenotipica de e8te gen se& manifiesta por una
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ostengible superioridad funcional, referida a la capacidad
listericida del SMF de las sstirpes resistentes respecto de
tag saugceptibles para esta especie bacteriana (CHEERS ¥y
MOKENZIE, 1978; STEVENSCON y ¢ol., 1981).

2:.5.3.1.1. Sistema mononuclear fagooltico (SMEF).

Como ¥a ha sideo expuesto en =] punte anterlor. tras Ja
inoculacidén mediante vi{a i.v. de una DL30 de L.monocytogenes
la mayor parte del indculo es captade por MOs “"fijos™ del
SMF, particularmente lazs células de HopLfer hepdticas
{NORTH, 1970; MITSUYAMA ¥ rol., 1978: NEWBORG y NORTH, 19840;
LEPAY ¥y col., 1985) v durante las primeras 6 h., del orden
del 50% de las bacterias inoculadaz son destruidas por ol
SMF hepatcesplénico (MACKANESS, 189623.

Para intentar neuatralizar y eliminar el resto del
indculo ne destruido, gue inicia ahora una inptensa stapa de
proliferacidn on amboa Srganos colonizades, higade y bazo,
s@ procede a una gran movilizacidn de células pertenecienten
a la estirpe granu]omonocitica. El resultade ex gue en las
primeraa 24 h., BEHMHNs liberados d4el compartimento de reserva
de la médulsy dcea v a partir de lag 48 h.p.i., monocitos
gcirculantas, acuden an  gran cantidad a los drganoca
infectados: ubicandese entonces tanto en los puntos de
wolopnlzacidn hacteriana, come 2l azar por los sinusoides del
higado vy del bazoc INCORTH, 1970; MANDEL y CHEERS, 1980:.

La afluencia de células precuraoras de Mils {mopnocitos!
al higade es va detectable a pocasz horas post-infeccidn, ge
incrementa significativamente entre 24 y 48 h. v alcanza su
maxime a F2-9&6 h.p.i.. lo cual, grogse modo, coincide con la
gradual transformacidén de las lesiones de caricter purulento
iniciales, en lesiones de tipo granulomatese. De hacho, el
acumule progregive de MOa en log focos de infeccidn tiens
lugar a expensaza de la reduccidn gradual de PMNHas en los
mismoa. Ea tamhisn importante indicar a eate raspecto, que
la tasa de acumulacidn de MOa en lag legicones y la ta=za de
crecimiento y proliferacidn bacterianas en 2] higado, estin
Lnvergamente relacionadas (NORTH, 1970:).

Ctro appecto interezante de eata primera fase de la
infeccién, ez el hecho de gue las células de HRupffer
muestran una importante tasa de proliferacidn entre 24 y 72
h.p.i.. Eatp indica que en la listeriesis murina, el higado
infectada incrementa astensiblemente su poblacién de células
del SMF de dom maneras: mediante mitosiz de laa células de
kupffer eximtentea por los sinusaides de todo el érganc y
por afluencia de odlulas precursoraz de Mz desde la
circulacidn. Estas dltimaa se ubican tanks en los facos de
infeccidn, come distribuidas al azar por les sinugcides
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hepdticos, trangsformindose entonces cn océdlulas
indistinguibles morfolégicamente de lag células de Kupffer
iniciales {NORTH, 1970}).

Las tasas aproximzdas de ambas subpoblaciones del 8MF a
§ d.p.1., map de 30-40% para Mls no rexgidentes g inmigrantes
y de 60-70% para células de Rupffer o MOs residentes. En
tatal, la poblacidn de células fagociticas mononucleares a
egte tiempo p.i.. e8 Aproximadamente &1 doble de la
agigtents inicialmente [(LEPAY y col., 19856},

Sorprendentemente, North demuestra va en 1970 gque la
gupresidn mediante irradiacidn local de este importante
proceso de proliferacidn de lag células de Kupfier a 24-72
h.p.i., no reduce significativamente la capacidad del higado
para oponer una adecnads resistencia a la infepcidn. Por el
contrarieo, la irradiacién de la médula Sgea 1nduce una
supresicn completa de dicha resistencia. De estoa hallazgo=s,
North (1970} concluye gue la funcidn de las células de
Eupffer, aun =ierndo de crucial importancia para el contral
de la bacteriemia inmediatamente poztericr a la infeccidn o
contra una posible reinfeccidén por L.monocytogene=s, no 25
ssencial gn el desarrcllo de registencia a la enfermedad una
vez eagta ya se ha inpataurade en el organismo. Eata
importante Funcidn carresponde a M0a inflamatorica pregentes
en los focos de infeccidn hepdticos, cuyo poder limtericida
es significativamente superior al de las células de HKupffer
(WORTH, 1970; CAMPRELL y col., 1974; LEPAY v col., 1985;
KRATZ y KURLANDER, 19B8!.

Segun lo antericormente expaesta, la capacidad de la
madula Gsea parda la produceidén ¥y urgente movilizacisn de
moanocitos  hacia leos  organcs  donde se  degarrolla  la
infeceidén, &5 un hechs fundamantal en £1 establecimisnto de
inmunidad contra la listericsis durante la fase inicial de
la enfermedad (NORTH, 1971; CAMPBELL y col., 1974; BENMETT y
BARER, 19771, En concordancia con esto, se depuestra como
los reqguerimientos ¥ el acuciante ritme de produccidn de
monocitos inducide por la infeccidn, provocan un estadeo de
deplecidn transitoria en el compartimente de océ&lulan
precursorasa de la serie en la médula &sea ftunidades
formadoras de colonias monociticaes o UFC-MI. Este ez del
crden del &9% respecte del wvalor nermal siendo dicha
deplecidn ostenzible hasta el 4. d.p.i.. La recuperacidn de
ia norralidad se observa hacia la segunda semana p.i. {WING
v col., 1984).

Paralelamenkte. ge obzserva come la concentracidn sérica

de factorea estimulantes de colenias {FEC3) - necesarios
para la proliferacidn ¥ maduracidgn de las estadios
precurscres de monocitosz y PMHNa - e3 mixima hacia las 24

h.p.i., se mantiene durante aproximadamente 7 dias y retorna

gradualmente a npiveles npnormalea hacia el catorceavo d.p.i.
(WING y col., 13841,
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Estudiog mia reclenteg gobre este tema han revelado que
al mé X 1ma niwvel sérico de FECH observado ag
desis-dependiente y se debe de manera predominante a2 doz de
sus fracciones constituyentes: FEC-M (nmonocitos) vy FEC-G
igranulocitoa/PMYNa) . La Fraccidon FEC-GM
fgranulo-monocitical por el contrario, fue poco
significativa {CHEERE ¥ col.. 1288},

Estos mismo= autores han demostradeo que la gintesis de
FEC-M - clabarado por fibroblastoa, célulzas endoteliales
etc. - es mdxima en dSrgancs talex comg bazo, higado,
rulmones ¥ gldndolas salivares ya a 24 h.p.i.. A estre
respaegto, no debe eliminapse la poaibkilidad de que la IL-1
gecretada por HOs presentadores de Ag ague han fagocitadno
linterias, sea inductoera an gran medida del mantenimianto y
amplificacidn del procesos. Adicionalmente, Lts T activados
gecretan FEC-GM v Multi-FECz (IL-3} en los puntog de
infeccidn durante la fase de 1nmunidad especifica a 3-5
d.p.1. {CHEERS y col., 198B; MAGEE y WING, 1988},

Laz informaciones  relativaa a la exiptencia de
monocitegig, son variables ¥y poco cancluyentes. Factores dque
la condicionan gon el Eiempo post-infeccidn W 1a
suscepkbibilidad ¢ resistencia a la listericais de la eatirpe
murina empleada (MANDEL y CHEERE, 1980; WING y col.. 1284},
A ecte regpecte, Galzwoerthy (12871 informa de la existencia
de upn factor denominado de “Activacidn de la Preduccién de
Monocitoeis" (MPA) en la listericsis murina. Dicheo factor se
caracterizaria segln eate autor por:

- Actuar especificamente scbre la linea monocceitica
reduciende el tiempo de generacidn de laa células
precurgcras

~ NWo producir la activacién de MOz o Lts "in viwve" o
"in vikra”

- Aumento del n? de OFC-M en médula osea, bazo ¥ sapngre

Finalmente, ea jnteresante sefalar gue la mayoria de
log HMba inflamatorios gque migran al higado afectado en el
auge de la infeccidn, residen en é1 poale transitoriamente.
Asi, del orden de las 2/3 partes da dichog M0s demaparecen
del higado entre 5 y 1% d.p.i.. Coinciden ¢an este hecho una
gradual “restitutic ad integrum" de laas lesiones, la
eliminacion de L.monogytogeneas del édrganc y, en definmitiva,
la supsracidén de la enfermedad (NORTH, 1970). También la
taza de células de Kepffer, aumentada durante las primeras
72 h.p.i., disminuye ahora lentamente a partir de las dos
semanaz post-infeccién hamta adoptar valores de normalidad
an meg mas tarde de la misma (MORTH, 19707.




34

2.5.3.1.2. Polimorfornucleares neubkrsfiloa {PMENED.

La verdadera importapcia de lo= FMHNa en la inmunidad
contra ia infeccian listérica, todavia e egts
suficientemente bien definida, Aungue la totalidad de los
inveszkbigadores guoe han estudiado la listericsis turina,
confirman la constante participacidn de los PMNNs en la
primera faze de resistencia ¢ontra la infeccidn (MACKANESS,
1962; NORTH, 1970; CHAN y cel., 1977; MANDEL y CHEERS, 1920;
DOMINGD ¥y col., 1988; HANDA y col.., 198Y; etel), 350
verdadera contribucidn en cuanto que poseedores de capacidad
listericida al aclaramiento y eliminacidén de las listeria=s
del organismo, continua giendo un tema objeto de discusidn
(MANDEL y CHEERS,1980; RUDNICEA y col., 1988}.

S5in embargao, a diferencia de por ejemplo loa trabajos
mis clidsiceos de Mackaness (1962) y Narth (1%370), log cuales
no consideraban a4l PMNN como célula capaz de inducir un
grado de resaistencia =zignifiecative contra la infecolidn
lirtérica, estudiocs recienktes de Kratz y KEwurlander (1988),
aparkan una serie de datos gue revalorizan acktablemeonte la
funcidn de esta c<¢élula durante 1a primera fase de la
infeccidn.

Estos autores, tomanda el bazo como Srgaho de
teferencia demuestran gue la actividad listericida esplénica
se  ipncremenka del orden de 4-5 veces su valor inicial
durante oz dos primerces d.p.i.., hecho este que coincide con
una afluencia a diche drganoc de una cantidad de PMNNs
apraximadamente L0 veces superior a la de la observada en
condiciones normales. Por e£] contrario, el aumente gradual
doe Mls inflamatorios en el bare fdnicamente comienza a ger
gignificativo hacia el 3. d.p.i.. Consecuentemente, poatdlan
eztnz investigadoras gue el incrementc de la actividad
listericida descrite &3 atribuible a la impertante afluencia
de PMEN=s durante las primeras 48 h.p.i1. ¥ no a 1ca Mig
inflamatorics, cuya presencia a eae tiempo post-infeccidn es
todavia poce  significativa. Eotudios complementarios,
realizadeoa por Dlugonska y cel. (19881 con células del
exudade inflamatoric peritoneal durante la faze inicial de
la infeccién listérica, avalan esta opinién.

Por otra parte, la actividad listericida esplénica
disminuye trangitoriamente hacia el 2. d.p.i., ceincidiendo
también en esta ocasidn con un significativao descensc de la
cantidad de PMHNa en el bazo. Esta disminucidén de la
actividad anti-listeria, presumiblemente ejercida por PMHENg,
es atribuida al agotamiento del pool de reserva de estas
célulae en la médula dsea {(ERATZ y KURLANDER, 1988}).
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2.5.3.1.3. Sistema d=l complementa,

La capacidad para movilizar urgdentemente a PMNH=z v Mis
hacia los focoz de infeccidén, es fundamsntal con objeto de
lograr unas mavores pogibilidades de superacidén de la
enfermedad. En e=zte sentido, el significado principal del
slstema del complements conziste 2n gQue gu  ackivacidn
procura los factores guimlotdcticos y de opsonlzacldn
necezarios para gue PMNNs2 y Mz ederzan eficazmente su
Euncidn fagocitbtica (JUHGI y MCOREGOR, 1977; BAKER y col..
1977: PETIT, 198Q; JUNGI y PEPYS, 1981; MIYATA v col.,. 1932:
BORTOLUSEI v col.. 1986},

Diversos estudios cexperimentales gobre la liskeriosis
murina han demogtradoe gue la infeccidn por L.monocybogenos
activa el sigtema del complementa mediante la  via
alternativa (BAKER vy caol., 1977; GOGTZE y caol., 1972; KESSEL
y col., 1981; KLERX y col., 19851},

Fl factor €5 del compplemento es  conziderado el
principal agente guimiobtastico para PMHE=s y MOGs {(BAKER v
qal ., 1977; FETIT. 19%810; JUNGI vy PEPYS, 1981}, En
gonzecuencia, la realizacidn de estudics comparativos entre
estirpes murinas CH-deficientes vy CSh-normales mediante
itnfeccidn experimental c<on L.monocytogenes, ha demostrado
una mayer vy significativa susceptibilidad de las primeras a
la infeccisn (LAWRENCE ¥ SCHELL, 1978: PETIT. 1980; JUNGI v
PEPYS5:192817. Ho obstante, este hecho es Onicamente valido en
gquel log cascs en los gue noe ha habide inmunizacide previa.
Cuando exiate Ereipmunizacian, la infeccidn Can
L.monccytogenea no demuestra diferencias de susceptibilidad

entre estirpes CS-normales o CS-deficientea [ TUNGI ¥ FEPYS,
19813,

Por su parte Petit (15803, en upna serie de estudios
sobre la funcidn del complemento en la infeccisn listérica,
obgerva gue la menor capacidad de las cepas Ci-deficieantes
para <ontrolar e impedir la progresién fatal de la
infeccidn, no es compensada por transferencia de plasma con
contenidoa normal en ©5. Complementariamente, la deplecidn
gérica del facteor €5 por tratamiento con "venena de cobra”,
ne detericora ni disminuye la resistencia de las estirpes
Ci-normales a la infeccidn con L.monocytogenes., De estos y
obtrog experimentoa adicionales, este autor concluye gua en
lag cepas CSH-deficientes, el problema de poseer una mayor
gusceptibilidad a la infeccidn por L.monocytogenes no eas
tanto un problema ligadeo a una deficiencia del suers, sino
mas biesn un problema asociade a una deficiencia gendbica de
los MUg de esta estirpe para sintetizar diche factor C5.

En definitiva, la wventaja de las cepas OCO-normales
regpectc a lazs deficientes cansiste on la capacidad de sus
M0s para elaborar v excretar, o bien liberar traa la muerte
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celular, factor ©5. Proteasas liscsomales inespecificas
activarian entonces €l C2a, el cual al actuar come poderoso
factor gquimictdctico para PMNN= y MO=, induce una rapida
afluencia de esatas células inflamatorias al foco de la
infecceién (PETIT. 19800,

2.5.3.1.4. Cé&lulas "asesinags naturales™ (AN},

Diversos autoresz han demostrads la participacion de
células AN en el establecimiente de inmunidad inespecifica
contra L.monocytogenes durante la primera  fazse de  la
infeceidn { BENETT y BAKER, 19%77; HOLMBERG y col., 1%81;
KEARNS ¥ LEU, 1984; NAKANE y MINAGAWA, 19B4).

En la infeccidn experimental porv L.monogytogenas, la
actividad AN - definida por lom parimetros de cantidad de
célulazs AN en log Srgancs linfoides y exudado peritoneal,
azi como por =su capacidad para lisar células diana
ezpecificas - e incramenta va 2 lasa 12 h.p.i. ¥y 2= mixima
entre 24-72 h., en todes los érgancs linfoides y en el
exudado peritoneal (HOLMBERG vy ool., 1981; KEARNS y LEU,
19841,

No obstante, la actividad AN wvaria significativamente
en funcidn del organo considerads. Asi; en &) bazo y médula
Gsea, el miximo nivel de actividad AN =ze observa en el 3.
d.p:+i:. ¥ 8¢ aprosima a la normalidad hacia €1 7. d.p.1.. Sin
embargo, la estimacidén de diecha actividad en =sangre v
ganglica linfidticoz, aungue =2 mixima también al 3. d.p.1.:
permanece ostengibliemente elevada hasta los dias 7-10 p.i..
Finalmente, en el exudado peritoneal, el miximo de actividad
AN e detecta también en el 3. d.p.i.. permanecignds con
niveles significativamente elevados hasta el dia 60 p.i.
[KEARNS y LEUO, 1984},

La induceidén de actividad AN warfa en funcidn de las
caracteristicag de la cepa de Listeria empleada. Asi, Kearns
¥ Leu ({1984} demuestran caomo la inoculacidn 1i.p. da
preparados antigénicos derivados de una oepa de
L.monocytogeneas patdégena, ez capaz de inducir actividad AN
concentraclén-dependiente. Por el contrario, la repeticidn
del experimente con una cepa de L.monocyiogenes apatdgena,
proparciond slemprea reaultados pnegativea independientemente
de la concentracidn empleada.

En la listeriosis murina, la actividad del SMF en
regpuesta a la infeccidn por L.monocybagoneg estd
gengticamente controlada por un den, Ltr, no ligado al OMH
{STEVENSCOW ¥ col., 1581}, cuyas caracteristicas fenctipicasg
definen la existencia de estirpes murinas "resistentes" y
"susceptibles” a la infeccién listérica. Pues bien, la
infeceidn experimental mediante L.monecybogenes de ambas
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tipos de estirpes, no demwestra diferencias significativas
en los niveles de artividad AN inducidos. Se deduce de este
hecho, que la actividad AN no eg regulada por el gen Lr
[EEARNS v LEU, 1984).

La infeccidn experimental con L.monocytogenes induce eén
las c&iulas AN la produccidn de interfersdn {JFNY - o 7 E, al
cual ez detectable va entre las 18 y 72 h.p.i., ¥ ©cuya
cingtica de produccidn sigue un curse similar o paralela al
del crecimiento y preliferacidn bacteriana en higado v bazo
descrite en el apartadao 2.53.2.1. (HAKABNE y MINAGCAWA, 1984;
FUJIKI y TANAKA, 1988). Contrariamente, la inocculacidn
experinental de derivados purificadeos de L.monocytogenes o
inclugo de listeriazx inactivadas no viables, no es capaz de
indugcir =u produceidén [(NAKANE y MINAGAWA, 19841,

Aupgue <1 IFH - o / B no participa directamente en la
eliminacidn de L.mopocvitogengs del organisme, la supresaidén
de su actividad por btratamiento con antisuers especifico,
inhibe tanto la predoceidon de IFN - gamma por Les T
activados, como la reaccidén de hipersensibilidad de tipo
retardade T-dependiente tipica de esta enfermedad (HARANE ¥
MINAGAWA, 1984}. Complementapriamente, = ha demostrado gue
el IFN - § es capaz de promover la activacidn de MOz
inflamatorics mediante la potenciacidn de =us mecanismos
bactericidaa oxigeno-dependientea {FUJTIKI y TANAKA, 1984},

2.5.3.1.5. Activacidén plaguetaria por L.monocytogenss.

En la infeccidn experimental por L.monoccytogenna de
diversas estirpesa de ratag de laborateric, se ha demostrado
gue esta bacteria posee actividad preceagulants, ¥ gue an el
curge del proceso de activacién y agregacidén plaguetaria
inducide por ella, se libera seratonina y un facter de
resistencia  denominada  Tliastaricidina™ o al  gue  se  ha
caracterizado como una B - lisina (CTUPRYNSHEI y BALISH,
198la ¥ b; DAVIES y col., 1981},

Tal listericidina posee accidn listericida "in vitre®,
perao su actividad anti L.monocybtogenes "in vive” ne ha sida
demosktrada concluyentenente. Aademis, a diferencia de las
gxperiancias previamente citadas asi como en los lagomarfos,
no ha podide =er detectada en otras especies de roedores
comd  son: ratdn, cobaye, hamster, ni en perroa de raza
Eragle o la eapecie humana (CZUPRYNSKI y BALISH, 1981b).

Por otra parte, L.nooocytogenses 50l es capaz  de
inducir agregacidén plaguetaria en presencia de un "cofactor
plasmitice” c¢uya naturaleza no estd bien caracterizada
todavia {(CZUPRYMNSKI ¥ PBALISH, 198la). No obatante, ya gue
lag plaguetas tienen capacidad de adsorber a su glicocalix
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fFactores del complemento (KLEIN, 1%82) y L.monocytogenes
activa ecste smistema por Ia via alternativa,; ¥ pue=tc gue
Czuprynaki ¥y Balish (1881} han demoatrado "in wvikro™ la
caparidad de esta bacteria para adherirse también a la
superficie plaguetaria, estes autores han =ugerids gue
guiz&s sea el siztema del complemento o]l cofactor plasmatica
requerido para la induccién de agregacidn plagquetaria y por
tanto mediadar de la actividad procoagulante de
L.monocytbogenes.

El significade gue la actividad procoayulznte de
L.monocytogenses posee respecto de la  pategenia de  la
infeocidn, conEizte basicamente en gus la reaccion de
degranulacidn plaguetaria libera importantes mediadores de
accidn proinflamatoria  tales  comeo  aminas  vasoactiwas
{serotonina/histaminal y factores guimiotdeticos para MOs y
PMNN=, ademds de amplificar el procese de activacidn del
complemente. Teodo elle, presumiblemente en los  puntoes
concretoas donde se desarrclla la infececidén y en los gue la
proliferacidn Ao L.monocytogenes debe BEer mas
contundentamente combatida duranhte la primera fase de 1la
enfermedad {CZUPRYNSEI y BALISH, 1981a).

2.5%,3.1.6. Valoracidn de la inmunidad inespecifica en la
listeriosia mutrina ¥ su relacidn con la dizplasia timica
congénita v la esplenectomia experimental.

Tal v como ha sido desceriteo por diveraos autores, la
cinética de la infeccidn en la listeriasis murina pusde ser
subdividida en dos fasea o etapas relativamente bien
definidas en funcién de los diferentes mecanismos de
inmunidad implicados en ellas (MACKANESS, 1962; MITSUYAMA v
col., 1978; KRATZ y KURLAWNDER, 1988).

En la primera fagse de la enfermedad (1-3 d.p.i.).
Unicamente mecanigmos de dafensgsa inaespecificos son empleadaa
en el establecimiento de regsistencia contra la infeccidn,
viendo lae ¢élulas gue primaria y principalmente ejercen
eata funcidn PMNN= y Mla no activados. La segunda fase, gue
ge inicia a partiv del 3-4 d.p.i., permite la instauracidn
de un eficaz mecanisamo  expecifica de  resistencia
T-dependiente gue propicia una répida v gradual eliminacidn
de la infeccién. Lasg células efectoras de esta fase son Mls
activados de gran poder listericida, cuya activacidn es
consecuencia de un proeceso de cooperacidn celular con Les T
genz2ibilizadoa. El rpeagltade final de tede allo ea 1a
sugeraciin virtual de la infeecidn aproximadamente a 7-8
d.p.i. (MACKANESS, 1962; NORTH, 1970; MANDEL y CHEERS, 1980;
SELBITZ vy col., 1986; HKRATZ y KURLANDER, 1988).
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Evolutivamente, Ios mecanismoeg inespecificos de
inmunidad csenstituyen un cenjunto heterogéneo de
"egtrategiag” de defensa contra una variedad indefinida de
microorganismes potenclalmente patdgenocs. Por esta razdén, la
inmanidad Ag-inespecifica contra todo tipe de
nicroorganismos y/ o sus productos netabdlicos, se activa
rapidamente Eras el 1inicic de la infeccidn con la funcidn
"urgente" de inhibir o interferir la proliferacidn vy
diseminacién del agente infeccicse en el organismo. Se
posibilita asl un intervale de tiempo suficiente como para
permitir la posterior ¥ plena instanracidn de mecanismos mas
eficaces de inmunidad Ag-especificocs y T-dependientes, los
cudales son ya capaces de =superar la infececidn durante la
segunda fase de la enfermedad o de inmanidad especifica
{PETIT v UNANUE, 1974; HKEWBORG y WNORTH, 1%80; SELBITEZ v
col., 19%86; KRATEZ v KURLANDER, 19881,

En las estirpes morinas susceptibles a la infeccidn
par L.mongovtogenes, la investigacidn de los mecanismea de
inmenidad inespeciflica se ha realizads - ademids de par los
egtudics va citados sasbre la actividad del sistema del
complemento, Mbls, PMNN&, células AN y plaguetaz - mediante
2]l deszarrcile de cuatro planteamientos experimentales
bidaicos:

* Mtilizacidn de estirpes con dAlsplasia timica
congdnita ("ratenes desnudos"l.

* Deplecidn completa de Lte T: timectomia +
irradiaciédn con dosis letal de todo e] arganizmo +
reconstitucidn de médula dgen por transferencia de
células tratadaa con suero anti-theta vy
complementa.

t Esplenectomia.

* Utilizacidn de mitdgencog de Lits B.

En el transcurao de las dltimas décadas, numersosos
investigadores cbservaron gque el SMF de ratonea con
displasia timica congénita ¥y, por tanto, con ausencia
cempleta de Lta T, poeefa una capacidad microbicida
inespecifica de indole supericr a lag de las estirpes <on
desarreollo normal de] timo (CEEERS y WALLER, 1975; HEYMER y
col., 1976; EMMERLING ¥y wol., 1977; NICEOL y BONVENTRE,
1977; NEWBORG y NORTH, 1980; WENTWORTH y ZIEGLER, 1987b!l.
Emmarling vy col. {1977} abservaren gue en la infeccidn con
L.mongpGytogenea, la DL3I0 obtenida para las estirpes <on
displasia timica fue del orden de 4-20 veces supericr que la
de las estirpes normalesa., Por ¢tra parte, planteamientos
oxparimentales bagados en la provocacidn de una campleta
deplecidn de Lka T de los d4Grgancs linfoides vy posterior
infeccidn &N L.monocytogenes, obtuvieron regulbadas
gimllares (CHAN y col., 1877).

Coma  conzecuencia de la dempostracidn y  valaracidn
conjunta de eatos hallazgosa, ge impuso la concluaidn de gque
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en la listeriosi= murina Jla resistencia primaria caoptra

L.monocykbogenas no depende necosapriamente dal
establecimientos de inmunidad especifica mediada por Lta T,
oi  bhian, gn condiciones normales, ambos procoesomy g2

degarrollan cronclégicamante asocizdes (CHAN y col., 19770,

Ne obstante, la superioridad de las estirpes de ratones
con displasia timica respecto de su mayor poder listericida,
congtituye una wventaja ciertamente transitoria, yYa que es
gnicamente valida durante la primera fase de la infececidn.
En realidad, estas estirpes po logran sypepar punca la
enfermedad y desarrollan una infeccidn crédnica gque finaliza
con la muerte hacia el 19 o 29 mas post-ipooculacidén. Por el
contrario, las egstirpea de ratones con desarrolle timieo
mormal , aukgue a4 una DLS) inferier, vna wez han logrado
eatablecer un estado de inmunidad especifica T-dependients,
guperan con relativa facilidad la infeccidn {(HEYMER y col.,
1976; EMMERLING ¥ cal., 1%77; NEWBORS ¥ WORTH,I1S80),

Diversos autores han sugerido gque el Fundamento de este
tipo de inmunidad T-independiente se basa parcialmente en la
existencia durante la fasze inicial de la inferccidn de varios
mecanismos alterpnativos de "ackivacidn" del SMF, En
concreto, la capacidad de activaci4n 1nespecifica del SME es
atribuida principalmente a dos tipos celulares bien
definidos: Lts B (FETIT y UNANUE, 1974; NICKOL y BOWVENTRE,
1977; NEWBORG y NORTH, 1%80) vy rcélulas AN { HNICKOL vy
BONVENTRE, 1977; WENTWORTH y ZIECLER, 1987al.

El importante sefecto mitdgeno policlanal gque diversos
productozs  derivadoes de L.monocykogenes tienen sobre el
compartimento de Ltas B de los drgancs linfoides, ha sida
también relacionade con la activacidn inespecifica de Mis
peritoneales en la fase 1inicial de la infeccitn (PETIT vy
UNANUE, 1974; MERINA y col., E975; COHEN vy col., 1975;
MCCREGOR v col., 1978; NEWBODRG y NORTH, 19B0: HETHER v col..
1983; RUDRICKA y col.. 1985; PAQUET ¥ cal., 1986; WENTWORTH
¥ ZIEGLER, 1987al.

Respecto de lag células AN, su actividad en la primera
fase de 1a infeceidén se  fundamenta basicamente en  su
capacidad de secrecidn de IFN - a/f. Se postula que IFN - «
Y # inducen la sintesis de IFN - gamma por Lts T activados
en la segunda etapa de la infeccidn {(NAKANE y MINAGAWA.
1984), Ademds promuiesve juntoc con FECES la secrecidn de IL-1
pocr parte ,de MOs inflamatorios, linfocina gue a su vez
ectimula la likeracidn de IFN - 8 y FECs por fibroblastos
(FUJIKI y TANAKA, 1988}.

Adicicnalmente, Havell {15986} ha demostrade - mediante
técnicas "in wvitre" - la secrecidn de IFH - a y B por
fibroblastos embricparios muripos tras la infeccién can
L.monocykagenea. Actualmente, 3& acepta que el IFN - a/B ns
capaz de inhibir, "in vitro", la proliferacidn intracelular
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en células no Fagociticas de upna variedad amplia de agentes
patégencs ne viricoz come son algunas bacterias Gram (-1, ¥
algunas ¢lamidiaz vy ricguett=sias (HAVELL, 19861,

otre factor implicada en el establecimiento de
resistencia contra la infecoidn durante la fase de2 inmounidad
inespecifica, ez el farctor de necrosis tumoral (FRT-a)
{KEBATZ y LKUHLANDER, 1908; HNARAME v col., 19883, El FHT-z2 &=
secretade principalmente por MOz, alcanza sus wvalores
maximos en sangre hacia el primer d.p.i. (HAKANE y col..
1%88) y ejerce importantes funciocrnes en relacidin con la
infeccisn listérica coma Sond

* Propicia la adhesividad de las células
inflamaterias al endotelioc wvascular,

* potencia la funcidn de MOz v PMNNS.

* Promueve la sintesis y =ecrecidn de FECs por
las célulasz endoteliales.

* Accidn sinérgica con IFN - gamma durante la
gsegunda fagse de la infeccion.

La expresidn e Iimportancia de esktas funciones se
demuegtra mediante tratamiento con un Ac especifico cantra
THF-a, lo que disminuye significativamente la capacidad de
reciatencia contra la infeccidén con dosgis  subletal de
L.monocytogenes (N2 de listerias/gr/bazo e higade) durante
lea dpa primercos dia=s pgp.1.. Este efecte deja de  ser
pstenzible a partir del 3®=* d.p.i. {NAKANE y col., 1988%;
KRATZ y KURLANDER, 1988},

En rctro arden de cosas, diverscs estudics sobre la
importancia del baze en la  infeccidn listérica  han
demostrado gue la realizacidn de esplenectomia previa a la
infecciédn con L.monocytogenesm, permitfa el uso de una DL50G
hasta 100 veces superior respecto de los ratones control a
los gue Gnicamente ae practicaba una "falsa™ esplencctomia
{SHAMERE v CHAYASTIRISIAAOWN, 13771,

Este incrementoc de la resiatencia contra la infeccién
por L.monoccybtogenea provocados por la esplensctomla es
independiente de la dosis infectiva empleada (PIETRANGELY vy
cel., 19831 v el hecho de que =sa ya constatable durante las
primeras 48 h.p.i. - periodo en el que la inmunidad
egpecifica T-dependiente no ha podido establecerse todavia -
demuestra que su induccién es de indole inespecifica ¥ no
mediada por Ltg T (SEAMENE vy CHAYASIRISOBHON, 1977; SKAMENRE
¥ col., 1978; PIETRANGELI y col., 1981).

En experimentos realizados mediante ineculacidn por via
i.v, de L.monocytagenss, se ha demostrade qgque £] tipe
celular regponsable de este incremente en la resistencila
conkra  la infeccidén ea Ja eélula de EKupffer hepiatica
{SKAMENE y CHAYASIRISOBHON, 1%77; SHKAMENE y col.,. 1%78;
PIETRANGELL y col., 1983). La importancia de lea PMHNS en
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este btipe de experimentos no ha podide ser definida, pero la
evidencia eilgtente BUglere gue au Funcidén no e
determinante en el incremento de la resistencia contra la
infeceidn ¢con L.ponocytogenes (SEAMENE v col.. 197681,

En relacién con lo  anteriormente expuesto, debe
seflalarse que la superior capacidad de los lotes de ratones
esplenectomizados respecto de los controles para superar la
infeccidn con DL30 de L.monocytogenes es  transitoria,
disminuyendo esla gradual y espontineamente hacia el 3=7 mes
post-excisidn del bazo. Ademd=, este 1incremento de la
resistencia inespecifica puede ser abolide por transferoncia
de un peool de célulaz ecplénicas procedente=z de un dopador
normal {SKAMENE y CHAYASIRISOBHON, 1977:.

Todos lo= investigadores gue han egtodiado la
importancia y el significade de)! bazo en el desarrglle de la
infeccién listérica experimental, eoinciden en postular que
egte drgane ejerce en condiciones normales una relativa
agcidén "suprescra” sobre la actividad de las calulas de
Kupffer. El hecho de gue tal actividad "supresora" eg
eliminada per esplencctomia, unidoe a gue la superior
capacidad de los lotes de ratonas espleanectomizados respecto
de leos controles para superar la infeccidn, puede sor
abolida por transferencia de un peol de células esplénicas
provenlented de los bazos extirpades previamente, confirman
eata hipdtesio | SKAMENE y CHAYASIRISOBHON, 1977; SKAMENE v
col,, 1978; POIRCT y MYERS, 1980;:; PIETRANGELI ¥ col., 1983:
YAMAMOTO v col., 1985},

Finalmente., estos mismos invesktigadores basindose en
estos experimentos ¥y otros estudios complementarios sobre la
funcién inmunorreguladora del bazo {GERSHON y col., 1974},
sugieren gue las células esplénicas responsables de la
actividad supresora antes descrita son Lts T "gupresares”
residentez en dicho 4rgano en condiciones normales.

Por o¢tra parte, Hutchison y Myerg (19873, e
demuestran la produccidn de PGE. por un "poal de células
adherentes” esplénicas, propanen a esta prostaqlandina como
unce de loe factores inmunareguladore=z e inducktores de
supresién de la resistencia contra la infeccidén ligtsrica.
Seguin  eatoa auvuterea, la  influencia todavia no  hien
comprendida de PGE; - producida principalmente por cslulas
dal SMF, pero suaceptible de actuar sohre Lta T vy B - ,
tendria coma consecuencia la interferencia en la activacidn
microfidqica y, en dltima instancia, en la disminucién de la
capacidad listericida del sMP.

2.5.3.2. Inmunidad especifica.
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El hechc mas sobresaliente en 2] establecimienta de
inmunidad especifica contra la infeccion con
L.monocybogenes, esa gue dicha inmunidad no es de caricter
humcral y por tanto B-dependiente, =ino que e= de bage
mejular y mediada por Lts T Ag-especifico= en cooperacion
con células efectoras del 3SMF (MACKANESS, 1962; MACKANESS ¥
cal., 1968B; LANE y UNANUE, 1572},

Fue Mackaness en 1962 quien primere democstré la
significativa correlacién temporal existente entre el
establecimiento de resistencia adguirida (RA) contra la
infeccidén a 3-4 d.p.1i. ¥ 2l desarrollo de hipersensibilidad
de tipo retardado {HTR); ambos procesos come manifestaciones
diferentes de un inico proceszo inmuncolégico de base celular,
doependiente de la activacidn Ag-especifica de Lts T por
L.monocytegenes en el tranzcurso de la infeccidn,

La demostracidn de gque la transferencia de inmunidad
centra la infecciédn con L.monocvtonenses eptre un denante
previamente inmunizade y uh receptor suaceptible a la misma,
aolo era posible mediante el usc de Lts T activados de
manera Ag-ezpecifica ¥y no por transferencia pasiva de suero
inmune, confirmd plenamente esta hipdtbesis (MACKANESS, 1962;
MIEI y MACKAWESS, 1964; MACEKAWESE y HILL, 1969; BLANWDEN ¥
col., 196%; NMORTH, 1573:.

A este respecto, Neomoto y colaboraderes {(1983) mediante
realizacidn de Eimectomia a 24 h. poet-nacimiento,
observaron gque la “"capacitacidén™ de los Lts T para nediar
las procesos de RA v HTR en la infeccidn listdrica era ya
constakable en el primer dia de edad. Concluyercon de este
heche gue en la listericsis marina 2]l timo es imprescindible
para el astablecimiento de inmunidad fdnicamente durante la
abapa Eetal.

Cuanda experimentalmente se procede a2 la infeccidn <on
DLED de L.moncocvticgenes, la duracidn del estada de

resiatencia adquirida contra la infeccién (HA) - entendida
come la ¢apacidad para impedir la fase de proliferacidn
logaritmica de L.m. en organismo infectado - esg de 2-3

semanas comoe madximo a partir de la administracidn del
tnGculo. Tag célulass efectarags responsables de esta hecho
son Mis activados gue tadavia persisten en log drgancs gue
padecieron la infeccidn {MACKANESS, 1962; NORTH, 157237,

Es importante mencionar gqgue la presencia de estos MO

inflamatorios &n las drgancs itnfectadoe declina
dristicamente hacia la 2% sgemana p.i.: hecho gue coincide
con la eliminacidn prdcticamente compileta de

L.moncocytogenss del organisme  (NORTH, 1973; NOBTH vy
DEISSLER, 1875:. E= por esta razém por le gque la RA contra
la infeccién, ejercida  principalmente por dichozs Mis
inflawatorios, disminuye tambidén acu=zadamente en este mismo
periods de tiempo {NORTH y DEISSLER, 1975).



54

No obskanta, =i bien la RA ¢ontra la infeccidn declina
rdpidamente hacia la 24-39 zemana p.i., un estade de
proteccidén inmunclégica contra una posible reinfeccion se
nantiene efertcivo al mencs hasta BO-90 d.p.1.. En este caso,
laz ecdlulas capaces de conferir proteccidn coatra  la
reinfeceidn con Lomonpcybtogenes son Lk T de "memoria”
(HACRANESS, 1962; MORTH., 1975; NORTH y DEISSLER, 1375).

Por otra parte, e independientemente de la wia de
inoculacign elegida, diversos 1nvestigadores han demostrado
gque en la  listeriosis murina 1 establecimiente  Ae
proteccion inmunalsyica 50lo es posaible cuando la
inmunizacidén se realiza ©on cepas o aspecies patdgenas
viables de liaterias ¥ no mediante cepas apatdgenas o
L.mengeybogenes inactivada [MACKANESE, 19&62; MIEX ¥
MACKANESS, 1964; WIRSING von KOENIG y col., 1982 EAUFMANN,
1%84; SELBITZ, 19848; BERCHE vy col., 1987b; EKOGA vy col.,
1987 MOUOWK v KAUFMANN, 198S8}).

2.5.3.2.1. Los Lt T en la infeceidn listérica. Cinética.

En la lisgsteriosis murina la instauracisn de RA contra
la infeccidn cen L.monocytogenes logra su mixima efectividad
entre 4 ¢ 10 d.p.1. aproximadamente (NORTH, 19%75; KORTH ¥
DEISSLER, 197%; HKOSTIALA vy MWCGREGDR, 1975F, Esta etapa
caincide significativamente con la deteccidn a 4 d.p.i. de
linfoblagtos T an la linfa del condusts tericico, v con la
Fresencia de Lts T en las lesiones y focos activas de
infegcoidén existentes en el organismo (MCGREGOR vy LOGIE,
197473,

5¢ ha demostrade gue Jles Lte T syacepktiblegs de
reconocimiento inmuanolégico par L.m., se tranaforman en
linfoblastos T con egpecificidad antigdnica para dicha
bacteria en e! bago (HNORTH vy DEISSLER, 197%) y en los
ganglios linf4ticeoa activados por la infeccidn (MCGREGOR y
LOGIE, 1!374; EKOSTIALA y MCGREGOR, 1975; JUNGI y JUNGI,
1981). :

En &1 cage del bazo, egtog Lta T mediadores dae
inmunidad anti-lieteria som ya detectables {infeccidén via
i.v.} al 20 d.p.i., =u produccidn eg mixima hacia el dia 6

P-i. ¥ luego eu n® declina rapidamente conforme ze procede
a la complata eliminacidén de L.menocytogenes del organismo.
Ho abstante, un “"retén” de Liog T detentadorans de memoria
inmunelégica siempre permanece en el pazo durante por lo
mencs 2-3 meses p.i. [NORTH, 1975; NORTH y DEISSLER. 19751).

En cuante a los ganglics linfiticas, las linfobklastos T
san  liberados en faszse 5 ("gintegia"y wwia linfdticos
eferentey al sconducta tordcice ¥ por sua mediacidn a la
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circulacidn sanguinea. Desde la sangre estas células migran
entonces hacia loz diferentes drganos afectados donde axiste
activa proliferacidn bacteriana (MCGREGOR Yy LOGIE, L1974;
KECOSTIALA v MOGREGOR, 1975,

IL.a capacidad para migrar desde la circulacién a los
puntes concretos del organismo donde evoluciona la infecoidn
e propia de les linfoblastos, pero ne de los Lts "pequefios™
observables en lag lesicones; eélulasz en las gue dicha
capacidad es muchoe mencs sigemificativa. La ezistencia en la
fase inmuncbklistica de receptores especificos de membrana
capaces de interactuar con el endotelioc ha sido sugerida
come posible siplicacian de este hecho (MCGREGOR v LOGIE,
1974; KAUFMANN, 1983).

Degde este punto de vista, se supone que los linfocitos
T "peguedos” con especificidad antigénica presentes en los
exudades inflamatericoa v en las lesiones con caracter
progresivamente granulcomatese, noe zon sina la progenie de
Ies inmunoblastoes T gue en &) inicieo de la fase de inmunidad
especifica migraron hacia lag diferentes drgancs afectados
por la infeccidn (MCGREGOR vy LOGIE, 1974; MCGEEGOR ¥y
eol, 1978 JUNGT v JUNGI, 1941},

La conrsecusncia mis importante de este hecha ed que la
cagperacidn celular Lt T - MO, con objeto de promover la
activacitn de estoes dltimes, =se realiza "in situ” en los
puntos concretos del organizsme en los gue =se desarrolla la
infeccién. La mavor eficacia gue esto comporta es evidente
{MCGREGOR y LOGIE, 1975; EOSTIALA y MCGREGOR, 1975; MOGREGOR
¥y col., 1978; RHODES y col., 1979; FARR vy col., 18793 v b;
KAUFMANN, 1983; RKAUFMANN y PRIWNEMANN, 1984).

Una wez =uperada la enfermedad, la perzistencia de
1omunidad es mediada por Lt T de "memoria”, les cuales =on
también una fraccidn de la progenie de los linfoblastos
observables a 3-6 d.p.i. en conducto toracico durante la
segunda fase de la  infeceidh. Er esta  fFase, tales
linfoblastas se distribuyen profusamente por todoe =l
erganiema, tante en drgancs lesionadez come come en los no
afectados, pero predominantemente en los primeros. Los Lkx T
descendientes de aguello=s adopkan entonces el cardcter de
"regidentes™ en zus Sdrganos de ubicacidn y por le tanto, no
recirculantes {JUNGT, 1980; JUONGI v JUNGI, 19BL11.

l.ia atraccidn y progresivo acimule de MOs inflamatorics
en los puntog de implantacidn vy eolonizacidn bacteriana es
promovida de manera importante por Lt=2 T activados mediankte
la secracidn de factor quimietictice para MOz {(FPEM) {JUNGT vy
MCGREGOR, 1977; MIYATA y col., 1%82; KOGA y cal.., 1987;
HANDA Y col., 1987 . Ta] actividad gquimiotdctica
T-dependiente e3 de cardcter mixto, tanto para PMNNs cono
Ppara M0a, y es detectable hacia el 49 d.p.i. ceincidienda
con la afluencia de linfobhlastos T Ag-eapecificos y MOs
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inflamatorics a los puntos donde ge desarrolla la infeccidn
{JUNGI y MOGREGOR, 1977; HANDA y col., 19871,

La sgubpoblacidn linfocitica secretora de FOM ha sido
identificada por diversos autore= como Lyt 17, lo cual
caracteriza a la subpoblacién de Ltz T "ecogpervadores” v
mediadores de HTR (HANDA ¥ <col., 1887, KOGA Y COL., 1987).

Addicianalmente, la produccidn ¥ secrecidan de factor de
inmovilizacidn de MOs por LEs T activados del exudado
wnflamatorio, actia sindgrgicamente con 2! FQM al promover y
aumentar las pozibilidades de conperacidn .8 T - HI con
objeto de logqrar la activacidn de loa MO0s inflamatorios
(MACKANESS, 196%9; KOSTIALA y MOGREGOR, 1975).

2:3.3.2:.2. Interaccidon Lt T - MO, Activacitn macrofdgica.

En lp relative a los complejos fendmenns de cooperacién
celular Lt T - MO, fundamenko de la activacidédn macrofagica,
la primera Fase del procese  consiste en la "presentacidn
del Ag" a los Lts T susceptibles de reconocer Ags de
L.monocytogenes. Esta funcidn e=s desempeifiada por las células
presentadoras de Aq (CPAY entre las gue se incluyen algunos
Mz, v se produce en los drganos linfoides activados por la
infeccidsn {(ZTIEGLER y UNANUE,19E81; JUNGI v JUNGT, 1982: ALLEXN
vy col., 19847,

En coneretn, ] procesn de presentacidn antigénica
inciuye dos fageg: {ZIEGLER v UNANUE, 1981; JUNGT y JUNGT,
1982; ALLEN ¥y cal., 149841

A) La primera supone la interaccidn listeria-CPA
maediante Agg receptores propios de listeria © tras su
opgonizacidn, mediante receptores Fe/C3 de la C©PA. Esta
interaccilidn promuevea su fagocitosis aal coma la consiguiente
formacidon del fagosoma y lisosoma zecundario habituales.

B La slguiente etapa o de "procesamiento
antigénicno”, es el resultado de la catabaolizacidn lisosdmica
de listeria junto con la expresidn posterior de "mialtiples
Fragmentos" derivadoa de =su deqradacidn en la membrana
plasmatica de la CPA. Estos 1Ultimos en asociacidn  CoR
rnoléculas H-2 del complejo mayor de histocompatibilidad
muring (CHMHE) .

Una vez i1niciado el proceso, la expresidn de Ag H-2 en
la superficie dal M0 es promovida y aumentada principalmente
por la cecrecidn de IFN-gamma por parte de MOs y Lts T
attivados previamente [NAKANE y MINAGAWA, 1984; KAUFMANN,
13871,
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La erxpresidén conjunka en la membrana plasmiabica de la
CPA de ag ligtérico en asociacidn ocon el compleio H-2
permite el reconocimiento del mismo por parte de los Lts T
especificos para dichos Ags (ZIEGLER y UNANDE, 1981; ALLEN y
col., 19841},

Todo el proceso ticne come resultadn la activacidn
Ag-especifica de los Lts T ¢lonalmente "selecciconades™, lo
cual =se manifiesta por su  inmediata transformacidn  en
inmupnobhlaston ¥y posterior migracién bacia los puntos del
arganisme donde se localiza la inlecciéon (MOGREGOR y LOGIE,
1974: MCGREGOR Yy LOGIE, 19725; MCGRECOR vy caol., 1978),
momento en el gue, tras la iniclacidén de una etapa de
proliferacidn "in gitu”, #se originardn los claones de Lks T
mediadores de resistencia especifica contra L.monocytogenes
{MCSREGOR ¥ LOGIE, 1974).

La amplificacidn y 8l aumenta de aficacia de los
mecanismos de inmunidad, precigamente cn los punteos en ics
gue se desarrclla la infeccidn, son lasE consEecuencias mis
importantes de todo el proceso (MCGREGOR y LOGIE, 1975;
MOGREGOR v col., 1978; KAUFMANN, 19831).

La proliferaci®n de Litg T medizdorea de resistencia
contra Jla infaccién €3 Ag-especifica (MACKANESS, 1%569;
PLANDEN y col., 196%; LANE y UNANUE, 1972; KAUFMANN y HAHN,
1582), y eg inducida ¥ amplificada por la secrecidn de
interlencina 1 y 2 (IL-1/IL-2) por parte de los MOs-CPA y de

loz Lta T activados respectivamente (KAHFMANN v col., 198%;
KAUFMANN, L987).

Respecto de la activacidn de los macréfagos
inflamatorios presentes en lag lesiones, hay que seRhalar que
25ta ez producida por la secrecidn de linfocinas que actian
sobre e! mebabaliomno celular de diches MOs pobtenciando su
capacidad microbicida {MACKANESS, 1969; MCOSREGOR y LOGIE,
197%5; RHODES v «col., 1979}, El IFN-gamma, =ecretado
principalmente por Lts T activados, ez la linfocina mejor
caracterizada hastaz a1 momento, habiéndose demostrado su
participacidén en la activacion macrofigica por diversos
autares [(NAKANE y HMInaGAWA, 1984; HAUFMANN v BRINKMANH,
1984; BUCHMEIER ¥ SCHREIBER, 1%985; Van DISSEL ¥ col., 1387;
EAUFMANN, 19%87; MAGEE y WING, 1988; CAMPBELL y <ol., 198381,

En experimentos “in wvitro" en otras  especies  de
raoedores (cobayoel también ha sido deacrita la asecrecidén de
factores solubles listericidas al medio extracelular por M0z
ackbivadoa (MIDDLEBROOK vy col., 15974; BAST y col.., 1974},

Uno de los hechos mas significativos de la astivacidn
macrofigica es que si bien dicha proceso de activacidn eg
inducido por Lts T Ag-especificos, la ulterior activacidn de
los MDas efectorea os de indole inegpecifica. Ez decir, la
Ag-especificidad &5 una propiedad de los Lts T, misntras gue
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leve Mb= dctivadeos ejercan =1 H funcidn efectora
inoppecificamente c<ontra diferentes agentes patdgancas de
cardcter inktracelular, independientemente de cual 3ea en
concrets &1 gue origine la activacidn tpicial de los Lks T
(MACKARNESS, 1964; BLANDEN y col., 1969; MIDDLEBROOK ¥ col.,
1974; YOSHIKAI vy col., 19%80; HKAUFMANN, 19831). Estudios
complementarios sobre inmunidad "cancomitanke™ entre
infeccidén experimental con L.monocytogenes y estakblecimiento
de inmunidad antineoplasica, confirman, amplidndela, aste
heche (SPITALNY vy NORTH, 1977; KORTH y KIRSTEIN, 1977).

A pezar de estar bien establecide que el procesc de
activacidn macrofdgica mediade por Lits T activados
Ag-especificamente wes el fundamentoa Jde la RA contra la
infeccién con L.moneccytogenses, gue subpoblacidén o pogiblas
subpoblacaiones de Ltes T son lag responsables de la misma, es
una cueskion debatida todavia en la actuwalidad (EOGA v ool
1987; MIELKE y col.. 1988).

Por una parte, diverscs autores =sugieren gqgue la
gsubpoblacién de Lis T responsable del establecimiento de
inmanidad especifica contra la infeccidn can
L.mopocytogenes, =an Lts T de fenotips Lyt 1- 2, 3= can
restricelisn inmune por la reqidn B-2 Ia del CHH marino.,
OHiche fenotips Ha corresponda Con las LEs T
"cooperadores/indactores”, ¥ manifeataciones
inmunc-ecpacificas como son la RA contra la infeccidn vy la
HTR, serfan seqgin estos autores, inducidas por esta dnica
subpoblacidn de Lts T como consecuencia de su activacidn por
L.monocytogenes (ZINKERNAGEL y cal., 1977; KAUFMARN y HAHN,
1882; EKAUFMANN y BRINKMANN, 1984; MAGEE v WING, 1B587).

En coptraposicidén con egte planteamienta diversos
investigadorez han constatado gue tanto la reaccidn de HTR
comoe la RA contra la infeccidh, son fendSmencs musceptibles
de ger reproducidas exparimentslmente de manera
independiente {WOAN ¥y col,, 1985: KOGA y col,., 1987;
CZUPRYNEKT y BROWN, 1987; MIELKE y col.. 198K},

De esta disociacidn entre amboa fendmenss, numerosos
investigadorea deducen gque e] establecimiento de inmunidad
vspecifica contra la infeccidén con  L.monocybogenss es
consecuencia de la eooperacidn y accidn sinérgica de Lts T
Lyt 1°,2,3= y Lyt 1-,2,3" ; fenctipos pertenecientes a Lts T
"cooperadores/inductores” ¥ "citotdxicos/suprescres"”
respectivamente, Egtoy Oltimos poseen restriceidn inmune
regulada por Ags H-2 K y H-2 T del CHMH murino (DUSTOOR v
BLAZKOVEC, 1978; WOAN y MCGREGOR, 1981; WOARN y col., 198la vy
bi; JUNGI y JURGI, 1982; WOAN y MCCREGOR, 1984; WOAN vy col.,
1985; WOAN y col., 1986; CZUPRYNSKI y BROWN, 1987: KOGA vy
col., 1587; KAUFMANN, 1%87; KAUFMANN, 1968Ha; MIELKE y col.,
19sa).
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Seqiin este planteamiento, les Lte T Lyt 1-,2,3°
reguladeos por Ags H-2 Ia., serian loa mediadores de la
reaccidn de HTR y responsables del  acinpule de MOs
inflamatorios y PMNNs en los puntos donde se desarreolla la
infeccién (JUNGI v JUONGI, 1982; WOAN y MCGREGOR, 1984: WJOAN
y col., 198%; CZDPRYNSKI y BROWN, 1987; X0cA y col., 1987;
MIELKE ¥ col., 1988). Por su parte, Lts T Lyt 1-,2,2"
controladoes por Ags H-2 K ¥y H-2 D del CMH murino, se supone
gaon laa célulag T mediadores de la RA contra la infeccidn
con L.monocytogenes, pero U mecanismo concreto de accidn se
desconoce actualmente (WOAN v cgl., 19857 WOAN ¥ cal., 1986;
CZUPRYNSKI v BROWH, 1987; MIELEKE v col., 1988).

A este respecto, Czuprynski ¥y Brown [1987) sugieren gue
leg Lts T mediadores de actividad citotdxica {(Lyt 1-,.2,3°%
podrian encargarse de lisar "MO=z residente=z infectados™.
Puesto gue dichos Mis pozeen un potencial microbilcida poco
significative, su lisis por Ltz T citotdricos permitivia la
exposicidn de las listeriaz a la ageildn de PMHHs v Mis
inflamatorics de mavor poder listericida, ademis de promover
"in situ" el procesc de activacidn de dichos macrédfagos.

Par otra parte, segin Mielke v colaboradorez (1988) la
cooperacidn ¥ el sinergismo entre Lks T de ambozx fenotipoes
citadogy, congisticia en la secrecisn de IL-2 por parte de
Ltz Lyt 1-,2,3-. linfocina dgue seria  necesaria  para
potenciar la actividad vy proliferacidn de Lyt 17,2,3" an los
fozos de infecciédn. Estos tGltimos por su parte, promoverian
la dctivacidn do los MOs inflamateorics existentes en las
lesiones mediante la secrecidn de IPH-gamma.

Hasta ahora la explicacidn mds satisfactoria del
sinergisma funcicnal de ambas aubpoklaciones linfociticas es
la propuesta por Kaufmann (1987) y Kaufmann (1988bJ. Segun
esta autor, tanto logz Lts T Lyt 17,2,37 comp Lyt 1-,2,3°,
S0Nn necesgariog para inducir un estado de proteccidn inmune
contra la infeccidn con L.mongeytogenes; sienda  ambas
subpoblacionea, a =u veZ, capaces — medlante gsecrecidn de
IFN-gamma - de promover la activacidn macrofdgica. Na
obstante, log Lta T Lyt 17,2,3* {citotdxicos} necesitan para
ello de una estimulacion previa con fL-2, la cual es
secretada por Lts Lyt 1-,2,3- lcooperadaras] acktivados, todo
elle 2n loa puntos donde 3e desarrclla la infeceidn,

Ademda de la funcidn de activacién macrofigica, ambog
Lipos de linfocitos T ason también capaces de edarcer una
funcién citeolitica cenkra diferentes celulas "diana”™, hegcha
egste condicionade por la clase del aAg del CMH gque pozean
dichas células. Asi, este autor demuestra coma Lts T Lyt
1-,2,3", son capaced de destruir cualguier célula infectada
del organi=smo gue esprese en sui membrana plasmitica Ags
listéricos en asociacidén con Ag de clase I del CMH,
Complementariamente, Lts T Lyt 17,2,.3” son capaces de )isar
células - principalmente Mz - gue expresen Ags listéricos



60

asociados a4 Ag de glage [I del CMH. El significado de ambas
posibilidades zeria el da impeadirc 1a proliferacian
bacteriana intracelular ¥y la eiposician de las listerias en
el medio extracelular - mds "hostil” - a la accidn de Mis
activados con gran poder listericida.

Finalmente, una toprcera subpoblacidn de Eis T de
fenctipe Lyt 1,2,.3° capaz de inducircr HTR y BA contra la
infececidn ha sido caracterizada en la infecoidn experimental
son L.monoocytogenes. S ha emitide la hipdStesis de que esfa
gubpoblacién T pudierz ser precurscora de loz eotrog dog Lipos
de Lta, estes dltimes ya funcicnalmente diferenciados
EADEMANN vy ool-, 1979; WOAN y MOGREGOR, 15841},

2.5.4. Factores condicicnantes de la listeriozis mdrina
experimental.

2.9.4.1. Dosis del indcule.

La dosis es el principal parametro del gue depende la
evolucidn de la infeccidn liatérica experimental, siendo suo
manlfestacidén mic importante la tasa de mortalidad observada
#n cada experiencia dada.

Log factores gue condicionan =]l wvalor de la dosizs a
emplear en cada experiencia particular szon:

al Especie/Serotipo

B) Patogenicidad de la cepa empleada
<] Estirpe murina

d} ¥ia de i1noculacidn

4l EspeciesSerctipo:

Be como la dosis wvarfa en fupcidn de la easpecie de
listeria considerada, puede esjemplificarse comparande lasm
especies L.monogyviogenes ¥ L.innhogua, reszpecto del valor de
la dosia de inoculacidn necesaria para prodacir una tasa de
mortalidad del 50%,

Azi, seqgan Wirsing von RKoenlg vy ol,. {19283, 1a DLSO
Para una cepa de L.monoccybtogenez sarctipo 4b por vwia 1.p. 2a
del orden de 10 m.o./ml, mientras gue la DL50 de L.innocua
gorotips &b ex del orden de 10%*F m.o./ml {Estirpe murina
NMEI/Ban!. Similarmentea, eatos mismos investigadarens
ocbgervan también importantes wvariaciones en la DLS0 en
funcidn del =serotipa considerads. Asf, en la misma




a1

axperiencia en la gue determinaron una BL5O de 10° m.o./ml
para el serotipo 4b de L.monogytogenes , obtuvieron una DL5G
de 107, L0*2 y 10** m.o./ml para los serctipoa 1/2b, 3a y 4d
regpectivamente, todos elles también pertenecientezs a la
ezpecie L.monocytogenes, Mainou-Fowler v col. {1988)
ohtuvieron resultados muy similares respecte de la DLSG
trabajando con serctipos de especiss patdgenas ¥ apatégenas.

' Pategenicidad de la cepa empleada:

No obstante astar bien establecida la clasificacidn del
génern Listeria en especies patogenas ¥ apatdgenas. la
exigtoncia de importantes variaciones de patogepicidad en el
seno de una misma especie e 1ncluse un mismo serctipo, como
par ejenplo L.mepoocytogenezs 1/2a, son pogoibles (EMODY ¥
cal,, 1979; HOF, 1984, KAUFPMANN, 1984:. El origen mutaciconal
de estas variaciones de patogenicidad estd clarvamente
establecido (BERCHE ¥y col., 1987al.

Por otra parte, aceptando que el mantenimiento
indefinido de una cepa bacteriana en medio de cultivo
artifirial tieme como consecuencia la atenuacidn progresiva
de la patogenicidad de dicha cepa, resulta de este hecho
ntre de  los factores gque pueden madificar de manera
importante la DLS0) requerida para &)l estudio de la infeceoidn
lisatérica experimental. Mo en vano, ya Mackaness ({1962}
observd como la DLAO de una cepa de L.monoccytogenes l/2a no
reactivada previamente; fue de 6 x 197 m.o./ml, mientras gue
ecta misma cepa tedujoe el wvalor de =u DLSQ a 2,8 x 10%
m.o./ml tras la reactivacidn de su patocgenicidad mediankboe
pases sucesivod.

¢l Estirpe muarioat

La clagificacidn de lags diferepntes estifpes murinaz en
"rezistentes” ¥ "susceptibles” respecto de la infeccidén con
L.monocybogenes, sa fundamenta en la existencia de un gen
autosdmice y dominante Lr, no ligado al €MH/H-2 (CHEERS y
MCKENZTIE, 1978; STEVENSON v col., 19807,

Una de las manifestaciones mas dirveckas de aate hecha,
ex la ortenaible diferencia entre el wvalaer de la OLS0 para
una egktirpe resistente ¥ para obra susceptible., Asi por
ejemplo, Cheers v Mckenzie (1978) hallareon que la DLSO de
gestirpes resistantes tales comc C57Bl/6, BlO.A y BlD.Dz, era
del orden de 100 weces superior a4 la obtenida para las
estirpes BALBfe, CBA vy ASJ, estas dltimas susceptibles.
Miinow-Fowler v cal. {1988) confirman e=tos resultados.

d) via de ineculacidn:
En la listeriogis murina, la dosig infectiva medida

coma DL30, varfa significativamente on funcion de la via de
inoculacidn empleada. Asi, para la via i.v., segin la
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mayoaria de los autores la DLS0 ozgcila entre los valores 1070
¥y L0% m.o./ml, dependiendoc del serotipe y patogenicidad de
la cepa, v de la estirpe rurina empleada (MACKANESS, 1962;
GRAY y KILLIMGER, 1966; SELBITZ ¥ ceol., 1986; cte.}.

Medrante 2l uvsc de la via 1.p., la DLSD oscila entre
L% v 107 moa./ml en funcién tambidn de las caracteristicas
de la cepa empleada (GRAY y KILLINGER, 1966; EMODY y col..
1979; WIRSIMNG wvon KOENIG v col., 1983; SELBITE v col., 1986;
SCHONBERG, 1989).

Regpecte de la vwia wral, los wvalores de la dosis
empleada para proveocar la infeceidn nmurina experimental
oscilan entre 10% y 10%*2? m,o,./ml (MILLER y BURNS, 1970
SACHAR y SAVAGE, 1979; MACDONALD y CARTER, 1980;: ARUDURIER ¥
col., 1981;: POHJANWVIRTA ¥ HUTTUNEN. 1983; CZUPRYNSET v col.,
198%).

Finalmente, en lg ralative a Ja wia pubcutianea lag
referencias bkibkliogedficas son esgcanas. En les trabajos
consultadoa la dosis infectiva osgeila enptre 102 y 10°
m.o./fml.

En Gltima instancia, el efecto de la dosis sohre la
evolucidn de la infeccidén listérica experimental, se hasa en
la gorrelacidn existeante entre aguella v la taza de
mortalidad observada., Desde este punto de vista, una dosis
infectiva gerd letal cuwande 1a kasa de prolifaracién
listérica en e organisms durante la [Fase inlcial de la
anfermedad, supeare las poszibilidades defensivas de los
mecanismes inespecificos de inmunidad;: en particular del BMF
(Consultar punto 2.3.3.10.

Segin Selbkitz vy col., (19B6Y, el drgane qQue mpejor
refleja la tazz de proliferacidn listérica en =] organispo
e &l bhazo. Eztos investigadores establecieron el nivel
letal de proliferacidn de L.monocytogenes en el bazo en 10°
m.o. gy aproximadamente.

También segdn estos mismos auteres, la causga dltima de
la superacidn de log mecanismos inespeci{ficea de inmunidad
por la infeccidn listérica, no ge fundamenta en 2]
"agotamiento” de dichoz mecanismos, aino en la capacidad de
una fraccidén del indculo para sobrevivir y proliferar en el
interior de células fagociticazs. E= decir, ea consecuencia
del hecho de gque =iempre hay upn porcentaje del indeculo
"invulnerable™ 3 los mecanismos microbicidas de PMNNg y MO=.

51 egte porcentaje de listerias ez suficiente como para
lograr durante la fase 1nirial de la infeccidn, upa tasa de
prolifaeracidn en el bazo del orden de 102 m.o./gr, se
producira la muerte del organismo  infectado. En  caso
contrariao, ai los mecanitsmos inegpecificos de inmunidad son
capaces de conktener la proliferacidn  listérica en el
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organisme hasta la instauracidn de la fase de inmunidad
especifica (3-6 d.p.i.}) mediada por Lts T y MOs activados,
entonces las  poesibilidades de  supervivencia dependerdn
dnicamente de la gravedad de la=s lesicnes provedadas por la
infacoidén (SELBITZ v ¢ol., 19861,

2.8.4.2. Yia de ipoculacidn:

En &l estudic de la listeriosis experimental, mediante
el usc de diferentes esapeciez de roedores comoc animales de
experimentacidn, lag vias de ingculacidn empleadas han sido
miltipla=z [(GRAY y KTLLINGER, 1%461:

*» Via intravenosa {i.v.!) ¢« Via aerdgaena

#« " iptraperitoneal {(i.p.) + " intracardiaca
+# " opral (intragdstrical « " epiconjuntival
# " subcutinea (z.0.7 * " wvaginal

En concreta, en la listeriesis marina tal y como ha
gide expuegts en el punto 2.5.2., las wvias de inoculacidn
mas frecuentemente utilizadas han =ido en primer lugar las
viaz i.v. e 1.p. ¥. secundariamente, la vIia oral {(MILLEE ¥
BUENS, 1970; ZACHAR y SAVAGE, 1979; MACDONALD y CARTER,
1980;: AUDURIER vy ool., 1981; WIRSING won KOENIG v col.,
1983; POHJANVIRTA y HUTTUNEN, 1985) y la wia subcutdnea
(AUDURIER ¥y col., I19B1; POHJANVIRTA y HUTTUNER, 19853), Lag
demie vias de incculacidn mencionadas noe posesn una eptidad
gignificativa en el estudin expervimental de la enfermedad y
sa empleo ha aido muy poco importante en la practica.

Lag vias i.v. e i.p. han sido las mis Erecuentamnente
utilizadaa ey o permibip la repraduacs 160 del suran
sepbticdmice de la enfermedad de manera regular vy constante,
E=ztc ha permitideo la caracterizacidn de la infeccidn
experimental y la aceptacién general de estas vias come
referencia necesaria para o] estudio de otras vias de
inmogulacidn, como por ejemplo, la oral y la subcutinea.

Las manifestaciones clinicas y¥ el curso de la infeccidn
mediante laz wvias i.v. e 1.p. han sido deaeritog en el
apartado 2.5.2., por lo gue inicamente comentarvemos ahora lo
referente a las vias coral y subcutdnea.

* Via aral:
LLa caracterfi{stica mia frecupntemente zefalada en 1la

bibliograffa sobre eata via de inaculacién  es (311
inconstancia e impredictibilidad reaspecta de la exiatancia y
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gravedad de las lesiones observadas (GRAY y KILLINGER, 1366;
AUDURIER y col., 1981; WIRSING won HCENIG ¥y col., 1983,

Por otra parte, unc de los aspectos mas importantes y
controvertidos de la via oral rezpecto de la induccidn de la
enfermedad cexperimental, es el mecanismo de penatracidn de
Ligteria spp. en el organismoc hospedador. A este respecto,
dos hipdtesizs Fundamentales son actualmente consideradas:

A} Macdonald y Carter {1940) gugieren que =on las
placas de Peyer (PE! del intestino delgade los “"puntos
espacializadoa” de penetracidn de Listeria spp. al organismo
hospedador. Desde las PP, mediante la via linfatica aferente
accedarfan a lox ganglios mesenbéricos ¥y desde agul, wia
conductse boracico, a la ¢clirculacidn general.

Seqgin estos autores, para logarar ia infacoidn
experimental por esta via las dogis empleadas deben zer del
arden de 109" m.o./ml. Dosis inferiares de entre 14O® y 107
m.o..Sml, golamente inducen la infeccidn experimental
eeporadicamente.

B} Por el contrario., otra hipétesis propugna gue
aon loz enteroccitos del epitelio intestinal las células
mediante lag cualez Listeria =pp. daccede &l interior del
organismo hospedador (RACEZ v col., 1972: GAILLARD y col.,
19871,

Respecto de las lesiones ocheervadas en la infeccidén
listérica axperimaental mediante la via oral, las
informaciones existentes ep la bhibliografia son algunas
Veoon contradictorias ¥ en general hotearogéneas e
inconcratas:

= Tracto gastrointestinal: Miller y Burna {12701
describen la presepncia de un infiltrade difugso de células
mononucleares en la submucosaz del intestino delgade haclia el
7 d.p.i.. A 14 d.p.i observaren la existencia de una
mederada enteritis ulcerativa focal en todos log lotes de
ratones empleadoa. De los demis autares consultadas en la
bibliongrafia, casi ninguno aporta informacicenesz adicionales
precisas al reapecto. HNe obstante, Czuprynsk: y Balish
{1981c), estudiando la ligtericmis experimental en ratas
dghotoblidticas describen la existencia de celitis ulcerativa
"aubtolimitante” entre 3-14 d.p.i. por via oral. Segin estog
aukbcres, 21 intestinc delgado no se observd afectado.

En coincidencia con e=xtoa Glitimos  investigadores,
fachar y BSawvage 11979 estudiande la coleonizacidn por
L.moRocytogenes del Lracto inte=tinal de ratones
gnotebiabicos, abservaron gue dicha coleonizacidn, 51 bien es
generalizada en todo el intestino, es significativamente mis
rmportante en el ciego y,. =sobre todo, en £l colon, donde
alcanza valores de haata 102 m.o.fgr.
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Doy au parke, Ricz y col. (1972} sdlo ohkservaron
enteritis en sus experiencias oon cehayos infeckbados via
oral, cueando é&stos eran semebides a on "pretratamiento” para
tal fin. El lote de cobayes ne "pretratados” se nostrod
resistente a la infeccidén con L.moneccytogenes via oral.

- HiIgado y bazo: El cursge de la infeccidn listérica
mediante la wvia oral tambigén evolucions hacia una
genperalizacidn sistémica de la enfermedad, resultade de o
2ual gs la demostracidn de L.monacvtagenes ean higado y bazo
tanto hiaztopatoldégicancnte {MILLER v BURNS, 1976;
PCHJANVIETA vy HUTTUNEN, 1985), camo  mediante técnicas
microbiclégicas {MILLER v BURNS, 1970; MACCONALD y CARTER,
1980; AUDURIERE ¥y <ol., 1981; POHJANVIRTA y HUTTUHEN, 19857,
Ne obhstante, la afeccidn de estor drganos es giempre mas
inconstante v esporddica medilante la utilizacidn de la via
aral gque cuando son empleadas las viag i.v., 1.p. © S.C.
tMACDONALD v CARTER, 1380, AUDURIER ¥ cal., 1GE];
POHJANVIRTA v HUTTUNEN, L9851,

- Otros drganos: El ganglio mesentérico {yeyunall ha
gido senalado por diversos autores como una etapa previa a
la generalizacidn sistémica de L.omonocytogenes mediante
infeccidn wvia oral (MACDONALD y CARTER, 1980; AUDDRIER vy
coel,, 1981 CEZUPRYNSKI v col., 1989), Sin embargo, en la
Fibliografia <consultada ne han side halladas rceferencias
sobre la existencia & no de lesiones en aste ganglio.

La afeccifn cardiaca s6la ha sido descrita
esporadicamente, habi4ndose diferenciade dos tipos de
lesiones principales: epicarditisa y miocarditis (POHJANVIRTA
v HUTTUKEN, 15853},

Legsicnes pulmonares son principalmente sehaladas por
Miller y Burna {(1%70), guienes obzervan la existencia de
neumonia intersticial hasta en el 60% de los casos
ectidiados ¥ en un pericde de tiempo maximo de 14 dfas. Por
3¥ parke, Pohjanpvirta vy Huttunen (1985) también sehalan la
existencia de neumonia intersticial en lotea de rvatonea
infectades exparimentalmente con L.m. via oral.

[esianes wuterinas s3dle son obaervadaa por Miller ¥
Burnzs (19700 en hembrag gestantes, existiendo en estox casos
una panmetritias purulenta y necrotizante, asl come una grave
placentitis gque tiepe comg consecuencia muerte fetal vy
aburtos. Por el contrarie, en henmbras no gestantes no
obgervaron legidn alguna.

- En la listeriosis murina experimental nediante
infecciaon par via oral la instayracitdn  de  inmunidad
especiiica se observa entre el 3¢ y al 79 d.p.i.. La
praotesecidn inmunolédgica  conferida de  eata  manera a8
sigstémica, slende eficaz contra la reinfeccién con
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L-monocvbogenes tante por via i1.v., como por wvia oral
{MACDONALD ¥ CARTER, 19801,

E3s también interezante precisar gue el establecimiento
dae resistencia adaguirida conkra la infeccidn can
L.monoovrogepes, via oral., v el desarralle de HIR, no
coineiden cronsldgicamente. Asf, la HTE comienza a ser
evidante s4]lo hacia los dias 6-7 p.i., siendo dependiente de
la respuesta inmine mediada por Lis T esplénicos ¥ no por el
desarrolle de inmunidad eapecifica local a nivel
gastrointestinal (MACDONALD v CARTER, 19807.

* Via subcutdnea:

La via subcutdnea come tal, ha side muy poce empleada
en 2] estudioc de la listeriomis experimental. La mayoria de
los investigadeores gue la emplean lo hacen colateral o

secundariamente en el contexto mids  genperal de la
investigacitn de la respuesta inmune de base celulayr. Por
ella, la informacidn obtenikle dea 1la bibliografia es

fragmentaria & inconcreta.,

¥o wobstante, segin la hbibliegrafia econsultada puede
afirmarse gue también mediante esta via de inoculacidn ea
pozible la gepneralizacidn sistémica de la infeccidn ¥,
consecuentemente, el eztablecimiento de la forma sepbicémica
de la enfermsdad (GRAY y KILLINGER, 1966; AUDURIER ¥y col..
198]1; POHJIANVIRTA y HUTTUNEN, 1985).

Fohjanvirta y Hottupen {12853 informan de la afeccidn
constante de higado y bazo en el curso de la gsepticemia y
esporddicamente de epicarditis v encefalitis no purulenta.

2:5.4.3. Estirpe marina:

l.a exigtencia de estirpes murinaa “resistentes" o
“susceptibles” a la infeccidn por L.m. estd controlada por
un gen antesdnics dominante (Lr}, no ligade al CMH/H=-2. E1
efecto principal de este gen =se manifiesata durante la
primera fase de la 1nfeccidn listérica o de inmunidad
inespecifica vy su fundamento consiste en una ostensibia
supariaridad funciopal del SMEP de lam cepas "resistepteg”
regpacts de las "suscepbibles" (CHEERS vy HMCKEMNEZIE, 1978;
SHKAMENE y KQNGSHAVN, 1979; SHKAMEBE y col., 1979; STEVENSQN v
cal., 1380y,

Este gen Lr, ademasz de no ger regulade por el CHMHAH-2
e ha demostrado que tampoco estid ligado a ningune de los
locus ziguiente= {CHEERS y MCHKENZYE, 19761)1:

= H-1 tCamplejo menor de histocompatibilidad/CmH}
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* H-3 (CmH}

* H-4 "

i H_? n

& H‘_B "

* He t5intesis del factor C5 de] complemento)

* 1g (Alobipe de ipmanoglebulinad

* Thy-1 {Ag de Lts T)

* oo (Albinismo)

* B tCapa de coloracidn ohscura-negra/"Black™?

ElI fundamepto de la registencia o susceptibilidad de
lag diferenmtes eostirpes muripnas se basa en la dicotamia
mugrte-suparvivepncia respecto de upa dogis de refevencia a
determinar &n cada experimento concrets,. Segdn esto, algunay
de iaz estirpes murina® habkituvalmente empleadas an
investigacidén experimantal se clasifican como sigque: (CHEERS
y FMICKEMZIE, 198{0; STEVENSON v cal., 13801

Registentes Suscepbibles
a CRYBRl/6 B BALB/g
B CR?BEI/L108c E2n m DBASLT
® BlO.DZ2/Sn B CRPASH
® BID.ASn 59 B CIH.QH/SE
w (BI0.A x AYF, m C3H/He J
B NEB/WEHT a JIg.OLfSE
i Bi.C-H-24 By B AT
¥ SJLAWEHT a LP.R IIT
B Be.PL {T4NSI/ Oy | WB/He
B BE.C-H-2ab ByJ m 12957
® SJL B DRAS2T
® BID.A 8 DBASLTY
B Swias

2.9.4.3.1, Fundamento de la superioridad del SMF de las
estirpes marinas listeria-reziatentes.

La superioridad funcional gue canfiere la posesion dal
gen Lr a las estirpes listeria-resistentes reapecta de las
guscaptiblea, se manifiesta a diferentes niveles durante la
primera fase de la infeceidén experimental. A saber:

1.- Las estirpes lisgteria-resistentes po=een una
mayor capacidad para la mavilizacidn v acimula de
monocitos/Mls ¥y PMNN2 en los puntos donde se desarrolla la
infeccién (STEVENSON v col., 1980: MANDEL y CHEERS, 1980;
SADARANGANT ¥ col.., 1980; CZUPRYNSEI v cecl., 1985; WOOD vy
col., 1986; DLUGONSKA y col., 1988).

Egto no sclamente implica una superioridad de Lipe
"cualitative" an la movilizacidn de M= inflamatoriss,; sino
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que tambhidn supone una mayor precocidad en el acimule de
Mz inflamaterios en lag lesiones {MANDEL ¥ CHEERSZ, 13980},

Ecte hechg =me manifiesta por la existencia de una
mopocitocis precoz detectable ya a 24 h.p.il., 1a cuwal
mattiene valores significativos hagta loa dias 3-4 p.i.. Por
2l rcontraric, en laz estirpea szusceptibles (BALB/c) se
observa s5lo un mdxime importante hacia el 49 d.p.i., =iendo
intere=zante el heche de gue a diferencia de las cepas
reziztentes {c57B8L/100, desarrollan una importante
granuloeitosis a este mismo tiempo post-infeccidn (MAWDEL ¢
CHEERS, 1980; YOUNG y CHEERS, 15986},

Histopatol&gicamente, todoe =1l supone gue en lax
estirpes resistentes la cantidad de las lesiones observadas
en Argancs tales coma higade v bazo e= inferier a 1la
exi1stente en cepay =uscepbibles (C37B1/10 wversus BALB/c);
presentando ademds un cardcter tipicamente granulomatozc ya
a2 48 h.p.i. en contraste con las lesiones predominantemente
purnplentag (microabgoesos) obgervables en  lag estirpes
suscepbibles. En estas {ltimas, el inicie de la fase
yranulomatosa ez 4preciable mds tardiamente,- hacia 3I1-5%
d.p.1. (MANDEL y CHEERS. 1980}. No obstante, Mainou-Fowler y

val. (19881 no  obgservan diferenciazs  histopatoldgicas
significativas en lesiones hepiticar de estirpes resistentes
{CE7FBl G} ¥ susceptiblag [BALB /o) tras infece1dn

experimental con L.monocvtogenes v L.ivanovii.

2.~ Las estirpes listeria-resistentes (C57Bl/10)
poseen una poblacidn de cédlulas precursoras del linaje
monociticn superior a la de las cepas susceptibles (BALB/c)
{ETEVENSON vy col.,, 1980; YOUNG y CHEERS, 19BG)Y,

A este respecto, ¥oung y Cheers {1986) destacan que an
condiciones normales, la médula dSsea de la  estirpe
registonte C57BL/LD poses aproximadamente 2] dable de UPC-M=
que la estirpe susceprtible BALEB/c., Paralelamente, el bazao de
la primera posee del orden de tres veces mas UFC-Ms que la
segunda.,

Sin embarge, cuando se procede a la  infeceldn
experimental con L.monoccytogenes. se observa upa dristica
disminucidn de UFC-Mz y células con receptores especificos
para FECs-1 a 24-48 h.p.1. en médula dSsea (YOUNG y CHEERS.
1986; CHEERS y STANLEY, 1988). Esto=z autores relacicnan el
hecho con la existencia de monogitazia a este miamo Lbiempo
p-1i., 1nterpretande que l¢ gue ocurre no £3 =ino wuna
importante migragison de mopnocitos via circulacidn sanguipea
hacia leos puntos del organisme donde s=se desarrolla la
infeccidn. Cepas listeria-susceptibles como la BALB/e no
mlestran egte hecho segin los citados inveatigadores.

En contraste con lo anterior, no 2 obsEerva correlacidn
entre resistencia contra la infeccidn con L.mopocybtogenes y
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nivel sérico de FEC (M) en 2] transcurso de la misma (CHEERS
v STANLEY, 1988).

Curiosamente, la realizacidn y el estudic experimental
de guimeras a esta respecto ha demostrado gue el gen Lr se
expresa fenatipicamente 3 nivel del "ambiente" de la médula
ds2a - gque regula la proliferacién vy maduracién de las
células precursaras de la fserie moaocitica - mds gue en
funcidn de las caracteristicas propias o particulares de las
MOz "per se” (KONGSHAVN vy col., 19807,

J.- El SMP de las eatirpes resistentes (CS7B1/10)
poses una mayor capacidad listericida que el de las estirpes
gusceptibkles {RALBfc} ({(CHEERE y ceol., 1978; SHAMENE vy
RONCSHAVN, 1979; MANDEL y CHEERS, 19H0; CZUPRYHWSKI v <ol..
LG985; WOOD vy col., 1986).

Mandel v Cheers (19800 informan de gue, a 24 h.p.i.,
con dosis subletal de L.menocytogenes, la cantidad de

UrC-listeria racuperadas del higads de la estirpe resistente
C57Bl/10 es ziempre inferior como minime en un factor de 10
respecto de la obtenida para la cepa susceptible BALB/c.
Similares diferencias son cbservadas entre eatirpes CS7BL/G
¥y ASJ (SKAMENE v KONGSHAVH, 1%791.,

En concreto, la supericridad del BMF de las estirpes
listeria-resistentes versua ligteria-susceptikbles, es
atribuida a MOs inflamatorica gue migran y =se acumulan
precozmente en las puntas de infeccion activa mde gue a Mis
reslidentes, cuya capacidad bactericida inespecifica es menos
significativa {CHEERS vy cal., 1978; SKAMENE y HONGSHAVN,
1979 STEVENSON y col., 1980; MANDEL y CHEERS, 19B0; WOOD ¥
CHEERS, 1986). A este respecto, Wood y Cheers (19H6)
obhgervan como la cantidad de MO=s residentes peritoneales de
ambas estirpes, resistenter (C57B1/100 ¥y susceptibles
(BALB/Q), &8 cquiparable an condiciones normales.
Contrariamente, Stevenson y col. {1980) constatan una
cantidad significativamente mencr de M{s peritconeales en la
cepa suscepbtible ASJ regpecto de la resistente B10.A.

La respuesta guimiotictica de loa MQs inflamatorics
medliada por el facter ©5a, proebkablemente depende de las
estirpes murinas empleadas en cada experimento. Asfi, Mls
inflamatorics de las estirpes 5Bl /l0-resiatents ¥
BALB/c-susceptible no muestran variaciones significativas en
su comportamients frente a la estimulacidénm con € 53 a 24
h.p.1. (WOOD v CHEERS, 13861, Coentrariamente, M0=
inflamatoriocs de la estirpe resistente BlO.A son capaces de
desarrcllar upa respuesta gquimiotictica npotablemente nds
eficaz que la degsarrcllada por la cepa susceptible A7
{STEVENSON y col., 1980}, La capacidad quimiotictica de
PMNHs de las estirpes BLO.A vy AT no oirece variaciones
significarivas (STEVENSON y cal., 1980},
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La capacidad Ilistericida atribuida & losa PMMNS
presantes en el exudado inflamatorio peritoneal permansece
todavia como tema de controversia y discusidn. Ask, algunos
autores como Wood vy Cheers (1986) no atribuyen a los PMNNs
una Funcidn listericida significativa en la primera fase de
la infeceidn,. Poar el contrario, Czuprynskil vy col. {19851
conceden a estas células un importante protagoenisms  junto
con los MO0s inflamatorios en el aclaramiento del indculo
durante las primeras 24 h.p.i..

4.- En lasz estirpes listeria-resistentes se
ob=erva una mavor precocidad en la instauracidn de inmunidad
especifica T~dependiaenta contra ia infeccién con

L,monocyiogenss., Este hecho 5¢ demuestra gque ocurre entre 24
¥ 48 h antes en la estirpe resistente C57Bl/8& gque en la
suscepbible BALB/fc {CHEERS vy col.. 19881).

81 ellec es influenciade por lag caragteristicas
intrinsecas del SMF y/o de leoa Lis T de ambos tipos de
egtirpes, o bien depepde de la interaccidn Lts T-HMOs
inflamatoriosa, e5 alge que algo gue todavia estd por
precisar (CHEERS v col.. 1988},

A este respecto, Goossens y col. (1988) informan de que
entre 24 y 48 h post-infeccidn con L.monocyioqehes, la
afluencia de Ttz T listeris-especificoes al higads fue del
crden de 1 veces superior en la estirpe resistente C37Bl/6
que en la susceptible CBH/He. Consecuentemente, este hecho
ec precedido por un wiximo a 24 h.p.i. de Lts T reactives en
sangre periférica. Por el contrario, en el baze no =e
chservaron diferencias significativas a 48 h.p.i, en la
prescengia de Lts T Ag-especificos comparande ambas estirpes
{GDOSSENS y col., 1988:.

No obstante, es interesante mencionar <que una veg
escahlecide el estado de resistencia adguirida conkra la
infeccidn con L.monoccybogenes en ambos tipos de estirpes
{C578B1/76, BALBS ¢}, no se obzerva diferencia alguna en =su
capacidad para superar una reinfeccidn (CHEERS y col..
1988,

En resumen, &)1 fundamente de la resistencia o la
susceptibilidad a la infescidn con L.monocytogenes,. e basa
BN gue las estirpes murinas listeria-resistentes po=Eeen una
capacidad superior para interferir e impedir, entre 24 y 72
h.p.i., la fase de preliferacién legaritmica hacteriana en
higado y bazo (CHEERS y col., 1978). Ello &3 posible porgue
la posesidn del gen Lr confiere una mayor capacidad para la
rovilizacidén vy actimule precoces de MOs inflamatorios en los
puntos de activa proliferacidn listérica. La acktividad
microbicida de tales M0s inflamatorios e3 Lnespecifica (WCOD
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¥y CHEERS, 19863, Adicionalmente, el poocl de UFC-Mz es
significativamente supericr en estirpes listeria-resistentes
que an  listeria-susceptibleg. Por otra parte, en las
catirpes listeria-resistentes =& obgerva una mayor
prococidad  en la  Lnstauracidén de  immiepnidad especifica
T-dependiente coptra la infeccidn con L.monocytoagenes.

2:.2.4,4, EapecieldSerobtipo.

La mayorfa de las experienglas sobre la listerinsls
murina experimenta] han utilizado sienpre cepas pabtdgenas de
los  serotipeos 1/2a ¥y 4b, por otra parte los  mas
Ereouentemente aisladom en ecasog de enfermedad mnaturaleg
(Consgultar punto 2.2.1.

Lag informaciconea erxistentes 2n [a bibliografia sobre
gserotipos de L.monoccytogenes diferentes de 1/2a v 4b son

basicamente egrasos, [ragmentarios y heterogdnecs {WIRSING
von KOENTIG, 1983; EKAUFMANN, I1%84; MATINOU-FOWLER y col.,
198B). En general, los investigadores gque trabajan con mds
de un seroctipe lo hacen comparande la infeccidn listdrica
experimental entre cepas de listeria patdégenas y apatdgenas
{GAILLARD ¥y <ol., 1986; BERCHE y col., 1987; HOF vy
CHATIIPANAGIOTON, 1987; ROCOURT ¥ SEELIGER, 1987;
VAIQUEZ-VOLAND y cal., 1989),peroc apenaz existen estudios
slstematices sobre la listeriocsis murina mediante el empleo
de un panel amplico de especiez ¥y serotipos del género
Listeria {KAUFMANN, 1984].

Tal ¥y come ha 3ido sxpuesto en el punto 2.2., an la
actualidad se consideran especies patdgenas del género
Ligsteria a L.monocytogenes y L.ivanovii, mientras que
L.welshimeri, L.seeligeri, L.ionogua, L.ougrrayi y L.grayi
son consideradas apatdgenas (ROCOURT y SEELIGER, 1945;
GAILLARD y col.,. 1987; SCRONBERG, 1%83%. Sin embargo, uno
todas las rcepaz de L.monocybiogenes se comportan comd

patdgenas en la infeccidn experimental (HOF, 1984; EAUFMANNM,
19843,

Diversog investioadores han demostrads como cepas
mutantes de L.mopocytogenes pierden =su cardcter patdgenc
cuande el efecto mutagénico afecta su capacidad para la
produccidn de hepelisina fListericlisina @) (HOF, 1084;
GAILLARD y col., 1986; HKUHN y cal., 128B). La incapacidad
para la sintesis de listeriolisina 0 se expresa por una
drastica disminucidn de su capacidad para sobrevivir en el
citopla=ma de Mis peritoneales "in witro™ {HOF, 1984:;
GAILLARD y col., 1987; XKUHN v col.. 1988},
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Variactonas en las caracteristiras de superficie de
L.monocytogenes, comg en el caso de wvariantes "lisas™ ¥
"rugasas”™, también han gido implicadas como factores capaces
de influir =scbre la patogenicidad de una cepa dada. Asl,
variantes rugosaz de L.mohocytogeones muestran un grado de
patogenicidad intermedio respecto de sus congéneres lisas
de la misma especie. Adicionalmente, la inmunidad inducida
por laz variantes rugesas e giempre deficiente en relacién
a la proporcionada por cepas ligas (HOF, 1984).

Hespecto de la posible patogeniciad de LL.monocytogenes
en funcish del Serotipo, £sta ha side atribuida en gradeo
vatrlable a cepas hemoliticas de log serotipos:

* 1/2a {MACKANESS, 1962; EMODY ¥ col.., 1979; HOF, 1984;
KATFMANM, 19%84; EUHW v cal., 1988; MAIROU-FOWLER
¥y col., 1988; etg.)

* 1/2b IWIRSING won KOENIG v <al., 380

* 152 (KAUFMANN, 1984)

* Ib (MAINOU-FOWLER v col.. 1988)

* 4a (KAUFMANN, 19B4)

* ib (AUDURIER y col., 1981; WIRSING wvon KOENIG y
cool., 1983%: KAUFMAMN, 198d4; HOF, 14984:
MAINOU-FOWLER vy cal., L9881

* e (AUDIRRTER y ool., 1981; KADFMANN, 1984,

* 44 IWTRSING won KOENIG v col., 1983)

% 3a (KAUFMANN, 19A4; HOP v CHATZIPANAGIOUTOU, 1587}

No ¢bstante, tal ¥y come ha sido expuests previamente,
también existen wvariantes mutagenicas no  hemoliticas v
apatdgenas de L.monocytogenes., En concreto, de 1/2a han side
descritas frecuentemente (HOF, 1984; KAUFMANN, 15984; KUHN v
coel., 1988).

En lo refereate al gerctipo 5, correszpondiente a
L.ivanovii, todes logs auteres coinciden en aktribuirle
caricter patfgeno en la listeriosis murina experimental, =i
bien su grado de patogenicidad es menor gue el de
L.monoccytogenes (AUDURIER y col,, 1981 HOF, 1984). Ademda.
su tendencia en la infeccidn experimental a colanizar
bisicamente &) higada ¥ no el bazo, le confiere un cardcter
diferencial adicional respecta de L.monocytogenes [(HQF,
19867,

De laz especies no patdgenas, L.innocua ha sido la mas
estudiada por la mayvorfa de investigadores gue han trabajadeo
sobre este tema (AUDURIER vy col.., 1981; WIRSING von KOENIG ¥y
col., 1%83; BAUFMANN, 1284; MAINOU-FOWLER y col., 1588},

La caracteristica fundamental de la infeccidn
oxperimental con L.ionocua, eg su  incapacidad para la
colenizacidén de loa drganos  "diana™ hahituales en la
listeriosis wutina como son el higadeo y e! hazo (WIRSING wvon
KOERTISG v col., 1983; HAUFMAMNN, 1984}, Congecuancia de allo,



P

es su rdpida eliminacidn del organisme hospedador thazol ya
en las primeras 24 h.p.l. ¥ a dogis de hasta L07 m.o./ml.

Curandoe se emplean dosls= tan elevadas comg 102~F m,a./ml, oy
presencia en £] organismo se reduce drasticamente a2 niveles
ny significativos hacia a] tercer d.p.i. (WIRSING von KOENIG
¥y col., 1983 KAUFMANH, 19854).

Histopatoldgicamente, este heche se manifiesta por la
presencia de lesiones inflamatorias leves en higade y bazo.
Talea lesiones tienen cardcter de microabscescs, los cuales
desaparecen de dichos fdrganos hacia la semana p.1. 5in
rnostrar nunca carcacter granulomatoso en su evolucidn
[(WIRSING von KOENIG v col.,1983).

La infeceidn experimental eon L.welshimeri ¥
L.vealigeri provoca resultades similares a loz descritos
para L.innccusd seqgdn Mainou-Fowler ¥y ool. {19880,
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3. MATERIAL ¥ METODOS.
3.1. Material.

3.1.1. Animales de expcrimentacidn.

}.1.1.1. Ratcones.

Lees ratones atilizados en las diferentes axperiencias
de este trabajo doctoral pertenecian a la estirpe Swiss y
Fueren proporcionados por Interfauna, 5. Foliu de Codines
{Barcelonal. Se usarch ratones machosg ¥ hembrasg,
indistintamente, de aproximadamente 20 gr. de peso, los
cuales 3¢ mantuvieron en jawlas separadas en razdén del zoxo
hasta 21 momento de la incculacién. La alimentacicn fue a
base de pienso (Sanders 5-10) ¥ agua ad libitum. La cama, de
viruta esterilizada (Biocentre), £ra renovada semanalmente.

Ko &e detectd en ningine de log loteg empleados
mortalidad espontdnea. ni fighos ¢linicos ¢ lesiones de
anfermedades infecto-contagiosas gque pudiera alterar la
valoracidn de los experimentoes realizados.

Para la realizacidn dea losg eXperimentos SE
distribuyeron segin 13 loteg de 12, 16 o 20 ratones/lote, en
funeidn de la eapecie o sercofipe de Ligteria. ¥ en funcidn
de la dosis de inoculacidn empleadas.,

3.1.1.2. Conejas.

Lo conejos empleados para la cobeencidn de sueros
hiperinmunes especifiicos de cada cepa de Ligteria, [ueron
hembras de raza Nueva Zelanda de aproximadamente 1,5 Kg. de
pesc al inircio del experimento. Fueron alojadoa en jaulas
independientes, ¥ <¢on agua y pilenso {Sanderscunit ad
libitum. Se les diatribuyd en letes de dos/jaula y =serotipo
de Listeria.

3.1.2. Cepas de Listeria,

Lag cepas de Listeria enpleadas en este trabajo
docforal fueron suministradas por el Departamento  de
microbiolegia de la Facultad de VYeterinaria de la
Universidad Complutens=e de Madrid.

Especie Serotipo Referencia
* L.monocytogenses l/2a NCTC 7973
L] " Ja NCTC 5105
L " dh MCTC 10527

# L.ivanaovii ! ATCC 149119
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WOTE: National Culture Type Collection
ATCC: American Type Culture Collection

3.1.3. Indculo.
3.1.3.1. Preparacién del indcula.

Para la preparacién de cada uno de los diferentes
inticulaes empleados, las cepas conslignadas en 21 apartado
3.1.2, se seabraron en medic de cultive especifico para
recuenkto, a 37¢C duranke 24 horazs. Transcurrido este tiempo.
y previo control de la pureza del cultive - mediante
recondcimiento de la morfologia caracteristica de  las
colonias de Liskteria con lupa binocular -, ase prepararcn las
correspondientes suapenszliones bacterianas en solucidn de
Ringer hasta obtener la dosis deseada.

Con ohiets de copbrolar posibles arrores en la dosis
del infcule, s3u concentracidén se verificaba postericrmente
mediante nefelometria - ocomparande con la  essala de
MacFarland - y med:iante recuento en placa. Este dltimo
méteods s realizaba =iguiende uwn sistema de diluciones
decimalezs ¥ =embranda 0.2 ml de la dilucién carrespondiente
en medio de cultive de recuento. Lasg placas de Peftri
gembradas se incubaban entonces a 37%c durante 48 h., ¥
posteriormente sSe procedia a la cuantificacidn de  las
colonias asi obtenidas,

3.1.3.2. Dosis de inoculacidan.

En experianciag previas sze calculd 1a BL530 para las
distintas cepas patdgenas de Listeria utilizadag. Dicha DLSO
Eue empleada come dosis de referancia en la eleccian de la
dosis de inoculacidn de cada experiencla concrekba.

3.1.4. Antizueros.

Los antisueros empleados en esta Tesis Doctoral fueron
elaborados por inmunizacidén, wvila endovenosa f{(vena marginal
de la orejal, de lotea de conejos hembras de raza MNueva
Zelanda a razdn de dog/serctipo de Listeria.

La dosia de incculacidn inicial fue del orden de 10°
m.o./ml y de 10%~% m.o./m]l en las siguientes. Entre cada des
Lnoculacicones sucesivas se dejaban transcurrir 10 dias,
practicandose 7 dias despuez de cada ineculacidn una
extraccidn de s=angre ¥y un control del Eitulec del suero
obtenido mediante la técnica de microaglutinacidn en placa.
El n% de inooulaciones practigcade fue variable,
considerdndose gue ¢l nivel de inmunizacidn era adecuado
cuande el titulo de los suercs era como minimo de 171280,
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Una vez legrados titulos sdricos= aceptahles se procedia
a4 la practica de varias sangrias de 40-4% ml, espaciadas por
lapsas de tiempo de 10 dias con obijeto de permitir la
recupersacién del  animal donante. Tras procederze  al
desuerado vy, previaz dos centrifugacionea para eliminar
elementos formes residuales, e}l =ueroc asi obtenido era
identificade ¥y congelado a4 - 200C.

3.2. Métodos,

3.2.1. Pauta de sacrificia.

La pauta precisa de usacrificic desarrcllada en cada
experlencila, ha sido conzlignada en la introduceidn
correspondiente a cada wna de ellas en el capitulo de
resunltado=. En geneval, =alvoc en las experiencias 1 ¥ 2, cn
las gue por los motives aducidos en 1 apartado 4.1.1. se
enplearon intervalos de Lienpo entre cacrificios
congecukives de B Oh., la pauta bdsica empleada en las
experlencias con las wvias i1.p. y oral, fue de dos ratones
cada 24 h. a partir del momente de inoculacidn. En las
experiencias con la via svboutdnea, la pauta inicial fue de
doa sacrificioes cada 12 h. darante los btres primeros d.p.i.
y de dos cada 24 h., en los dias siguienkes,

La pauta de sacrificio establecida en cada experiencia
3 intentd  nantener, BT la medida de lo posikle,
independientemente da log cascs de muerte observados a causa
de la infeccian. Esta decisidn kenfa como principal objetivo
congeder preeminencia al estudic y valoracidn secusncial de
las lesiones okservadas, mds gque a la mortalidad obtenida en
tada experiencia. De esta manera fue posible caomparar la
evalucidn de la infeccién experimental, btante &n los casos
ecpontdnecs de morktalidad, como en log que =ze progedia al
sacrificio, a un tiempo pogst-infeccidn aimilar.

3.2.2. Hecropaia.

Todas laz necropslaz realizadas en el transcurzo de
este trabajo doctoral fueron asistemidticaz ordenadas vy
completas. Loa métodos de sacrificio empleados fueron la
dislecacidn de vértebras cervicalezs y el szacrificic con
&ter,

A coentlnuacidn se expone la relacidn precisa de Srganes
recoglideos en cada una de las experiencias para =u poskterior
estudic histopatoldgicao:

» T, delgado {(Minino de 3-4 muestras/casal
+ T, grueso (Ciego ¥ coaland

* Estdmage {Glandulary v no glandulac?

* Rifones/urdterves/vejiga de la orina
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G. inguinal superficial (¥1a subcutdneal
Médula d=ea (Via subcutbdneal
Punta de inoculacion {(Via subcutianeal

* Utern/ovario

* Testiculos

*+ Higadeo

+ Bazo * Pincreas

¢ O=. renales e 1liacos ¢ G. yeyunal

* G, gastrico * Glapdulasz adrenales
* Placaa de Peyer * Mesanferio

* Corazdn P Pulmones

+ Timo * Gs. mediastinicos
« Tragueasesdfaqo * Gz, mandibilares
* Encéfalo

+*

»

En la experienciz via oral, dada la importancia due
suponia el estudio del sistema gastrointestinal en relacidn
4 la patogenia de la infeccidn por esta via, la cantidad de
mpestras recogidas de dicho sistema fue muy superior a la
del resto de experiencias realizadas. Asi{, se valord del
arden del 40-50% del tracte gastrointestinal, vy entre 2 y 6
plarags de Peyer por caso.

3.2.3. Procesamiento de lag muestras.

3.2.3.Y. Fitacidn v desmineralizacidn.

Las muestras recogidas durante la necropsila eran
inmediatamente fijadasz en una solucidn bamponada de formol
al 10%. La dupacidn de la etapa de fijacidn era como minimo
de 24 h. Posteriarmente, se procediaz a independizac lo=
diferentes Srgancs ¥y a 5u tallado en piezas de inclusidén. En
el caso concreto de los ganglios linfiAticos, excepto el G,
yeyunal, =2e tallaban de manera que permanecieran azociados a
otros drganoa facilmente reconocibles y de mayor tamaho gque
cllos; esto tenla como objebto evitar au pérdida y permicic
nuna cémada identificacidédn microscdpica de los mismox. Una
vez talladas, lazs muestras eran introducidaz en cas=zettes de
inclusidén, identificadas con la clave correspondiente a cada
experiencia, ¥ sometidas puevamente a fijacién durante un
periods de entre 12 ¢ 24 h.

Una etapa adicicnal de desmineralizacidn fue necesaria
para el procesamiento de la médola osea en las experiencias
via subcutanea. En estos casos, las muestras  (Columna
lumbar} ya Etalladaz e intyoducidas en cassettes de
inclusidn, eran sometidaz a la accidn del 4cide f£6rmico al
10% durante un periedc de come minimo 72h.
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3.2.3.2. Inclusion.

El proceso de 1nclusidn en parafina ze realizéd segdn la
técnica detallada a continuacidn:

1. dlecohol etflice 70% T oo vve-ea. 4,30 R
2+ Rleohol ebflice 70% II ..viviie... 2R
3. Alcohol ebkilico 0% . ... ssmnnw=e 1h
4. Blechol etilicag 96% ..... iimsse. 3N
5. Aleohol ebilico 100% T .....s... 1h
6., Aloohol etilico 100% TI +..vives 1h

¥. Benzoabo de metilo ... ... ...... 30 m
. Bepceno I crvisrnsanrransa . 45 m
O, Benceno II i vavasasanvnvan « 30m

10. Paraplast T .uvavarenasvanannnsn 2 h

11, Paraplast IT ....4i.u1eewaininas- 3,30 h

12! Parﬂplasr— III "R FEF TR RTLYLYSRFLYT 1h

El medioco de inclugidn cempleado (Paraplast) tenia un
pante de fusidn de 55-%72 €. La inclugitn se realizd de
manera aubtomdtica <on uwn inclusor Histakinette (British
american Opticall.

La confeccisn de los blogues de parafina se realizé
modiante una unidad Histostat 8035 (Roichert Jungl.

3.2.3.3, Microtomia.

Lag piezas incluidas en parafina (Paraplast) fusron
cortadas con un microtomo de rotacidn Biocubk/1130 (Reichert
Junat al dJgue se acoplaron cuchillas desechables R3S
(Featherl., El grosor de las secciones histoldgicas fue de
4-6 pm. .

Una wvez obtenidos del rmicrotome, las seccicnas
histoldgicas eran depositadas zaobre un bato caliente, a 378
C, con  objeto de distenderlos. Posktoriormente, Bran
recogidos en portas desengragados v previamente recubiertos
con alguna de las subsatancias adhesivas siquientes:

* Albimina glicerinada de Mayer. Adhesiva
utilizado &n las preparacicnes procesadas
retinariamente y tenldas con H-E.

* Poli-L=ligina. Adhesive utilizado en las
preparaciones inmunchistoldgicas.

Finalmente, una veg montadas, las preparaciones eran
secadas en egtufa a 379 € durante al menos 12 h.
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3.2.4. Técnicas histoldgicas.
3.2.4.1. Hematoxilina-eosina {H=E}.

l. Desparafinar en xilence {10 m, x2)

2. Hidratar &n Bateria de alzoholes de ygraduacidn
decrecisente

3. Lavar &n agua ¢otriente {5 m)

4. Hematoxilina de Maver (3 m)

5, Lavar en agua corriente (10 m)

6. Eg=ina ¥ al 1% (1 m}

7. Deshidratacidn en alcohol etilico de 96% vy 100%
{2 m. x2)

8. aclaramiento en xileno {5 m, x2}¥

Y. Monkaje de las seceoicones histeoldgicax con Eukitt

1.2.4.2. Téenica de Gran.

1. Desparafinado e hidratacidn de las seccliones
histaldgicas

2. Saolugidn crisetal violeta=-cxalato (30 =)

3. Enjuagar con agua

4. Sclucidn de Weigert (20 5

5, Enjuagar <on agua

6. Decolerar con acetona (9 %}

7. Enjuadgar oon Agua

8. Tincidn de contraste con rojo neutra al 1% (1 e}

9. Lavar en agua ¥ =ecar las preparaclones con papel de
filtro

10, Deshidratacidn en acetona I vy II

11. Aclaramientoc an xilena

12. Montaje con Eukitk

1.2.5, Téonicas inmunohistelégicas. Téenica de la
Peroxidaza-Antiperoiidasa {(PAF).

Esta téecnica fue utilizada para detectar la presencia
de antigeno (Ag) listérico en secclonea tisulares de los
lotes de ratounes infectados experimentalmente, segun  5e
erxpuss en el apartade 3.1.3.. El protocolo de 1la técnica
empleado en estos experimentos fue el descrite criginalmente
por Sternberger (1%7%), posteriormente adaptade a la
demostracidn de Listeria app. por Domingo y col. (19863:

1. Desparafinads ¢ inmersidn de las preparvaclones en
alcehol etflica 100%

2. Inhibicién de la peroxidaza enddgena: Solucidn de
metanol y perdxido de hidrdgerno (HOz) al 0.05%
durante 30 m.

3., Lavayr en TBES X m, x21)

4. Circundar las gecciones con silicona (Panveac) y
afadir TBS
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5. Sub=tituir 2l TBS por suer?® normal porcinoe {19 m?

&. Incubacién del primer antisgern: suero antilisteria.
S dilucidn 52 hacia en TBS adiciocpado ceon 20% de
suero normal porcine {SHE). Bl volumen de antisuero
empleade era de 150-200 pl/zeceidn histoldgicar v el
tiempo de i1ncubacidn de 30 m

7. Lavar en TBS {3 m, x3}

8. Incubacidén del segundc antisvero: suero anti I[gG de
conejo. Dilucidn 1:150 en TRS/20% de SNP. Tiampo de
incubacidén: 30 m. Volumen de antisvero de 1530-200
Uii=ecordn

., Lavar en TB3 (3 m, x1)

10. Tncubacién del tercer antisuero: complejo PAP/conejo
diluido a 1:300 en TBS/20% de SNP. Tiempo de
ingubacidn de 30 m y volumen de antisuere empleadeo
de 150-200 ul/zseccidn

ll1. Lavar en TBSE (3 m, x2!

12, RBevelado: Inmersidn {agitacidnl de laz preparaciones
en una solucidn ‘de diaminobenrzidina (DAB) en tanpdn
imidazol méds la adicidn del substrato, HaQa,
durante 3-5 m

L2. Lavar en TB3 (3 m, %2} ¥ agua corriepnte (5 m, x11

l4, Tincidén de contraste con hematoxilina (3 mi

15, Lawvar eh agua corriente durante 10 m

lé. Deshidratacian, aclaramiento y montaje igual al de
la técnica de H-E

Todas las incubacioneg ce realizaron en camara humeda y
a temperatura ambiente.

3.2.5.1. Titulacién del primer antisueros.

Las diferentes diluciones de trabajo de los antisuercs
empleados en estas experienclas, es decir, suercs anki 1/2a,
Ja, 4b ¥ 5., fueron establecidas en experimentos previos.
Fara e=llo, =e realizaron diluciones crecientes de cada suero
hiperinmune: 1:50, 1:100, 1:200, 1:500, 1:1000, 1:20Q00,
1:5000, 1:10000, Una wvez obtenidas las mencionadas
diluciones se realizd la tdconica de PAP gegin el protocolo
espacificado en 31.2.5., utilizando para ello preparacionss
con la presencia - demostrada previamente - de Ag liatérico
en dichas preparaciones. Estas pruebas se realizaron de
maneara gue &l antizuero a titular y el Ag presente en la
seccidén histolégica, fuerapn homdlogos, es decir, haciendo
reaccicnar a cada aerptipe, 1/2a, 3a, 4k ¥ 5, can su

correspondiente antisuerc especificeo {e.g. Ag 1/2a con suero
anti t/2al.

Para la eleccién del titulo de cada antisuerc se valord
conjuntamente la aobtencidén del miximo de reacoidn {+3 y la
ausencia de reaceidn inespecifica, tode ello a la dilucidn
mis alta posible. Los Ekitules de los antisueros asi
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establecidas y empleados ya de manera constante 2n todas las
expertencias, fueron los siguisntes:

* Syers anki 1/2a -=-=-- 1:1004
s Spers anti 3a --m=-o=- 1:500
= Spuera anti 4db ~—~==~== 1:504Q
* Suere anti % -————wr—= 1:500Q

3.2.5.2. Controles de la técnica DAP.

Para comprobatr la  especiflecidad  de la técnica
inmunohistoldaica se reallizaron pruebas complementarias de
contrel de la reaceién inmunolégica. Estas pruebas o
controles de especificidad fueron:

* Conkrol de reaccidn especifica del primer Aot
Para 2llo se utiligaba un suero normal o suero no
inmune, pertepeciente a la misma especle &en la gque s
habia elaborado el primer As. La ausencia de reaccldn
{+} indicaba la inexistencia de peaccidn inespecifica
dependiente de dicha sapacie.

* Contrel de reaccidn ezpecifica del segundo As:
Para la deteccidn de pogible inespecificidad
depandiente del segunde As se realizaba la técnica de
FaAP segln el protocols descerito pero 2in la adicidn
de primer As. En este casc la reaccidn (=) indisaba
auzencla de inespecificidad de dicho As.

* Control de reaceidn sapecifica del compledjo PAP:
Para el control de especificidad del complejo PAP se
realizaba el protocolo hahitual de la técnica pera
sin la adicidn del =egundo As. La reaccidn (-1
obtenida indied la ausencia de inespecificidad.

* Control de la peroxidasa endégena:
Este control se verificaba mediante incubacidn de una
preparacidén representativa con solucidn de revelado
pero a la que no se hakia sometide previamente a la
accidn de la soluocidn inactivadora de peroxidas=a
aenddgena.

llnz ver eliminada la poaibilidad de reacciones
inespecificas © no deseables debidaz a los antisueraos
empleados, se utilizd dnicamente en todos los casos de cada
experiencia «l1 denominado control negatbtive, consistente en
substituir el primer As por un suera no inmune de la misma
especia en la gue se obtuvo dicho As.
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4, RESDLTADOS.
4.1. Introduccidn.

E! planteamientoc genérico de este trabajeo dockoral
conglstid en el estudio de la patogenia y descripcidn
secuenclal de las lesicnes observadas en la Listeriosis
murina experimental. Para la consacucidn de e=te objetive =e
emplearon tantkto técnicas histeldgicas convencionales {H-E y
Gram! comd inmunchistoldgicas (PAPY.

El econjunto del trabkajo experimental se estructurd en
funcidn de una serie de parametros o factores condicionantes
hasicos del curso de la infeccidn, tal ¥ como se considerd
gque era aconsejable traz consultar la biblicgrafia existente
sobre el tema. Dichos factores fueron:

¢+ Via de inoculacidn
¢+ Esperie y serotipo de Listeria
+ Dogsis del]l indGcula

La via de incculacidén se considerd gue era el principal
factoar condicionante del curse de la infeccidn experinmental.
Por este metivo se considerd lo més adecuado estructurar
toda el trabaje experimental, as{ ceomo la interpretacién de
los resultades, en funcidn de este pardmetro; supeditando a
¢l los otrog des facteores condicionantesz, es decir, la dosis
¥y la especie 0 serotipo de listeria empleado.

4.,1.1. WVIA INTRAPERITONWNEAL (i.p.D).

El estudio de la listericsis murina mediante ol uso de
la wia de inoculacién 1.p., constituye el niclep central del
planteamiento experimental de esta tesis dectoral. Esta via
g5 a 33 ver oconsiderada la via de referencia para la
valoracidn vy discusian del cursoc  de la infaccidn
exparimental Seglin las restantes viaa empleadas: subcutinea
vy oral.

El fundamentc de esta eleccidn se baza en que la via
1.p:, junkoc con la wia i.v., son consideradas las vias mis
apropiadas para la reproduccidn de la infeccién experimental
con un nivel de fiabilidad y constancia suficientes como
para permitir el estudio de la patogenia de la enfermedad.
Este aspacto aparece bien documentado en la biblicgrafia
existente schre el tema (CRAY y EILLINGER, 1966; MACKANESS,
1962; WIRSING von KOENIG, 1981; SELBITEZ, 1986).

Por otra parte, yv dado que en la listeriosis murina el
desarrelle de la  infeccidn  experimental se  considera
tlasicamente dividide en dos fases, wupna fase inicial o de
inmunidad inespecifica ¥ una fase de inminidad especifica,

(MACKANES, 1962; WNORTH, 1970; MITSUYAMA v col., 19781
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decidimos estructurar el estudio de la enfermedad segan dos
tipos de experienclas gue permitierran  profupdizar oy
caracterizar con mayor precisidn la evolucion de los
geontecimnientos durante cada upa de las  etapac de  a
infeccidn. Asl, se realizaron:

A) Exdperiencias de duracidn reducidas

Estas experiencias se centraron sobre la
patogenia de lag lesiones en la etapa inicial de
la infecridn cxperimental. Su estudio se
restringid a les dias 1-2 p.i., perioda gue
cronoldgicamente se corresponde con la
activacidn de logy mecanismos inespecificos de
1rmunidad.

B! Esperiencias de duracidn normal:

Se interpreta camo "doracidén normal", el lapso
de tiempo comprendido entre el momento de la
inoculacidn ¥y la superacidn o curacidan aparente
de la enfermedad. Este lapso de tiempo oscila
entre 6-7 d.p.1. (MACKANESS, 1962:; NORTH, 1970).

El estudina de Ia infeccidn experimental mediante la via
il.p+ 8¢ subdividid en wvarias experienciasa, cada una de las
cuales pretendia analizar la peosible influencia que sobre el
curso de la infeceldn ejercen:

B Docis de inoculacidn empleada respecto de DLAO.

B Especie de Listeria. incluyendo dnicamente
gspeclies patdgenas.

m Serotipo.

§.1.2. VIA SUBCUTANEA y GRAL.

Las vias subcitdnea y oral, fuercon elegidag como wvias
de inoculacidn para el astudio  de la listeriostis
experimental por ser las mas asimilables al desarrollo
espontidneoc de la enfermedad en condicicnes naturales. Esto
es particularmente importante en 1o referente a la via oral,
ya gue exceptoe en la encefalitis listérica tipica de los
rumiantes (Apartade 2,2.1.1.), la via oral ez la via de
contagio mds importante en laxz diferentes ospecies
suscepbtibles a4 esta enfermedad {(GRAY vy KILLINGER, 19%&6;
ZACHAR y SAVAGE, 1979; MACDONALD v CARTER,. 19%80;: CIZIUPRYNSKI
¥y BALISH, 198l; GAILLARD v col., 1987},
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4.1.3, PLAN ¥ ORDENACION DE LAS DIFERERTES EXPERIENCIAS
REALIZADAS.

A continuacidn =e expone la relacidn de experiencias
realizadas. cada und da ellas aon 2u numeracian
corregpondientes

4.2, Via intraperitoneal
4,2.1. Experiencias de duracicn reducida

4.2.1.1., Experiencia L. L.monccytogenes 1/2a

4.2.1.12. Experiencia 2. L.monocybkogenes 4b

4.2.2, Experienciag de duracidn normal

4.2.2.1. Experiencia 3. L.monocvtogenes 1/2a: 10° m.o./ml

§.2.2.3. Experiencia 4. L.monocytogenes 1/72a: 1902 m.o./ml

4.2.2.31. Experiencia 5. L.monocytogenes 1/2a: 10" m.o./ml

3.2.2.4. Erperiencia &. L.monoccytogenea db: 107% mao.fml

4.2.2.5. Experiencia 7. L.monocytogenes d4b: 107 m.o./ml

4.2.2.6. Experiencia B. L.mopocytogencs 3a

4.2.2.7. Experiencia 9. L.ivanovii 5
4.3. ¥ia subcutdnea

4,3.1. Experiencia 10. L.menocytogenes 1/7a

4.3.2, Experiencia !l1. L.monocytogeneg 4b

4.3.3, Experiencia 12. L.ivanovii 5

4.4. Wii oral. Experiencia 13. L.monocybtogenes 1725
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4,.2. Via intraperitoneal

4.2.1. Experiencias de duracidn reducida

d4.2,2.1, ECEXPERIENCIA 1

ESPECIE / SEROTIPO : L.monocyfogenes 1/2a
DOSIS IHOCOLATION : 3 x 107 m.o./ml - 0,5 ml
YTA THQCOLACTON : Intraperitoneal (i.p.}
PAUTA DE SACRIFICIO ¥/0 MORTALIDAD :

Tiemps
Pel. ih 12h 20h 28h 35h 44h 50h

l_ 1 1 1 1 i 1 !

Rl R3 RS R? R9* R13 Rl4”

R2 R4 BB RA R107 R15
R11 k16
R12

(") mortalidad

qlzlllllll Eﬁzﬂl

En esxta experiencia, hagta las 20 h.p.i. (RS y RE6} no
gae chzervaron lesiones aparentes, pero sin embargoe si pudo
detectarse mediante la téonica de PaP, la presencia de
listerias fagocitadas en PMNWs y MOs de la ZM en El, R3 y R4
{Figura li.

En RS y R&, locs hallazgos mas notables consilstieron en
deplecidn linfoide incipiente @ inflamacidn PAP (+) del
PALS, actiwvacidn de la ZM con abundantes fagocitos PAP [+) ¥y
restos de células hecrsticas, ¥ diversos acimulos
inflamateoriog mixtos {(PMNNs y MOs) PAP (+)} en la pulpa roja.

A partir de las 24 h.p.i., &8n B7 v BR, la qravedad dc
lag Jesiones degcriktas en RS ¥y RS aumentd progragsivamente,
tendiende a auw vez a adguirir cardckter necratizante y a
generalizarse por todo el d&rgano. En  ambos caseos, a
diferencia de la rdpida inflamacién ¥ necrosis del PALS, los
foliculos linfoides fueron las egtruycturas de la PB que mds
tardfamente 3¢ afectareon (Figuras 2 a 7.

Posteriormente, a partir de laa 35 h.p.i., de R a E14
la desoprganizacidn estructural ¥ las lesicnes necrédticas
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apreciables por tedeo el Srgano fueron graves y masivas. La
existenclia de trombos fue frecuente (Figurazs 8 a 111).

En R15 y R1& por el contrario, se pudo abservar el
desarroeilo de una potente respuesta inflamatoria  con
gusencla de lesiones necrotizantes en el drdane. Lo mas
relevante en estos dos casos fue la evidente deplesidn e
inflamacidn observada en la PB {Figura 121, y el gue la
presencla de listerias, dempstrada mediante las técnircas de
PAF v CGram, fue minima.

4.2.1.1.2. GARGLTIOS LINFATICOS.

® 3. mesentérico (G, yeyunall —-—-—-mme-em—moooo- l1&/16
@ 3=. renales 2 iliacos {linfocentre lumbar) -- 14716
¥ G.ogAastrico ——---—em oo 7ile
8 S5, mandibulares {linfocenbrol ~——==—=vve—e—- 12716
81 3=, mediastinicoz {linfocentral —-—===-——-=——= B/1lE

4.2.1.1.2.1. . yeyunal.

los hallazgos mda notabkles observados en este ganglio,
consiskieron en  una importante deplecién linfoide del
paracértex, constatable yva a 12 h.p.i. en R4, y tambidn en
la presencia de acumuzlos inflamatorios mixtos PAP (+) &n
cédrtex interfolicular y paracértex a partir de las 24
hapsl-..

La deplecidn linfoide, observada primeramente en HA,
fue PAP [~} y afectaba a la practica totalidad de la zona
paracortical ¥ cdrtex interfolicular, Este hallazge fue ya
canstante en 2l branscursa de toada la experiencia.

En lo gque respecta a las lesiones inflamatorias y/o
inflamatorio-necréticas, =ae observaron iniclalmente hatia
lag 28 h.p.i. (R?7 y RB}, localizdndose en paracdrtex vy
cértex interfolicular principalmente (R7 a R16). En RS, RI10,
R13 y Rl4 las lesiones fueron particularmente graves,
teniende éstas cardeter necrotizante (Figura 124,  La
intensidad de las lesiones observadas en este ganglio se
mueskra en la Grafica 1.

4,2.1.1.2.2. Linfocentro lumbar.

Estos ganglios comenzaron tambidgn a abaservarse
afectadss en B4 a 12 h.p.1., mostrando entonces el tipo de
deplecidn linfoide va descrito para el G. yeyunal. Par lo
demis, las leslicones i1nflamatorias observadas fuerocn siempre
FaP {+1, gienda el pakrdn lesional sugestive del acoeso de
L.monogcviogenes al ganglio tanto por wia linfitica aferenteo,
coma poer via sanguinea {Figuras 14 y 15Y. En R1G, R13 vy R14
las lasiones tvuvieron un importante cardcter hecrético.
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4.2.1.,1.2.3. G. gastrico,

Independienternente de gue &1 n? de casges de los gue
pudo  obtenerse este ganglio es poce significativo, es
importante el heche de gue la afeccidn de los mismos hacia
las 24-48 h.p.i. fue bastante grave.

San de deskacar los casocs B10 vy R14 en los que, al
igual gque en otros ganglics abdominales, =se observd tanto
una deplecién linfoide importante (RLO) como lesiones
inflamatorias y necrdkticas graves {R14); é&stas dltimas
restringadas fundamentalmente a la periferia ganglionar.
Tode parece indicar gue el arigen principal de la afeccidn
de este danglio son las multiples lesiones i1nflamatorias
chservadas en la serosa y capas musculares subyacentes,
copnstantes desde las 24 h.pa.i. on esta exparioncia.

4.2.1.1.2-4. Linfocentro pandibuelar.

Lo mas caracteristico de la afeccidn de estos ganglios
en esta  experiencia  fue la  deplecidn linfoide del
paracartex, observada va, al iguwal gue an el ganglie
vyeyunal . hacia las 12 h.p.1. en R4. Posteriormente, & parbir
de las 20 y 28 h.p.l1., acdmulos inflamatorics mixtos PAP ¥
Gram (+} ean paracédetexr y coérkex  interfolicular fueron
detectados en el transcursg de toda la experiencia (Figura
16}, wvariando danicamente la gravedad de las lesiones
obgervaday (Grafica 1.

4,2.1.1.2.5, Lipnfoacentrs mediastinico.

Los primeras casos en que se abservaron lesiones fueron
B2 ¥ BRd a 12 h.p.1. {Grdfica 1}, En teda la experiencia <l
patrén lesicnal observade Fue carackeri{stico del acceszo de
L.monosyiogenes a ei3toy ganglios mediante la via linfacica
aferente; es decir, caracterizade por la existencia de
leziones inflamatorias con abundantes M0s v PMNNs BPAP [+
resztringida o¢ predomlinantemente en la zona de los senos
subhcapgular, corticales y medulares de dichos ganglios
{Figuras 17 y 18B!. No obkstante, conforme transcurria la
infeccidén ¥ aumentaba la gravedad de las lesionez, la
existencia de linfadenitis de agpecte progresivamente
necrotizante, con substitucidn de la pobklacién linfeoide
normal por predominantemente PMNNs PAP (+} y abundante
cariorrexis y cariolizis, fue el hallazgo mis caracteristico
{Figuras 1% y 201).

4.2.1.1.3. FPLACAS de PEYEH.
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Hacia las 20 h.p.i1.. &n R6, se ohservd lo gue parecia
gser "penetracidn activa' de listerias a bLravés del mesotelio
gue cubre lasz placas de Peyer, hecho este, gque no dejd ya de
ohservarse en toda la axperiencia (Figura 2117,

La cantidad de listerias presentes en la sevosa fue por
lo general reducida, y se observd asociada a FMNNs v MOs PAP
(+) adheridos a la misma. No obstante, también se detectareon
libres tante sobre el mesotelioc, come en la capa muscular
subyacente. Una vez en el interior de las placas de Peyer,
las llilsterias generaron una reaccidtn inflamatoria mnixta,
denastrindose acidmulos de PMMHNs v MOs PAF [+! bien definides
tanto &n la serosa, como en los folfcules linfoides, rona
interfolicular y la zoma capula de algunas de dichas placas
tRY9 v R14).

Es de destacar, gue aungque también existian acdmolos
inflamatoricos PAP  {+} en otras zeonas de la serosa
intestinal, #skos eran significativamente mencres gue los
observados en la serc=za de las placas de Peyer. A menudo, la
redcclidn PAP {+} incluso se observd dnicamente sobre el
me=sotelio de 1la placa de Peyer, no exlistiendo, por el
contraric, reaccldn cn sus mdrgenes.

Hacia las 30 h.p.i. y. hasta el final de la experiencia
(B9 a R1é}), se observd también wna deplecidn linfoide
varizble pero importante en todos les casos (Figura 22),

En R13 y RI16, laz le=iones observadas fueron
significativamente menores gue las halladas en el resto de
log casos de egta experiencia.

3.2.1.1.4. TIMC.

Hacia las 20 h.p.i., en R6 v R7 fue va manifiezta una
importante  deplecidn del cortex y algunos acdimulos
inflamatorio= mixtos PAP {+) relativamente bien definidos.

En R}0 i35 h.p.i.}, la reaccién inflamatoria observable
en la serosa timica periférica  fue importante, pero,
paraddjicamankts;, el cdrtex - excepcidn hecha de la deplecidn
linfoide - s56lo mostréd algunas zonas inflamadazs PAP [+);
aungue cof una cantidad ostensible de listerias en las
mismaz. En contrazte con esto, R1Y y Rl4d rmostraron una
reaccion inflamateric-necrética PAP (+) bastante importante
en amplias zonas del cortex timico.

De estos re=sultados puede deducirse gue aun siendo
evidente la exiatencia de lesiones wnflamatorie-necrdticas
BAP (+} en o]l cartey Limica, gste hecha no se corresponds an
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intenzidad e 1mpotrtamncia con la deplecién linfoide cortical
generalizada observable en este édrganc en el transcuarso de
la experiencia. Ef interesante remarcar gue en log casos en
que s constataron lesiones inflamatorias PAF [+
importantes 2n el cortex, también estas fuercon demostrables
en la zona mediastinica adyacenke a las mismas. La relacidsn
de causalidad enbre ambas parece bastante posible,

4.2.1.1.5, HIGADD,

En esta experiencia, en el higado, si bien no =ze
obgervaron lesiones inflamatorias hasta las 20-28 h.p.i.. 81
que fue posible por el contrario demostrar la fagococitosis de
listerias por células de HKuppfer, ya desde lag primeras 4
h.p.i., mediante la técnica de PAP (Figura 23},

En general, las lesiones observadas en esta experiencia
no  mostraron la gravedad apreciada en la experiencia
homéloga con L.monocviogenes de serotipe 4b. Tales lesiones
congistieron en acumtices wnflamaterios mixtos (PMNNsg, Migi
PAP ¥ Gram (+), gue no excedis=ron, et deneral, de lan
100-150 pm de didmetro. No se observd ademds lz existencia
de lesicnes necréticas en ningdn casoc.

£s de destacar la inexistencia de lesiones en BR1G v la
practicamente no significativa afeccién de este drgano
ocbeervada en R1&, ambos cazoz a 50 h.p.i.; hecho este
coherente con la tambhién leve afeccidn del bazo en estas
MiEmMoE CasS0os.

¢4,2.1.1.6, PANCREAS.

La afeccidn del péncreas en egsta experiencla se ocbhxervd
a partir de laa 35 h.p.i., siendo maxima en R13 y Rl4 hac:ia
el final del sequnde dia post-infeccidn.

Las legsiones observadasa =2 caractarizaron por
regtringirse a a&acinis g grupes Jde acinis proximes bien
definidos y por meostrar, normalmente, reaccidn FAP  (+]
intenza. Es  interesankte rogsaltar —©ue no  s2  apreciaron
lesiones de este drgano en R1S y R1G.

El hecho de que se afectasen predemipantemente acinis
superrficiales v en contacts con zanas de la serosa - por lo
demis frecuentemente inflamada - indica con toda
probabilidad que la infeccidn =e digeminaba a partir de esta
Gltima {(Figura 24).
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4.2.1.1.7%. PERITONED.

Al 1gual gue en oktras experiencias en 'as que se empled
la via dJde inoculacion i.p., las serosas mesentdérica vy
peritonealos an senkida amplio, mostraron legiones
infllamatorias PAP vy Gram {+! de manera constante en el
trapseurso de toda la experiencia,

Las S5EroRas md = afectadas Everon lag SEFOSAS
génitourinaria, resentérica, gastrolntestinal ¥
diafragmatica. En ¢l casoc del =zistema gastrolntestinal, la
dafeccidn adicional de diversa consideracidn, de las capas
musculares subyacentes v de laz plagas de Peyer, fusron
ballazgos [recuentes.

4.2.1.1.8. MEDTASTING.
Las lesicnes observadas en la fona medizstinica en esta
EXperiencida no mostrarcn excesiva gravedad. S5e ocbhservaron

leszonez inflamakorias PAP (+) poco significativas en RY,
R1, ®RLl, R13 v R14.

4.2.1.1.%, Otros Sdrgancs.
Se ocbhservaron algunas lesiones PAP (+) en el epicardio,

waso de Rld:, ¥y en los pulmones. casos R4 y RB. pera en
general no fueron significativas.

4.2.1.2. EXPERIENCIA 2

ESEPECIE !/ EERDTIPD : L.monocyiogenes 4h

OSIS IMOCOLACION : 1,5 x 107 m.o./ml - 0,5 ml
VIA INQCOLACION : Intraperitoneal (i.p.)
PAOTA DE SACRIFICIO Y/0 MORTALIDAD :

Tiempao
p-i- 4h 12h 20h 28h A0h 3&h 44h 45h

rl ) RS R7 35 b Rl1l r13= E15~7
R2 E4 RE RAa R1O0* RL2 R14™ R1&™

{*) mortalidad
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4.2.1.2.1. BAIQ.

Hasta lasz 12 h.p.r. pno comenzaron a  observarse
Alkeraciones morfeldgicas evidentes en este argano, 3i bien
crn BHL vy RZ2 fue va posible detectar MIs con bacteriags PAP [+)
mediante e]1 use de objebivo de inmersidn. Tales MO0s con
listerias fagocirtadas se localizaban principalmente en la
g2ona marginal (ZMY de la pulpa blanca {PB).

Las primeras alteracicnes apreciables se cobservaron en
R3 a 12 h,p.i., congistiendo en una afluencia progresiva de
Hds y PMMHN: Al drganc, los cuales se distribuyeron
prefusamante por losg sinusoides de la pulpa rodia (PRI ¢y 2M.
Al igual gue en Kl ¥ B2 algunas de estas células mostraron
reaccidn PAP (+] intracelular. Se sbservd también en este
case una Inclpiente deplecidn e inflamacidn de la zona
periarterialar de la PB {(PALSY, asil como presencia de Mis
PAR  (+] en la nmisma. R4 no mostrd  alteraciones
gignificativas, mudidndosele aplicar lo referido a Bl v RZ.

Entre las 20-28 h.p.L. [(R9, R&E, RY? v R8], la deplectidn
linfoide del PALS progresd gradualmente, hagiéndoze mas
evidente en torno a la arteriola central de la PB, lo cual
se manifestéd por la existencia de cariorrexis ¥y cariolisis
en dicha zena. También se observd reacclén PAT (+)
intracelular an folfculas linfoides; mayeritariamente en
celulag identificakles como "macrdfagos de cverps tingible”
CMeTsY . Lz deplecidn linfoide silempre coincidie con la
afluencia de MOs y PMMNs a la zora del PALS y con la
presencia de reaccidn PAP (+#) intracelular en dichas cé&lulas
fagocfiticas. Este patrdn lesicnal consistente en deplecidn e
inflamacidn ¥ necrosis del PALS, serid ya constante y =e
intensgificard progresivamente durante teda la erperiencia.

La IZIM se observd particularmenke astivada, Ean
cantidades importantes de células fagociticas PAP (+} ¥
fendmenos de necrosis celular gue predominaban y eran mas
abuendantes en la zona i1nmedlatamente adyacente a la PB.

Respecto de la PR en este primer dia p.i., ademis dn
una dran profusisn de PMEHNs vy HOs, mucheoca de ellos con
reaceldn PAP (+] intracelular. cabe decir que mostrd también
NECrosLs celular difuesa digtribuida ma s o mencs
uniformemente por toda ella, sobre todos en RS y RA.

& parkir de las 28-30 h.p-1i.. laz lezicnes previamente
descritas aumentaron gradualmente en extensidn ¥ gravedad
hasta 1 final de la experiencia. Como consecuencla de elleo,
la afeccidén de la PB, gue se manifiecta bidzicamente por la
existencia de inflamacién de tipo mixto (PMENNs/MO=) ¥y por
deplecion  y necrosis linfoide ambas progresivas, fue
intensificdndose gradualmentse (RB, ER9) hasta el punto de
poderase constatar su priactica desgaparicidén en R10, R13 vy
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Rl4. Unicamente los foliculos linfoides de la PB conservaron
vegtigios reconocibles de su estructura. En BR1S v R16 a 45
h.p.it., la necrosis del drganoc es casj total (Figura 23%).

En los dltimos animales de la experiencia (RI3-R1&1, la
deplecian linfoide ¥ la necrosis fuersh de tal magnitud gue
era posible apreclar parclalwmente estructuras del estroma
del drgano. Particularmente aparentes eran sohre Ltodo las
estructuras wasculares, algunag de las cuales - can kada
probabilidad venas - se observaron anoermalmente distendidas.
La obzervacidn de maltiples trombos fue tambiédn frecuente an
esbos casas (Figura 251).

Hay gue destacar gue en RI1L v Rl2 (36 h.p.i.V', &l hazo,
51 brien mesbrd wuna Lmpartanke reacc1on inElamatoria
generalizada ktanto en la PB coms en la PR, no mostrd por el
contrario existencia de necrosis gsignificativa en su sSeno.
Asi por ejemplo., esta fue menos lmportante en R1I) y R12 a 36
h.p.t. gque en R9 v RI0 a 30 h.p.i, ¥ por supuestoc gue en
T13-Rl6. En consonancia con este, la reaccidn PAP [ +)
tambiédn fue ostenaiblemente menor en RI1I1L v RIZ gue en el
resto de los fases anteriormente mencionados,

En reSUmen durante los= dos Primeros dias
post-infeccidn las lesianes existentes en el bazo =e
caracterizaron por upa deplecidn ¥ necrosis  linfoide
progresivas, tante de la PB como de la PR, v por una masiva
afluencia de Mis v PMHNNs, las cnales se distribuyen
profusamante por codo el Gdrganc. Lag lesianes
inflamatorio-necréticas descritas se inician en la ZM de la
PR v 2l PALS., Loz folicule= linfoides son las estructuras de
la PB menos ¥ mas tardiamente afectadas.

La PR se afectd facsi a la vez o mimultianeamentes a la
PR, ¥ en «lla, ademds de la presencia de gran cantidad de
PMNEs y MOg, la cxistencia de necrosis celular difusa fue el
hecho mds significative.

La pogitividad de la reaccidn de PAP moestrd tanto en 1o
referente 2 su intensidad ceomo 3 3u distribucidn en e)
drgang, un cursg paralelo y similar al de la progresidén de
lasz lesioneas deacritas,

4.2.1.2.2. GANGLIOS LINFATICOS.

La relacién de ganglics linfitices estudiados ¥y
valorades fue la siguiente:

8 5. mesentérico (G. yeyunal) ———=———mm— e m—ea 14/16
m G=, renales e 1liacos (linfgreentro lumbar) === 137106
B G, gASLPrich —mre e e e - 10/16
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m 3=, mediastinicos [(linfocentragl - ——————-—me=== /16
m 35, mandibalares {linfocentral —=—==r——=—===-== 117186

En esta experiencia el primer ganglic en el gue =e
oheervaron Signes de inflamacidn fue el G, mediastinico de
B2 a 4 h.p.i. (Grifica 2}. Mostraba reaccién DAPR (+) intensa
circunscrita a los senas subcapsular vy medularezs vy siempre
asocliada a la presencia inportante de PMNNs vy MOs. En
contraste, la zona exterior adyacente al ganglic permanecid
indemne. Las listerias detectadas siempre lo fuercn en
posicidn intracelular.

La afeccidn y reaccidn PAP (+} del linfocepntro
mediastinico se mantuvo durante el transcurseo de toda la
experiencia ¢R5, R, R7?, R12, y R15}, wvariandso udnicamente el
grado de inflamacidn ¥ necrosis existente en el mismo, que
an general siempre [ue imporkante. El patrdn lesiopal de
inflamacidn mixta difusa ¥ necrosis en grada variable,
distribuidas principalmente por el seno subgapsular vy la
médula ganglieonar, se corresponde con la de upn dqg o agenkte
infeccio=zo que accede a)l ganglio via linfatica aferente.

En el G. yeyunal se abservaron a 20 h.p.i. {R3,R6) las
primeroa indicios de inflamacidn {(Grafica 2). Consistiercn
£stos en una amplia zona de mpoderada deplecidn linfoide sita
en el paracdrtex, junto con la presencia en la misma zona de
abundantes células de aspecte macrofdgico. Toda la zona fue
BAPR (=1,

En REe cin embarge se oabservd un n? reducido de acdmulos
inflamatorios mixtos {(PMHNs/MI=s) mal definidos en paracérter
¥y ciirtex interfolicular. Tales actmulos =& asocliaban
invariablemente a vénulas post-capilares y la reaccidn PAR
{+] fue =olo detectable en algunos Mz mediante objetivo de
inmersidn.

A parkir de este momento (RE a RLlE) las losiones
descritas fueron ya constantes durante toda la experiencia,
obzarvindege tambidn con Frecuencia en la zona subcapsalar
iFigura 26). No obstante, aungue el n? de acimulos
inflamatorics Se incrementd moderadamente, ni1 las Iesiones
ni la positividad a la reaceidn de PAD fueron excezlivamenle
importantes.

Una significativa deplecidén linfoide fus observable en
todos los cascs desde RE a Rl16, Es5ta era muy evidente tante
en 2l paracérter como en los [olicules linfoides, estos
dltimon PAP v Gram {-1}.

Respectn de  los  demas ganglios abdominales (G,
giskricg, G=. renmales e illacos), la valoracion de las
lesiones gue mosbraron es en geperal similar a la va
comenkada para el ganglio mesentérico. En ellaa, el gqrado de
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inflamacidn y necrosis =1 bilen wvarid osktenziblemente, fue
pricticaments constante. En concreto el gqrade de afaceidn
que s& chaecvd en estos ganglios se detalla en la Tabla 2.

En lo gue =& reflere a los ganglios wmandibulares =1
primer caso en el gue se observaron signos de inflamacidn
fue el RS a 20 h.p.1. (Gridfica 2. Al 1gual qgue an &)
ganglio mesentérico de este mismo cagos, el hallazgo mas
relevante fue una importante zona de deplecién linfoide
paracertical con abundantes MOs, tade elio aseciado a la
presencia de lasieones inflamatorias alrededer de algunas
vénulas post-capllares de endotelio alto (VEAs}. Ta reacoidn
PAP fue po=zitiva débil y =2e localizd intracelularmente an
MOs, Para gu deteccidn fue pecegario el abijskiva  de
inmetrsion.

Las lesiones observadas en log Gs. mandibulares de los
demis casocs de esta experiencia {RS, B9, R10, R12Z, R13, R15
¥y RLl&}, consistieren en actmoles jinflamatopios mixtes
[PMNNs/M0st mis o menos bienm definidos en paracdrbtex ¥
codrtex 1nterfolicular ¥ en la existencia de una variable
pere significativa deplecidn linfoide. En algunos Mis de los
acumtles inflamatorios perivenulares descritos se pudicron
detectar listerias PAF (+1,

4‘2‘1‘-2[3' TIHDI

En el timo leos primerss signos de alteracidn se
obhservaron a 12 h.p.i. &n Rl ¥ E4. Consistieron en una
deplecidtn linfoide incipiente del cértex timico, gue no de
la mé&dula, ¥ una gran prafusidn de HMCTs tambida en el
ciortex.

Sin embargo a 20 h.p.i. el time de RS mostrd necrosis
progresiva del cdrtex, lo cual se manife=td por existencia
de gran cantidad de caricrrexis y cariclizis, hasta el punts
de gque era dificilmenta reconocible. La médula aparentemente
o sg observd afectada y la reaccidn PAP fue negativa en
asta zona del drgana.

El desarrcllo de npecresisa cortical timica fue un
kallazgo constante durante toda la experiencia. De hecho, a
partir de lagz 28 h.p-i. esta lesgién fue observable en todos
los casos estudiados: K8, R%, RlU, RL2, R12, R14 ¥y R15.

S4lo en R14 =me chservo un pequeno actmule inflamatoric
muy poco  sigoificativae en 2]l cédrtex del GSrganc.  Se
apreciaron en &1 Mis y PHMNNs ddbilmente PAP (+)1. Por el
contrario, en R10 se cobservd una leve lesidén inflamatoria
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PARP {+} en ia madula timica asociada a una  véEnula
post-capilar.,

Tales lesiones fueron tan poco significativas respecto
del conjunto del drgana gue no parece poSible establecer una
relacidn de causalidad plausibhla entre ellas y 1la tokal
deplecidn linfoide observada en el cérkex timico.

En ningln momento se observaron lesicnes en la zona del
mediastine adyacente al timo.

4.7.1.2.4. PLACAS do PEYER.

En el Ekranscurso de la esperiencia no se ohservaron
lesiones inflamatorias del parénguima linfoide. 51 sn
apracid por el contraric una notable deplecidn linfoide que,
desde las 28=30 h.p.i., fue observable en todoz lo=z casos
hasta &l final del experimento {R% a R16), coexistiendo en
algunocs de ellos (R13) con wuna importante profusidén de MCTs.

Ha<1a las 20} h.p.1. 3= cbhservd la prezencla de algunas
listerias adheridas al mesctelio de las placaz de Peyer.
Eran detectables aparentemente libres, o bklen fagocitadas
par MOs v PMNNs adherides asi mi=sme a la serc=a. Este hecho
fue cobservado ya invariablemente hasta el final del
experimento.

Unicamente &n algunos casos {(EB8, B9, RB10, Eld4} se hizo
patente la presencia de listerizs e&n la capa muscular
subyacente a la seroma. La reaccidn inflamatoria generada en
ezos casos fue mpoderada {(RB} o pridcticamente awla (RS, RIO,
R141).

4.2,1.2.5. HIGADOD,

En el hfgado los primercs signoE de inflamacién se
observaron casai sadbitamente a 20 h.p.1. {RE3, R61. Hasta
entonces, =1 bien no se apreciaron lesignes aparentes, =1
que furron detectables canfidades significativasz e
listerias =an fase de colonizacidn de hepatocitos o
fagocitadas por células de Kuppfer {R1, R2, R3I). En R4 (12
h.p.i.) incluzg e= posible apreciar la formacidn de acimulos
inflamatorics muy incipientes provocados per la presencia de
bartarias PAP,

Transcurride el primer d.p.i. fueron ¥ya evidentes
milbiples lesiones por todo el drgano. Se caracterizaban por
la presencia de acimulos de cédlulas inflamatorias
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fagooiticas { PHNNG Vi MOz}, Tecrosis incipiente de
hepatocitos (picnosis nuclear vy eeosinofilia citoplismical ¥
presencia en genseral importante de listerias en su seno. En
aguel las casos mds graves cn loz gue se chservd mortalidad,
no sa aprecid reaccidn inflamateria significativa asociada a
leziaones. Eztaban dfztaz constituldas  por grupos de
hepatocitos adyacentes necrdéticos vy replefos de listerias;

la reaccidén PAP (+) fue muy intensa en estos casos {Figura
27,

Fue interesante en esta experiencia el hecho de que
pudo observarse el proceso de formacidn de las lesiones
durante la fase inicial de la infeccidén (0=-48 h.p.i.} en
aghe drgano.  Asgf ze apreciaron, desde cantidades muy
reducidas de listeria=z en el interiocr de hapatocitos recién
infectados, hasta hepatocitos repletos de listerias gue
todavia no habian side lizados y por lo banto no habkian
yenerado atn respuesta inflamatoria (Figuras 28 a 3073,
Simultdneamente era también factible observar leciones
inflamatorias con cardcter de microabgeesos, bien
inclpientes. bilen yva desarrollados (Figura 3la v bl

Por otra parte, el n? de lesione=, la cantidad "grossac
modo" walorable de listeria=, agil como &1l tamane de las
legiones observadas, =se incrementd progresivamente en el
transecursa de la infeceidn. Consecuentemente, durante el

segunde d.p.i., la mayoria de dichas lesiones se observaron,
&ér1 general, bien desarrclladas (4G0=300 wm de didmetral,
tenlendo ademis caricter predominantements

inflamatorio=-necrStico (Figura 3210.

Ell y Rl1Z2- (368 h.p.i.} ©presentaron lesionez de
caracteristicas similayres a Jlas vya degeritas, pero la
cantidad de listeyrias obzervables en las mismas fue
ostensiblemente menor gue en los okres casos mencionados)
incluso comparandolos con un tiempo post-infeccidn inferior,
caso de RS v R10 a 30 h.p.1..

4.2.1.2.6. PERITONED:

La afeccidin de las serosas abdominales fue constante,
aumentando progresivamente la gravedad de laz lesiecnes en el
transcursc de la experiencia. Lag lesicones inflamaborigas
obscrvadas fueron mis frecuentes en el mezenterio, conjunto
de serosas del sistema genito-urinario, serosa peritoneal
diafragmitica y me=so gastro-csplénico.

Las lesiones censistieron en acumulos mas o menos
difuzos de PMNNs v Mda principalmente en la superficie de
las serasas menciconadas, pero gue cendian progresivamente a
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invadir el interior de oz mesos. La reaccidn de PAP fue
glempre [+}1, 1nepcementandose a lo largo de la experiencia.

Las lesiones i1nflamatnrias fueron parbicularmente
intensas a nivel de las sereosas del sistema genitouripariao
en Aambos Saxoes,

4.2.1.2.7, SISTEMA GENITAL:

La afeccidén genital fue manifiesta de manera importante
en las hembraz, en particular en RE8 vy R10 a 2B y 30 h.p.i.
regspeciivamente. En ambos casos lag lesiones inflamatorias
chgervadas fueron muy extensas, afectando principalmente a
la superficie serosa de owvarie, owviduckeo, fdterc = inclusco
vagina., En los dos casos la =zerosa mostraba inflamacidn en
s prictica totilidad, afectdndose también el miometrioc con
intensidad wvariable en maltiplea puntoz 4de]l dteroc. La
reaccidn PAF fue positiva jntepnsa epn todas lag lesiones.

El patrdn lesional indica casi con toda probabilidad
que la infeccidn se disemina a partir de la serosa
peritoneal. ’

Los rateones machos mostraron inflamacidén extensa vy
difusa de la serosa de los drgancs genitales, pero en ningun
rase se obgervd afeccidn paralela de s=u pacénguima.

4.2.1.2.8. PANCREAS:

El pincreazs comenzd a observarse afectade hacia las
30-36 h.p.1. aproximadamente. Laz lesiones son en general
reducidas, tanto en cantidad de focos inflamatorios como en
la extensidn de d&rgano alectadsa. 5e caracterizaran por
restringirse a acinls o grupos de acinis prédximos bhien
definidos ¥y miesatran narmalmente reaccidn PAFR (+) 1ntensa.

Al igual gue en el sistema genital, el hecho de gque
anicamente s& afectasen acinis superficiales y en conbacto
con zonas de la sercsa con Erecuencia inflamada., indiga
probablemente que la infencién se dizemina a partir de eska
a2ltima.

4.72.1.2.%9. 0Dtros drganos:
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Mo se observaron lesiones en losn demds drganos
astudiados. Esto es valido para corazén, pulmones, rifones,
encéfalo y zona mediastinica en sentido amplia.

§.2.2. Experiencias de duracién normal

4.2.2.1. EXPERIENCIA 3

ESPECIE / SEROTIPO : L.monocytbogenes 1/2a

DOSYS INOCDLACION : 2,6 x 10* m.o./m}t — 0,5 ml
VIA INOCUOLACION : Intraperitoneal
PAOTA DE SACRIFICIO ¥/0 MORTALIDAD® :

Tiempo
B-1. 24h 48h 72h 36h 120k i44h 14688 192h

l ] L] 1 1 1 1 1 ]

R1 R3 Eh "7 RY R11 R13 R13
Rr2 R4 Ef RA R1¢ R12 R1l4 R16

(*) No se registré mortalidad en esta experiencia

4!2!2!1.-1.‘ E;‘H\Eﬂ-

En =l transcurse de la experiencia dnicamente  se
observaron lesiones en la pulpa blanca. Estas consiskieron
en deplecidn linfoide & ipflamacidn plogranulomatosa de
extensidn € intensidad variable en la zona periarteriolar o
PALS. No se observaron lesiones necrdticas en ningln caso y
lo= foliculos linfoldes permanecieron; en general,. indemnes.
La pulpa rocja no presentd alteraciones aparentes.

La deplecitn linfoide de 1la zona periartericlar se
aobservd ya a las 24 h.p.i. en EKl, siendo esta muy moderada y
no presentando reaccidn PAP (+) apreciable.

Posteriormente, se observaron lesiones en la PB en Rj,
Re, R7, RH, R% y R16. En RA y RO la afeccidn fue débil,
miaeptras guwe en BRI, R7 y RB las lesiones inflamatorias
obaervadas foeron kRastante importantes y afectaron a grandes
zonas de la pulpa bBlanca. En estos dltimos <asos, el
caracker de la inflamasvén fue de tipo picgranulomatoso
{Figura 33},
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Es de desgtacar, gque durante toda la experiencia las
legiones aexistentes o bien no moatraron reaccion PAR 4+
apreciable 1Rl y R}, o bien &Esta fue 9é8lo detectable de
nanera fiakle con objetiva de iomersidn (B3, R?, RA, RS ¥
RlG}.

En les casos BB, RY, R8, RY y R10 se aprecid un nidmero

de mitosis superier al observado en condiciones normales en
la pulpa hklanca, incluido =1 PALS.

4.2.2.1.2., GARGLIOS LINFATICOS.

® 3, mesgentédrico (G. yeyygnal) ————o-—mo——————— ldflE
8 Cc. renales & ilfacos (linfocentra lumbagl) ---- 7716
|, G. gadstrico —————----——er e —me 5/16
& G5. mandibulares {linfocentro}l -——--—-~---=—-~ 11/16
m 35, mediaatinicos (linfocentro) ~—-=r—-=r=mewaa /16

d.2,2.1.2.1. G. yeyupal.

En el kranscurss de esta experiencia s6le se observaron
legsiones en R7 y RB (96 h.p.i.}, o siendo la afeccidn
ganglionar en ninguno de log camos excesivamente inteansa. Al
igual gque en el hazo, e las legiones observadas
predominaron, en general, MO0z morfoligicamente de aspecto
actjivadg. La reaccién PAP [(+) =sd4lo fue detectable mediante
objetivg de inmersidn.

4.2,2,1.2.2, Linfocentro lumbar.

Solamenkte R7 (26 h.p.1.) mostrd lesiones inflamatorias,
giendo el grado de afeccidn leve y la reacecidn PAP | +)
débi1l. En el restoc de los ganglios lumbares estudiados no se
obgarvaron lezicnes aparentes.

4.2.2.1.2.3. G. gagtrica.

La cant idad de ganglicse estudiados fue poco
significativa como para hacer wna valoracién fiable de los
mismos en esta experiencia. 0Oe cualguier manera, en los
casos estudiado= no se observaron lesiones.

4.,2.2.1.2.4. Linfocentre mandibular.

No se phservaron lesiones aparentes en ninguno de los
ganglios mandibulares e=studiados en esta experiancia.
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4,2.2.1.2.5,. Linfoccentro moediastinico.

El escaso ntmere de ganglics mediastinicos estudiadeos
en esta expertencia, noe permitid la valoracidn de los
Mismos .

4.2.2.1.3. PLACAS d~ PEYER.

Ademis de ser una cantidad poce signiflicativa de placas
de Pever la gue pude ser estudiada, ne =e observaron
leziones aparentes en ningdn casocs de logs valoradosm.

4,2.2.1.4. TIHO,

En le referente a eske drganc, lo mds Lnteresante fue
la no existencia de deplecién linfoide del cdrtew an ningidn
caso de los gue componiazn la experiencia. Asil mismo, no se
cbhservaron lesicnes inflamateorias ni reaccidn PAP {+) en
ningin momento {Figura 34).

4.2.2.1.5. HIGADD.

El higadec fue =1 4Srganc mas constantemente afectado =n
el transcurso de ecta experiencia. Sin embargs, las lesiones
obgervadas nunca Fueron consideradas graves,

Es importankte seflalar gue na se aprecld reaccidn PAP
{+) en ningdin caso de los egtudiados en esta experiencia.
Las células inflamatorias presentes en la= lealoneg fueron,
desde el principio, de tipo nmixto, observandogse en cllag
abundantes PMHNg, MOo v, en meneor cantidad, linfeocitos.

Conforme tranzcurrid la experiencia, el caracter
granulomatoso, con mayoria de MOz de aspecto epitelioide,
fue progresivamente mag evidante.

Las !esiones abservadas fueron siempre miltiples,
opscilando 2] tamafo de las mismas entre 100 vy 400 um da
diamebtre, ¥ no Se gpreciaron zonas necrébicag en las mismas.
Su distribucidn [ue predominantemenite portal, en particular,
en torng a los conductes biliares de leos espacion porta,
ademd=z de al azar par tode el pardnguima.
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4.2.2.1.6, SISTEMA CARDIORRESPTIRATORIO.

Unicamente se ahservd un aclmule inflamaterio mixto PAP
l+1 en miocardic en BLl 4144 hop.id.

4.2.2.1.7. PERITONEC.

Las sercsas peritoneales mostraron un  grade de
inflamacidn débil en relacidn a experiencias con dosis
supericres ¥ mismo serotbtipo de L.omonocytogenes. Predominaron
en BR7 y RB, y sus caracteristicas fueron similares a las qun
se describen en  las  experiencias 4 ¥y 5, =i hien,
ostensiblemente menos importantes.

4.2,2.2, EXPERIERCIA 4

ESPECIE /SEROTIPO : L.monocytogences 172a

0IS1S INOCOLACION @ 0,8 2 16® ma.o./mE - 0.5 ml
VIA IHOCOLACTON : Intraperitoneal

' PAOTA DE SACRIFICIO ¥/0 MORTALIDAD

Tiempo
Pal. 24h 4Bh - 72h 96h 120k 144h
— 1 | | 1 1
I__ Rl R2 R5 R9™ R13 R15
R2 R4 RG Ri0~™ El4
R?" R1l
R3™ Ri2

{(*) mortalidad

4,2.2.2.1. BAIO.

Durante las primeras 24 h.p.i.., en Rl, no ase observaron
lecsiones aparentes. pero en R2Z yva existian algunos acdmulos
inflamatorios poco significatives en el PALS y e&n la ZM.
Tales lesiones fueron PAP {+}, observindose también en la IM
Mz  PAP [+). Esta 1ditkima mostraba aspecto de  gran
activacién, con gran profusidn de PMNNs y MOs.
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Trangcurridas 48 h., en R y R4 fueron ya evidentes
lesiones inflamatorias masivags en 2! PALS, las cuales
coincidian con una olara deplecidn linfoide del misme
tFigura 35}. La zona mis periférica de la PH, principalmente
faliculos linfoides, se obzervaba parcialmente preservada.

En el PALS, la= cdlulas inflamatoria=s predominantes
fugron PHMNN=s y HOs, estos dltimeos nmostrando claramente
listerias fagocitadas en su citoplasma. En la PR, el
componente cefular mayoritario fueron sin embargo PMENs, los
cuales formaban miitiple=s actnulos inflamatarins bastante
bien delimitados del entorno préximoe no alterado vy con
tendencia a la formacién de micreabsceses., En conjunto, en
R3 v R4 la afeccién de la PB fue superior a la de la PR,
Todas lazs legsicaes, tanto enh la PB comoc en la PR, fueron
PaPi+] v la presencia de trombog no fue un hecho 1nfrecuente
{Figura 36}, La evolucidén ¥y relacidn entre la gravedad de la
lezién observada y la reaccidn PAP (+) Be muestra epn la
grafica 4.

A partir de las 48 h.p.1., las lesiones inflamatorias
dezcritas en B} v E4 =c intensificarcn y generalizaron por
todo el drgano, pudiendo definirse la lesidn observada como
une esplenitis progranuziomatosa difusa. En esta fase lo mas
caracteristice fue una gran profusidn de PMENs v MOs por
todo =1 Srgano y la existencia de reaccién PAP (+) difusa y
generalizada. En 1a figura 37 puede ohsarvarse la
inflamacidn de aspectoc granulomatosoe del PALS e B a 72
h.p.1..

En la zona correspondiente a la PR fue posible chsarvar
maoltiples microabscesos gue gradualmente se transformaban en
focos inflamatoric-necréticos con gran akbundancia de
cariorrexls y cariolisis (Figura 383, Wo obstante, las
lesiones existentos fueron predominantemente de  tipo
inflamatoria, siendo el componente pecrético de las mismas,
ninimo.

En las 24 h. sitguientezs, a 96 h.p.i.. la situacian de
"fage pritica® parecia mantenerse, puec coexistian en esta
efLapa ratones gue mestraban una progresiva regeneracidn de
las lesionas f{esplenitis piogranulomatosa difusal, casoe de
Bll v R12, ambos eutanasiades, junte con otro= en loa gue se
apreciaban fenémenos necrétices predominantemente, ©case de
B9 en el gue se aprecid® muerte espontdnea. RY  mostrd
lesionesg inflamatorio-necrédticas similares a las va
descritas para R7 y RA. RIC no fue precesade por presentar
un estado de franca autalisis.

Fue interesante el ecasoc de R1L, animal gue fue
sacrificads en estado preaghnico. En &1, aun persiatiendo
lesiones inflamatorias PAP (+)] en la PR, £stas tendian a seyp
granulomatosas con abundantes Ms de aspecto epitelioide,
ziendo también detectable la presencia de células linfoides
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de aspecto blastico @n Ja misma. La PR, por £l contrario,
mostraba una 1magen &n la gue  predominaban maltiples
microabseesos y legsionoes inflamatorias mas o menos difus=as,
PAE (+]),

Aun sugiriends la valoracién histopatolégica de este
ultimo caso una franca tendencia hacia la resolucidn de la
enfermedad, lag lesiones padecidas en éste y otros Srganos,
probablemente impidieron su curacidn, tal y como guedd de
manifieste al ser eutanasiade en estado preagdnico.

En centraste con lo anterior, R1Z, al mismo tiempo p.i.
(26 h] no mo=trd lesiones aparentes. Mas bien al contrarilo,
lo gque =& observaba era una manifiesta hiperplazia de los
foliculeos linfoides. La ZM per=zistia activada y en la PR =c
observaron abundantes células  hematopoyéticas y  gran
profusidn de PMHN= v MOs en los sinusordes. La reaccidn PAP
fue an aste caso negativa,

Postaricrmente, a paftir del quinto d.p.l., las
Ieziones, =i se observaban (R13 ¥ Rl14), eran rezsiduales
{Figura 393, Estas congistfan an daplecidn poco

sigpificativa del PALS vy, esoporddicamente, algan  Foco
inflamatorio PAR [+,

Aungue la wvaloracidn histopatolégica del bazo en R13 vy
Eld permitirfa suponer que la infecoidn ya habia sido
controlada, la perzistencia de esktas dltimas leslones seria
indicative de gue todavia existen focos ipfeccioseos en el
risme baze, o en ofres punton del organisme.

Por el econtrario, en Rl5, ne se observaron lesiones
inflamatoriazs ¥ la rteaccidén PAP fue negabiva, Podria
interpretarse en este cas=o gue unpa "restitutio ad integrum”™
de las lesicnes se ha producide ¥a a ezgte Ltiempo
post-infeccidn,

Tanto e&n R1Y y R1l4 como en RL1S5 (Figura 39}, la
hiperplasia de los [oliculos linfoides fue manifiesta ¥y
evidente. En general, la regeneracicon de las lesiones desds
B12 a Rl5 coincidid con la presencia en la PB de una
poblacidn linfoide homogénea de aspecto blastoide.
Consecuspntemente con ellg, un numero de mitosis por camps
superior al observade en condiciones noermales fue  un
hallazgn Frecusnte, siends estoe extensible también a la
Fulpa reocia.

§.2.2.2.2. GANGLIOS LINFATICOS.

m 3. mesentérico (G. yeyunal) -——---=----soeecoo-- 15/16
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®w G2, renales & iliacecs [(linfocenktro lumbapl ———— 3416
T G, QASLILICO —= e e e e mmemm—————— /16
# O=. mandibulares [linfacentrn)] ===—-—-———————— 11/186
# Gs. mediastiniceos (linfocentrol —===———-—————— ES1E

4,2.2.2.2.1. G. yeyunal.

La infeccidn en eske ganglio se caracterizd degde las
24 h.p.i., por la exigtencia de maltiples Zonas
inflamatorio-necrédticas de tamane vartable (300-1000 um de
diametrel, que en algunes cascs adguiriceron proporcicnes muy
importantes ¥ llegarcn a ser casi masivas; oaso este lbimo
observado desde RS a RLl1l (Grafica 5). En estons Ccasos en los
gue las lesiones fuegron mds extensas e lmportantes, excepto
la médula gangliconar (Figura 40}, el resta del ganglio se
shservaba afectade por procesos inflamatarios mixtos, si
Bien con  predominie de M0s coms célula  inflamatoria
fundamental. La reaeccian PAP, aungue wariable, fue positiwva
en todos los casox.

For el contrarioc, en R12 {96 h.p.i-), B13, R14 {120
hop.i.}y ¥ RIS {144 h.p.i.}, las lesiones inflamatorian
shservadas Lendlecon gradualmente a disminuwir {Figura 411,
ademis de no ser &s5tas nuy releavantes vy PAP (v} poco
significativo o negativo. Fue destacable en estos casos la
presencia de feliculos linfoides secundarios.

4.2.2.2.2.2, Gs,. renales, illacos v gdatrico.

El escaso n? de ganglios observados no ha permitido una
valoracidén fiabkle de los nismos.

4.2.2.2.2.3. Linfocentro mandibular.

Las lesiones obcervadas en estos ganglios  Fueroen
variables en importancia e inconstantes en su presentacidn.

2 24 h.p.2., ©n RI, 32 c¢bgervd vya un acumilo
inflamatoric mal definide, poce relevante y FaAPR (-},
Fosteviormente sin embargo, se obgervaron ya lesicnes PAP
t+y en RY (48 h.p.1.), RS (72 h.p.i.}) v R7,. REB, RY, y¥ R1D a
96 h.p.i-. En genaral, laz leziones observadas eran
miltiples, con tepdencia a granulomatosas y la reaccidn PAP
{+} gue presentaban era poce significativa en relacidn al
tamane de las mismas.

A partir de las 9% h.p.i., en Rl2, R14 y R153, no se
observaron lesiones =ignificativas, y 1la presencia de
folfoculons linfoides secundaricn fue ceonstante (Grdfica 3).
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4,2.2.2.2.4., Linfocentrs mediastinica,

En =sta experiencia, =1 n® de ganglios mediastinicos
estudiados  tampoco o5 suficiente cone para  hacer una
valoracin fiabkle. Ho obstante, los rasoc en los gque ha sido
posible su estudio confirman las observaciones descritas en
ocEras experisncias de esta tesls con la misma vwia de
1noculacidn ¥ serobipo. Es decir, Ieglones
inflamatoric-necrdticas precoces (desde 24 huop.i.), PAP (+}
¥y de bastante intencidad. Algunas veces, come en BRI ¥ RE a
7 haps.1., la afeccidn resultd ser masiva {Gr&fica 5.

4.2.2.2.3., PLACAS de PEYER.

Las placas de Peyer no moskbraron lesiones aparentes en
el transcurso de esta expertiencia.

4"2"2"2#". TIHU"

A 24 h.p.1., en Rl y R2. no =e observaron alteraciones
aparentos de este Grgano, perc a partir de lag 48 h.p.i., en
RY, la deplecidn-necrosig linfoide del cértex fue constante
y evidente desde R4 a R11l, este dltimo en el 49 d.p.i..

Mayoritariamente, la deplecidén del codriex fue Pap (-1,
perc en algurnos casecs se abservaron acumulas inflamatorios
md3 o nmenos focalex PAP {(+}. En cualguier caso, la zona
lesionada PAP t+} no fue relevante en relacidn a la
generalidad del cdrtex.

En cantraste con ello, &n R1Z, RI4 v RlS5, no se
cbservaron lesicones aparentes en el drgano. 31 ellu fue
consecuencia de gque hubo una ripida 2 inktensa repoblacién
del cartex o, =21 por ¢l contrario, on estos casos nunca hubo
deplecidn linfoide, nno &5 posible determinarle en esta
experiencia.

4.2.2.2.5. HIGADD.

A 24 h.p.i., en E2, se observaron peguefcs acumulos
inflamatorios de 50-100 pgm de didmetro formados bidszicamente
per PMHNNs vy MOs PAP (=) (Griafica 3.

A 48 h.p.i.. el cuadra lesional de este Srganc
persistia sin grandes wariaciones, perc ya era posible
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aobscrvar algton foco inflamatorie de 200-250 um de didmetro
PAP (+) ad&kil, caso de R4. No ghstante, la cantidad de
lesiones observada era minima.

Hacia fas 72 h.p.1., en B? v RA s& obyervd ya un
aumento ostensible en la cantidad de lesiones inflamatorias
nixtas {PMNNs v MOs}, del Eipe de las descritas en E4. Sin
embargo, también e daprectiaban Fegquenios acinulos
inflamatorios como los descritos en R2. Estos, eran a veces
PAP {+} y otras hegativos.

En contraste copn estos hallazgos, en RS y RE, a 72
h.p.i., &5 decir al mismo tiempo post-infeccidn gue R? y RE,
la cgantidad de lesiones observada fue tan escasa, gue
practicamente pueden considerarse L significativos;
axcepcién hecha de un {oco subcapsular de cardeter local PAFP
{+} 2an BH ¥ una cierta inflamacidén en el entorne de la
veaicula biliar en RA.

Lns casns RS vy ElLl a %6 h.p.i., mostraron una imagen
mily =2=imilar a la descrita para BT ¥ RE.

R1Z y Rl2 también a 96 h.p.:., mostraron lesiones
inflamatorias variabhlas en las gue lo mi= sobresaliante fue
el gue &stas se ohservaran on mayor cuantia respecto de los
T&505 anteriores.

Finalmente, a partir de 120 h.p.i., en Rl4 y R1S, las
lesiones disminuyeron gradualmente, tanto en cantidad como
en intensidad, no sobrepagando las 100-200 uym de didmetro.
Estas lesiones ademds fueron PAP {-), ¥ gu caracter,
inicialmente mixto, =1 transforma progresivamenkte en
granulomatoss,

4.2.2.2.6, SISTEMA CAROIORRESPIRATORIO.

Excepcidn hecha de dos acumulos inflamatorios miztos
PAP (+}, poco significativos, en miccardio v en loz pulmones
de Rll, e&n lo= demis rcasoc= no =se observarun legiones
aparenteg en el transcurso de esta experiencia.

4.2.2.2.7. PERITONEG.

En este apartado se estudiaron las serosas del bazao,
higadao, gistemas genitourinario ¥ dastrointestinal,
diafragrmitica ¥ mesepnbario.

La cbservaci®dn de lesiones inflamatorias fue constante
en las serocsas menctiomadan, desde el primer hasta €] cuarto
dia p-i. inecluide (Rl a Ri1l}. Sin embarge, a partir de]
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quinto d.p.1., la ausencia o la resclucidén de las lasiones
fue prdcticamente completa.

Lags lesiones abservadas fueron desde focales o
rultifocales, hasta difusas ¥y extenaas, v ggtaban
consCituidas por actimuilos variables de principalmente PMNNS
Y. en menor cuantla, Ml=z. Sienmpre gue se obsearvaron fueron
FAF (1},

Es importante indicar, gque en determinadeoz casos la
intensidad de la inflamacién provecd la afeccidn grave de
esbructuras subyacentes a la sercosa, caso de RZI, Rl y R14,
donde se  comprebd wna  grave miositis  diafragmitica.
Inkeresantementa, en estos casos, la afeccidén diafragmética
e obzervd tapto en la cara abdomiral como en la bordcica.

For obtra parte, desde B3I hasta R%, la inflamacidn de la
serosa gastrolntestinal afectd también, al progresar, a la
musculatura lisa subyacente en diverso grado. Las lesicones
observadas en estos casas parecieron distribuirse al azar v
fueron siempre PAP («).

La sercga del sistema  genitourinaric se  ohsarvs
afectada en R3, Rh y. particularmente, 2n Rl1, caso en el
que la inflamacién se extendid por el miometrio provocando
graves lesiones PAP {+) en el mismo. Los urdteres y la
vejlga de la orina también se observaron afectados en
dlguneocs casocs (B5 y R11). Por lo demds, &n el rifdn, aun
gstando la =erosa rendl casi constantemante afectada, nunca
se observd la extensidn de la inflamacidn hacia el intarior
del pardnguimna.

4.2.2.3. EXPERIENCTA 5

ESPECIE / SEROTIPOD : L.monocytogenes 172a

DSIS INDCOLACION @ 3 x 192 muo./ml - 9,5 ml
VIA INOCULACION : Intraperitaoneal
PAOTA DE SACRIFICIO ¥Y/0O MORTALIDAD

Tiempo
p.i. 24h 3&h 4Bh 60h 72h 80h

l 1 1 1 1 [ |

Rl R3® R5" RO R10* R12%
R2 RA™ RG6* rR11"

k7~

i

(*) mortalidad
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Resultado de la dosis letal de infeccién enpleada, fue
ia existencia, a 24 h.p.i., de lesiones inflamatorias vy
necrdticas masivas por tede el &Srganc, tanto en la pulpa
blanca como en la pulpa rola IFigura 42}, BResultado de ello
fue la observacidn de c¢ariorrexis y cariolizsis masiva por
todo 2] 4rgano. La reaccidn BAR {(+} fue miéxima tanto en 1o
pulpa blanca como ea la pulpa roja {(Figura 43).

Necreosis generalizada del 4rgano similar a la descrita
en RZ2, fue ohservable también posteriormente en R3, B4, REG,
B7, RE v RY9. En todos estos casos la reaccidn PAP {+) fue
cohstante |, pero disminuyd  progresivamente  durankse el
transcurse de la infeccidn, no cbhstante ser ésta siempre
inken=a.

Paralelamente a la reaccidn PAP {+), los fendmengs de
cariorrexis y cariclisis descritos tambiédn fuesron cada vez
menos o=tensibles conforme progresaba la necrosis. Este
aspecto fue claramente observable en RY, donde la
celularidad del &rgane estaba tan disminuida, gue era
posible apreciar en algunas zonas incluse el estroma del
&Grgano {Figura 44). Asi mismo, fue patente &2n este caso una
andmala ¥y gran distensicén de numero=cs sinuscides y otras
estructuras, probablemente vencsas, del Srgano.

En B5 5in embargo, ¥, mds claramente en RO, BRIl y R12Z,
fas lesiones necrdticas tendieron a restringirse a la pulpa
bBlanca predominantemente; mostranda la pulpa roja una
hobable tandencia a la reqensraclan iFigura 451,
adicicnalmente, la reaccidn PAP (+) fue muy supsrior en
estas casos en la pelpa blanca que en la pulpa roja,
asocidndose entonces a la importante pecrasis existente en
dicha zona {(Figura 45). Por =1 contrario, en la pulpa raja.
la reaccién PAP [+ ademis de ser nenos ostensible, fue
predominantemente intracelular y se asocld a células
inflamatorias de manera principal.

4.2.2.3.2. GANGLIOS LINFATICOS.

a G. mesentérico (G. yeyunal) ---—————=-=sm===-=-=- 12,12
4 335, renales ¢ ilfaces (linfacentra lumbarl —---- 47172
B G, gaAgkricd e e e m e e o m e 5712
a Gz, mandibulares (linfocentro) =—===—=r=—o——-——-— HAl2
@ Gz, mediastinicos {linfocepbrol ==—-=ceeeaea=r-- Bs12

4.2.2.3.2.1. G. yeyunal.
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Las lesiones observadas en este ganglic consistiercon en
actimuloes inflamatorios de extensidn variable a nivel de 1la
zopa subcapsular y zonas del cortex adyacenkes, v ademds,
acumuelos o focos inflamateoric-negsrdbicos Lrrequlares  de
diversa gravedad y consideracidn en paracértex.

Laz lesiones fueren sliempre de cardcter mixto (PMHNs y
MQB? Y PAP I+?._mﬂstrandﬂ en todos los casos un aspecto
similar independientemente del dia post-ingculacidn.

4,2,2,3.2.2. Linforcentro lumbar.

El n%? de ganglios de este Cipe estudiados en esta
experiencia, no permite una descripeidn secuencial de la
evolucidn de las lesiones. NWo obstante, merece la pena
indicar que en RZ y B3 <4s5tas son muy intensas, teniendo un
cardcker inflamatorie-necrdtics generalizado tanto en el
cértex comoe en el paracthrtes ganglicnar; todo elloc BAR {(+).

4.2.2.3.2-3, G. gastrico,

Las lesilicnes observadas en askte ganglio respopndieron
predominantemente al patrén lesicnal de tipo perifériceo o
subcapsular, ez decir, caracteristico  del access de
L.moanacytedenes al ganglie via linfa aferente. Ello es
probable gue fuera debidc a gue su zona de drenaje incluye
también la parcd del estdmago, frecuentemente afectada ¥y
cbjeto de lagsiones inflamatorias importantes en el
transcurse de btada la experiencia.

4,.2.2.3.2.4. Linfocentro pandibular.

Lan lesioneg observadas oan estos  gangllos.  aungue
constantes, f[ueron peoco relevantes &n esta experiencia.
Congistieron en un? o0 2 wvaritos  acimulos  inflamatorios
irregulares, mixtes ¥ PAP (+), en cdrtex interfolicular v en
! paracdrtex ganglionar.

4.2.2.3.2.5%, Linfocentro mediastinico.
Dezde las primeraz 24 h.p.i., las lesiones observadas
en esktos ganglics fueron, en general, magivas y afectavon

pridcticamente a la totalidad del ganglie [(RL, R8, RY9. RLO,
Rll)., La reaccidgn PAP (+} fue siempre canstante.

4.2.2.1.3. PLAZAS de PEYER.
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En esta experiencia, excepto la constante presencia de
abundantes MCTs y una importante deplecidn linfoide, no =a
ghgervaron lesiones significabivas.

4.2.2.3.4. TIMD,

Ademis de la deplecidn linfoide del oértex va descrita
en la ezperiencia 1, lo mds caracterislico de esta nueva
eiperiencia =2n lo referente al timo, fue la mayor Fracuencia
e inkensidad de las lesiones inflamatorio-necrdticas PAP (+)
asorciadas 2 este Argano.

La presencia de lesicones inflamateriaz de cardcter
mixto (PMHNs y Mbs) azi como la intenzidad de lag mismas fue
variable en cada caso. Estas fueron leves en RZ, caso an el
quc se abservaren dos actimoloes inflamaterios relativamente
bien definidos PAP {+) an la unidn cértico-medular, moderada
en R3, R4 y R7, y graves o pricticamente generaljzadag an
R5, R10, R11 vy R12 (Figura 46). '

Exceptbo en R2, en todos los demds casos las lesiones se
dispusieron predowminantemente Ssegin el patrdn "periférice” o
"paritimico” va descrito en la experiencia 1, coincidiende
tambidn de manera canstante este hechoe con la presencia de
lesiones inflamaterio-necraticas 2n el mediagting adyacente.
al time. Estas tltimas son sobre todo evidentes en RZ vy Ell.

La intensidad y extensién de las lesiaones observadas vy
la reaccian PAPRP (+) gue esbas presepntaban e correlaciconaron
directamentes #n el transcurseo de toda la experiencia.

As{ mismp, al igual gue en la experiencia 1, no se
obzervd una  relacldédn o vimnecwlacidn directa  conktre 1a
deplecidn linfoide del cértex PAP (-} y la existencia de
lesiones inflamatorio-necréticas PAP {+4); ya gque, aungue
g¢skas afectaron predeminantemante a3 fonas concratan del
cdrtex timico, existian tambhi&n amplias zonas del misme
daplecionadas sin reaccidn inflamatoria alguna y BaP (-1,

§.2.2.3.5. HIGALOD.

En general, lag lesiones hepidticas Eals fueran
especialmente importantes an esta experlencia, 81 bilen éstas
ge observaron en todos [os casos.

Durankte las primeras 24 h.p.i1. IRl y RZ}, Unicamente se
obEervaron grupos de hepatocitos aislados e infectados con
cantidades wvariables pero impertantes de listerias en su
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citoplasma. En hepatocitbtos adyacentes a £ztas %2 aprecilaron
gignos de incipiente necrosgis. la cwal se manifestd por
easinofilia citaplasmitica y pilcenosis nuclear intensas.

En contraste oon esto, ho s& obzerva reaccion
inflamatoria aseociada a tales lesiopnes a este tiempo
post-infeccidn. Por lo demds la reaceion de PAP  fue
1ntensanente (+} en estos casos v tambhién en BT y RY.

He obstante, a partirvr de 38 h.p.i., ura reaceidn
inflapatoria no demastade importante y con claro predominio
de PMNNg serd ya evidente en R3, R4, RS5, Eb, RH, RL0, R11l y
Hl2. Estas lesicnes, de entre 100-200 ym de didmekro, fueron
tieppre FAP (+) y evidenciaban la pregsencia de pumerosas
listerias en su seno. En R12 fue interesante el hecho de gue
la afeccidén de la serosa  hepatica provocos lesiones
inflamatorias a nivel subcapsular (Figqura 47). En REll1 y RL12
ge  aprecid ademis necrosis incipiente de las  lesiones
inflamatorias, mostrandoe &atas también un mayor tamahg,
200-500 wm de diametro.

En R3, B10 y Rll =se cobservareon listerias PAP {(+} en los
conductos biliarec portales {(Figura 48), y en Rl, R3 y RE s
apreciaron también pedquedos 1nfartos hepdticos PAP (-} de
entre 400-700 um de didamelro,

4.2.2.3.6. PANCREAS.

Excepto en Rl, se han observado lesiones pancredticas
en btodes log casog de esta erxperiencia. Tales lesicnes. con
una rezcolon  inflamatoria  ascciada poco significativa,
tuvieron caracter predominantemente acipap, tendiendo ademis
a presentar reaccidn PAP (+} intensa (R, RE, R%, R1O0, R11 v
Fl2), debide a la presencia de grandes cantidades de
listerias en diches acinis.

La serosa pancredtica se  observd  afectada  con
frecuencia, siendo acinils periféricos y adyvacentes a esta,
los principalmente lesionadeos. Estbo sugiere gue las lesiones
del wgpdncreas we ocdsionaron <con toda  probabilidad por
cxtensidén de laa existentes en la serosa de la glandula.

4.2,2.3.7. BSBISTEMA CARDICRRESPIRATORIO.

S8lo se observaron lesiones significatlivas en RS>, caso
gn ¢l gue se apregid un foce inflamatorio de morfologia
irregular, cardcter mixgto (PMNN=, Mls) y PAP (+}, en el =eno
del miccardic {Figura 49]).
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Err RiO v R1IL, %8 ©ObServaron ZzZonas Ty pacn
significativas y discretas de reaceidn PAP {+) en la pleura.
Estas consistieren en acaomulos focales de PMHN3 y MOs que
afectaron rcaci exclosivamentkse a2 la seroga.

4.2.2.3.8. HMEDIASTIND,

Lesiocnes inflamatortas da gdiferente considearacidn
fueron evidentes en casi todos los casos parbtenecientes a
esta expetriencia.

Tales lesiones, mayoritariamente constituidas por
PMNNs., Fueron mis importantes en R2 a 24 h.p.i., R6 y R? &
48 h.p.1. ¥y R10 y =sobre tode H1l, ambos dltimes casecs a 72
hop.i..

La reaccidn inflamatoria fue particularmente intenza y
frecuente en la periferia timica, coincidiendo entonges oon
la exisbkencia de leslones de gravedad y extensidn wvariahblegs
en el time advacente. En e=2te gentido, lz2 repetida
colncidencia y asociacidn entre estos hallazgos, permite
guponer una olara interrelacidén de caugsalidad entre ambos
hechos.

Eg 1lnlbteresante mencionar gque, al menoss =0 Rl1l, se
ocb=ervaron pequefos acdmulos 1nflamatorics PAP [+) gue
"parecfan seguir" y se disponian entorno al trayecto de las
grandes arterias ¥ wvenas del hilio pulmonar a nivel de =u
advenkLicia.

4.2.2.3.9, PERITONED.

Las lesioneas an  mesenterio v peritoned fueron
constantes en el transcurso de toda la experiencia,. siendo
similares sus caracteristicas a las ya expuesta=s en las
experisncia 1 vy 4.

Es interesante destacar, gue excepto en dos occasicrnes,
en las gue tnicamente s obhservaran dos= célulay PAP (+], los
conductos linfidticos mesentériceos po derostraron alteracién
alguna, ni1 mostrarcn células reactivas PAP (+) en el
transcurso de eska experiencilda.

Finalmente, al igual gue en las experienclas 1 y 4, =e
observaron lesiones inflamatorias de diversa consideracidn
en la serosa y en la muscular gastraointestinal, asi como en
las serosas genitourinaria, diafragmiatica y serosas del
higado, bazo, pancreas y rifones.
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4.2.2.4, EXPERIENCIA &

ESPECTE / SERQTIPO : L.monocytogenes 4b

DOSIS TNOCULACION @ 3,2 x 109 muo./ml - 0,5 mi
YIA THOCOLACION : Intraperitoneal

PAUTA DE SACRIFICIC ¥/Q MORTALIDAD

Tiampa
p.1. 24h 48h T2h 1. 12dh 144h 1&6Bh

l_ 1 Il 1 1 1 L 1

Rl R3 R3™ E9 rR11" R1l4 RlG
]2 R RE™ K10 a1z R15

RT R13

BB

{*] mortalidad
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A lag 24 h.p.i. ya se ohservd deplecidn linfoide e
inflamacidn del PALS (Grafica 61. Laz células comprometidas
en dicha reaccidén 1nflamatoria son bdzicamente Mz vy PHMENs
que presentaran reaccidn PAP (+1 débil,

En la pulpa troja, ademdis de congeskhidn, se observd una
gran afluencia de PMNNg, distribuides profusaments por todo
el drgane, ¥y malbtiples aciomuleos inflamatorics simlilares a
microadbscesos Gram y FAF (+)1. Tales lesiones, relativamente
bien definidas respecto del parénguima adyagente, g
ubicaron regularmente gn la periferia inmediata de la ZM, si
bien posteriormente se diseminarcn mids o mencs de manera
uniforme por tnda la pulpa roja.

La gravedad de lax lesiones descritaz aumentars
progresivaments conforme trangouryre la expericncia,
observandose su punte algideo a 72 h.p.i.. tal y como se
demuestra en RS y RE. RS presentd necrogls practicamente
masiva de todo el drganco, incluidas tante pulpa hlanca como
pulpa roja, peroc en RA la gravedad de las lesiones fue alga
menor. En este Gltimo caso se cbhservd necrosis masiva del
BPALS, pero sea preservaron rvelativamente bien las zonas
B-dapendientes correspondientes a los follculos linfoides.
De wmanera paralela, no obstante mostrar la pulpa roja
amplias zonas de necrosiz, también se apreciarcon "islobeg”
de !a misma relativamente preservadeoz. Las lesianes
exictentes fueron siempra PAPR (+].
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Entre 72 vy 96 h.p.i.. el componente necrédtico de las
lesiones disminuye de manera gradual ¥ una reaccidn
inflamabtoria difusa de tipn plogranulomatoso, bBadsicamenkn
formada por MGs y PMHNs, e hace predominante [(RY7, RE, RO,
Bl0y [(Figura 50). La reaccidn PAP (+) también disminuyd
gradualmente tante en Cantidad como en intenzidad. Es
importante destacar gue en R10 (72 h.p.1.) yva o5 posible
observar una incipiente  hiperplasia de los  fosliculos
linfojides.

La tendencia hacia la recuperacidn clinica dea  la
enfermedad, incipiente en esta fase, =e obzerva plenamente
establecida a partir del 59 d.p.i., manifestandoese entonces
a nivel histopatolégice por la existencia de procesos de
restitucidn, tales come transformacién blAstica e intensa
linfaproliferacion en todo el drgano, y por ser bdsicamente
PAP {~}. El n® de mitosis F campoc { x 400} fue
gignificativamente alto en toda la pulpa blanca, siendo del
crden de 5-10 desde R12 a R16 {(120-}68 h.p.i.1].

En definitiva, el aspecte del bazo en los dltimgg cascs
entre el 50 y 70 d.p.i. (REl2 2 R 161, ez el de un drgane gque
procede a la reposicidn de sus células lipnfoides, hecho gue
ge mnanifiesta come una hiperplasia gradual, bdgicamante de
la pulpa blanca.

Ern Rll, estas caracteristiecas se combiman con la
presencia de miltiples ¥ amplios [foecgs de necrosis en laos
gque la carioli=sis observable es muy intensa. Este hecho y la
muerte posterior, podrian interpretarse como una Trecalida”
irreversible guwe hubiera truncado el inicic de la
recuperacién de la enfermedagd. Tastigo de ello seria la
esplenitis granulomatosa generalizada observable en la hasta
entonces convalecencia de eagte ratdn.

4.2.2.4.2. GANGLIOS LINFATICOS.

» 3, mesentérico {G. yeyunall —-=-—----mm———————o la/le
m 3z, renales o jlijaces (linfocentro lumbar) ==-=-=- 13716
®» G. gastrico -——-—-———-——-—--"—"r - —smm——sa————— 6£/15
» G, mandibulares (linfocentrol -————==m=m—e—e-a 15/16
® Gs., mediastinices {(linfocentro)l —-——m-mmmmmmam B/LA

4.2.2.4.2.1. GI }'e}'unall

Las primeras leziones detectadas epn esate ganglio se
chservaron a 24 h.p.i. (R2}i{Grdfica 7). Consistieron an una
cantidad poco significativa de actGmules inflamaterics mixtos
{PMNN= y MOs)] aparentemenke Sram y PAP (=-). También se
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observaran numnerosos PMNN=s en las "Vépulas de Endobelia
Alca™ (VEasz).,

Las lesiones inflamatorias mencicnadas, fuaran
gradualmenke  mas frecuentes  conforme transcurria la
experiancia hasta las 120 h.p.1. (59 dia) aproximadamente,
momento en e! gque dejaron de cbzervarse., Un grado variahle
perc constante de reacocidn PAP (+) {ue siempre denostrable
en dichas lesitones teonsultar Tabla 6). En R53, RB, R7. R10 y
Bl1 se obgervaron tamhién dreas importantes de necrosis en
la periferia gangliconar ‘{rzona  dependiente  del  senc
subcap=sular? ¥ en paracértex, siampre BPAP [(+).

Desde HL a R1l se observd de manera constante una gran
profusidn de MCTs en paracdrtex y foliculos linfoides.

Bespecto de su localizacidn en el ganglia, cabe indicar
gque [as  lesiones descritas se  observaron slempre  en
paracdrtes, coortex  interfalicular y  se2na subrapsular,
varianda de manera aleatoria segin los diferentes cagos.

B partir del 52 d.p.i. (R12 a Rl&} deja de abservarse
reaccién PAP(+}. En general el aspecto de estos ganglios es
una mezcla de inflamacién granulomatosa difusa ¥
proliferacicn linfobldstica. :

4,.2.2.4.3.23, Linforentro lumbar.

Las primeras legiones se observaron en RI y RS entre 48
y 72 h.p-1.. Consiastievon en extensas aAreas de inflamacidn
mixta {PMHNNs vy MDs) vy necrosis que afectaban practicamente a
todo &1 ganglio exceptuada su zaona medular. La reaccidn PAP
P+ Eue importante.

Estos hallaggos fueron comubes en mayosr o menor medida
desde RY a Rl11 {hasta 5 d.p.l.), ocbservindose también en
ellos profusidn de MCTs. A partir de 5 dfas p.i. dejaron de
ohservarse lesidones significativas.,

4.2.2.4.2.3. G. gdstrico.

Este ganglic mostrd lesianes inflamatoric-necrdkilcas
gsimilares a las descrita= para los ganglios renales e
iliacos, peroc su gravedad fue menor. Los mis afectados se
aobservaron enkre 48 y 96 h.p.i., particularmente en R10.

4.2.2,4.2.4, Linfocentro mandibular.

Excepto en E2, R9 y R1l1 a 24, 96 y 120 h.p.1i.
respoct ivamente, en los gue se observaron algunos acidnulos
inflamarorios an paracértex asociados a VEAs, estas ganglios
ne mostraron  lesicnes significativas  aparentes en el
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transcurso de la experiencia. Rll fue el que mostrd lesianes
inflamatoarias mas importantes {(Grafica 77,

4.2.2.4.2.5. Linfocantro mediastinico.

A 24 hop.i. Bn R2 2e observaron Ya lezionas
inflamatorio-necréticas masivas en un ganglio mediastinico
{Grafica 7). La reaccidn PAP (+) fue intenga.

En R3, R®R>, RY¥ ¥ ERl10 (18-9%¢ h.p.i.} =2¢ rcopnstataron
sinilares hallazgos. En RS la necrosis fue de tal magnitud
que practicamente ya no existia poblacidn linfoide en el
ganglio, pudiendno entonces obhservarse sin dificuitad el
astroma ganglionar (Figura 51Y. La reaccidn PAF t(+} fue
residual en este caso.

4.2.2,4.3, TIMO.

A 24 h.p.i. en Rl y R2 se cbservd una gran profosidn de
WoT=s ene €] cortex timico. A partir de las 48 hop.i, vy basta
2] final de la experiencia {R3, R5, ER6, R?, RB, R9, RIO ¥
R1l) la deplecidn linfoide cortical es compleba (Figura 521,
¥y excepte on RE v w10, PAPR ().

En RE se observdaron alguneos asamulos inflamatorios
rnixtos PAP {(+) en &)l cértex,. asccliados a lesgiones de la
serosa adyacente, pero en cualquier casc no significatives
51 se comparan con la completa deplecidn linfeide cortical.
Ern R10 por 2] contrario, se observa un acimulo inflamatorio
nixta BPAP {+)1 con necrosis linfoide adicional en la médula
del &rgano. Par lo demd=. en RLl3, Rl1% y B16 no se cbservaron
lesiones aparentes ni tampoco deplecidén del cortex.

4.2.2.4.4., PLACAS de PEYER.

Purantke laz primerazx 72 h.p.i. en Rl, R2, R3, R y R7
ny =e oh=zervaron alteraciones =significativas. Hacla las
72-96 h.p.i. en RA, R9 y Ri( se observd la presencia de MOTs
y en concreto en R10 se aprecid un foco inflamatorio mixta
ipien definido, ubicade en la zona cupula de una placa de
Peyer, la cual no pudo ser procesada mediante la técnica de
FAF -

A parbir de las 120 k.p-i. (RYZ a Rl&) no se observaron
le=ziones aparentes en el resto de las placas de Peyer
estudiadas., Unicamente fue significativo el hecho de gque H13
¥y R14 mostraron una notable hiperplasia linfoide.



117

4.2.2.4.5. UIGAD(.

En este Grgane =& ohzervarcn ya a las 24 h,p.i.
aeamulas inflamatorios mixtaos de enktre  100-190 ym  de
didmetrs ¥ una media de 4-% por campo { x 43} t4Grifica 6).
Los componenkes celulares implicados son principalmente
FMWHs v, en mener medidz, MO=. Las lesiocnes mostraron
reancidn PAP (+)] d&bil o moderada.

Confoerme progregsaba la experiencia (RS, R7, ER8. R9,
K10} el tamano y la cantidad de laz lesiones también se
Increnentd gradualmenta, observandose entonces Eocos
inflamatorios o inflamatorio-necréticos de  localizacidédn
predominantemente  perivascular de hasta 200-400 um de
diametro ¥ en n? aproximado de ¥-10/campo [ x 40}, Asf{ nismo
la reaccidn PAP {+} también se intenzifics .

En RID a 96 h.p.i. [ue interesante observar la
coexisbencia de lesiones inflamatorio-necrdticas similares a
lzz dezcritas y lesiones con rcardcter granulomatoso. Tales
granuiomas, bisicamente constituzrdes por MOz, mostraron
tambidén abundantes mitosis: probablemente de oélulas del SMF
{Hls o calulas de Huppfer).

A& partir de 120 h.p.i1.- (Rll, R1Z2) fue nuy evidente e=n
[os sinusoides hepAdticos una gran afluencia de <¢élulas
menonucleares - muchas de ellas con aspecto de nongcitos -
y todas  las lesrenss  existentas Lenlan ya aspecto
predominantementes  grahulomateso  (Figura 531, Asi mismo,
tanto !a cantidad de lesiones obhservables como la reaccidn
PaP {+1 detectada disminuyeron tambidn gradualmente a partir
de ese momento.

Entre R13 ¥y R1& las lesicones exlstentes, si lag hahkia,
~ran vya PAP (-} v pridcticamente residuale=s o poco
gignificativa=.

Inflamacidn circundante a la vesicula biliar se cbhservd
desde las 48 h.p.i. (R3 y R4}, si1ende siempre PAFP (+).
Ademds, en R7, RS, Rl0 ¥ R12 la bilig de la vesicula biliar
pogefa muiktitud de bacterias PAP y Gram {(+V{Figuras 54 ¥y
551,

4.2.2.4.8. CORAZON,.

Las lesiones observadas e el corazdn fueron
predominantemente gepicardicas, casox R7, R8, R9, R10 y RI12Z,
todos ellos entre 72 y 120 h.p.t., afectdndose por extensidn
algunas veres la zona del mincardio inmediatamente
gubvacenke a la serosa (Grafica 81. Laa lesiones fuercn
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siampre PAR [+) v lag células inflamatorias presentes en las
mismags PMMHNz y Mi=.

En RE por el contrarico, se observd cn el miocardio un
actimle inflamacocio mixte PAP (+) de 100-200 um gue oo
tenia relacién alguna con la serosa epicardica.

Algo similar fue también apreciable en R1Z a 120
h.p.i.,. En este caso la Jlesién observada poseia aspecto
nodular. hacla prominencia sobhre la superficie cardiaca v
astaha bastante bien delimitada del parénguima adyvacente.
Tenifa ademds un tamano notable {2 x 1| mm aproximadamanktel vy,
Aungue afectaba predominantemnente al miccacdia, 5u
lecalizacién fue subepicdrdica.

4.2.2.4.7. FULMORES.

Lag lesiones obsarvadas en los pulmones afectaron
principalmente a la pleura y, secundariamente, al pavénguima
pulmonar [(R?, R3, R%, R10, R12}{ Grafica 8!. En algunos
casws, el aspectn de la lezidn fue el de uwma neumania
intersticial de gravedad variable, Cuyo componente
inflamakorio es de tipo mixto, mezcla de purulento ¥y
granulomatosas.

Respecto de la afecciédn del parénguima pualmonar, esta
fue predominantemente perivascular y peribronguial, con la
salvedad de que eran precisamente los bronguios y las
arterias y wvenas de mayor calibre, las gue mosztraban
lesiones mids graves vy extensas,

Es importante destacar gue en log cases en gue so
ohservd afecridn de la serosa pleural también 32 constataron
lesiones epicdrdicas, coincidencia gue aboga por un arigen
comnflin da egfas gsrositis,

En algunos de los casos examinados (R7, RE, R10) fue
posible obgservar la existencia de continuidad entre la
lesitn pleural y la perivasculitis y pervibronguitis a nivel
del hilie pulmonac (Figura 356}, por lo gue existe Ia
posibilidad de gue este altimo pabron lesional no sea sino
extensidn del primera. Es decir, desde la pleura la
inflamacidn se introduciriz en los pulpchnes por medic de la
adventicia de los bronguios principales y de las arterias y
venas pulmonares; desde  ahi la infecclian  afectaria
finalmente al parénguima respiratoric.
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4'2!2!4!&. FHFCHEHSI

En  este  Argano 2 observarnn Zontas focales de
inflamacidn bien delimitadas y de cardcter mixto (PMNNs v
Mis) en RI, R4, RS, R¥, R9, R10 vy Rll. Las caracterigticas
de estas lesiones son muy similares a las ya comentadas para
este misno Argano en las experiencias 1 y 2.

4,2.2.4.9., BSISTEM2 GENITAL.

En los machos dnicamente la serosa gque recubre leos
drganos genitales, lo misme que otras serosas peritaneales,
mostrd  signos de  inflamacidn. E! parénguima de dichos
arganos ounca s obseryd afectado. Este hecho serd up
hallazgu constante en boda la experiencia.

Por el rcontrario en las hembras, kKanto la serosa
uterina (R2, R4, RS, R7, RIO) (Figura 57) come el miometrio
(R7, R10} mostraron inflamacidén en grado variable durante
toda la primera fFase de la experiencia [(Grafica 31,

Al igqual que en la experiancia 4, la inflamacidén mostrd
un caracter difuse y afectd principalmente a la zona del
miametrio subvacente a la serosa, La redaccién PAF (+) fue on
BR? ¥ Rl0 muy intensa. EBn RS ¥ H? también un ovaric se
abservd afectado.

4.2.72.4.,10. PERITONED.

La inflarpacidén de la serocga mesentdrica y otros negos
abdominales fue eonstante tambidn on esta experiencia. La
gerosa gastrointestinal, pancredtica, hepdtica, esplénica,
genitourinaria g diafragmitica 5 gbhservaron casi
constantemente afectadas.

En algunos casos este hecho permitié la entrada de
L.monocytogenes al interior de los drgances. Bl ejemple mds
clare fue o] sistema gastrointestinal, en el gue la capa
muscular subyacente a' la sercsa se observd frecuente vy
aleatoriamante afFectada en pumerosos puntos (R5, RY, RE, R9,
E10, ®B1l, R12%, incluidas placas de Peyer (R7, R&., R9). ILa
capa muscular de la vejiga de la corina también mostrd
inflamaci16n en RY y R1Z.

Por otra parte, es importante sefalar que la serosa y
e] masculo diafragmitico también se abservaron inflamades
iminsitis)! da diversa consideracidn en R?, RE, RO y R10.
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4.2.2.5. EXPERIENCIA 7

ESFECIE / SEROTIPD : L.monocybogenes 4k

DOSIS INQCOLACION : L,2 ¥ 13 mua./ml - 0,5 ml
VIA INOCOLACIGON ; Intraperitoneal

PAOTA DE SACRIFICIO ¥/0 MORTALIDAD

Tiempao
P.1i. 2dh 37h 48h T2h S6h 120h 144h
I ] [ | | ] h| 1 |
Rl rRi- R4" bkl ra- R10O R1Z
R2 RE 1) 711
rR7

(*} mortalidad

4.2.2.5-1. EQEDI

A 24 h.p-i, en El, sc observdéd intensa inflamacidn vy
necrosis de la PB, pero an as!i de la PR, la cual =e
conservaba aparentemente indemne. Mo obstante, la reaccidn
PP (+) fue comen a ambaz zonas. En la pulpa rodar la
reaccién PAP (+) estaba confinada en células fagoriticas
infectadas, gue mayoritariamente no habian sufrido todavia
necrosis por efecto de la proliferacién listérica
intracelular. La ¢onsecuecncia de este hecha fue gue aun
habiendo una cantidad importante de listerias en la pulpa
toja, neo se observaban lesionea inflamatorio-necréticas
aparentes en la misma con téenicas convencionales como la de
hepatoxilina-eaaina (H=E.

En R?, R} ¥ R4 entre 24 y 48 h.p.1., la reaccidn
inflamatorio-necrdtica progresd tanto en la PB como en la
PR, siende la reaccidn PAP {+!) intensa en ambos casos. En
esta etapa de la infecoidn el componente necrdbico de la
lesidn fue predominante.

A diferencia de egtos dltimes casos. en RSO y KB (72
h.p.i.!} los componentes necrético e inflamatorio de lasa
lesiones observadas presentaron un relativo equilibrio. En
R5 la necrosis predomind =n la PB, mientras que en BE& lo
hize en la PR; adoptando en este dltimo case el aspecto de
miltiples micreabscesos, muchos de ellos con  abundante
cariorrexis y cariolisi=z. La reaceidn PAR {+) en RE fue
ostensiblemente mencr gue en los casos anteriores,

Frntre 72 y 98 h.p.i. se observd ya una esplenitis
plogranulomatasa difusa. ne sienda apreciable ademds
necrosis ni en la P8 ni en la PR. A partiy de este momento,
la reaceidn PAP (+} declind ya graduvalmente hasta el final
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de la experiencia. Adicicnalmente, la poblacidn linfoide de
la pulpa blanca mestraba un aspecto linfobldstico indicative
dee la existencia de procesos de regeneracitdn y restitucidn
en la misma.

. Enters [Jd0 v 144 h.p.i. (R10, R1l, Bl2!) noz Sse observaron
leziones aparentes, pero =1 fue constatable la existencia de
hiperplasia linfoide asf como una gran afluencia de PMNRs vy
Mtz al <4rganc. En e=stos dltimos cascos la reaccidn PAP fue
b=,

4.2,.2.5.2, GANGLIOS LINFATICDS.

a 3, mesenptérice (G. yeyunall —-—-=-————mrmmne—a- Gs12
¥ Gs. renales s {liacos {linfocenkre lumbar) =--~-— G712
a 5. gastrico =--=----—--— - e ——— 312
a Gs. mandibulares (linfocepntro) —=—=-=—-—==—a-—---_- 11712
8 Cs. mediastinicos {linfotenbtro}l —-=—-—-ceemmaeo oo q,72

4'2-2-5-241! G!- }’E‘}'unal.

Curante las primeras 24h.p.1. en Bl v R2 ya sze
observaron lesiones inflamatoriaz de caricter mixka ¥
. aspecto irregular en el cdrtex y paracdrtex ganglionar. La
reaccidn PAP fue positiva en tales lesiones. En Rl ademds sc
cbservaron abundantes MCTs en el paracédrtex, por lo que cahbe
supaner la existencia de necresis linfolde a sste nivel,

En R2Z, la mayoria de las VEAs - sitas en 2] paracdrtex

¥y ofirtex interfalicular -, mostraraon Mis PaE {+14
Aaparentemente migrando desde la circulacidn al  interior
ganglianar. Este hecho sugeriria una 1mportante

participacidn de la wvia canguinea en la disemipacién de la
infecocidn hacia los ganglios linfdticoes, independientenente
de cual sea la ubicacidén de estos (Figura 383.

En R3, R6 y R? a 72 h.p.i., el patrdén de distribucién
de 1as lesiones ohsepvazhles &g doble. For una parte, la
presenclia en £] parvacérktex de lesiones inflamaltorias de
cardcter irregular y reiativamente bhian definidas respecto
del  pardnguina  adyvacente, indicaria la wposibilidad vya
mencignzda de diseminacidn hematdgena de la infeccidn. Por
atra, la existenzia dJde lesiones inflamatoric-necrébicars
difusaz en la periferia ganglignar y, en particular, en la
zona suhcapsyelar, indicaria también gque L.rnonocybogencs
accede al ganglio via <onductos linfiticos aferentes. La
reaccién PAP (+) fue constante en cstas lesiones.

Poskharilarmente, de R? a Rl2 no se observaron lesiones
aparenktes (K9, R10, RlZ2' o estas, =1 existieron, fueron poco
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signifieativas (RI1). En PR10G, Ril vy RI12 los centros
germinales de log foliculos linfoides fuercon muy evidentes,
hecho este indicabtive de =u activacidn.

4.2.2.5.2.2, Linfocentro lurmbary.

Las primeras lesiones se observaron a 24 h.p.i. (R2),
censistiends en  actimulos  inflamatorios predominantementa
situades en la periferia gangliemar y uno de ellos en la
médula. E! grade de lesién fue variable en loz diferentes
gangliocs afectados. pero siemprs PAP (+},

A& 72 h.p.i. en R? todavia se ob=zervaron lesiones
inflamatorias PAP (+) tantoc en la zona subeapsuwlar como an
el paracértex, pero en el resto de los cases estudiados a
partir de 9& h.p.i.{ ER10, R1l, Rl2), no se observaron
lesiones aparenptes,

4.2.2.3.2.3. G. gd=strico.

Dado el escaso n? de ganglios gisiricos estudiados no
fue posible hacer una valoracidén significativa del curso de
la infeccidn en los mismos. No obstante en BR? (72 h.p.i.?, R
10 ¥ R1!I 1120 h.p.1.} no se observaron lesiones daparentes.

4.2.2.5.2.4. Lipforentro mediastinico.

agun habidndose podido estudiar dnicamente 4 casos de
este lote, &1 hechoe de haber =zido posible cbhservar ganglios
del linfocentro mediastinice en Bl y R2 a 24 h.p.i.., hace
intergzante su valoracidn.

En Rl, un ganglioc tragueo-bronguial mostrd lesicnes PAR
i+} intensas qgue afectaron practicamente en su tokalidad a
dicho ganglio, siendo !a preoliferacidn bacterianma en el
mismo muy importante y evidente. En este ¢asoc hoboe también
lesiones importantes en &l mediastino adyacente al citade
ganglio, no existiendo solucidn de continuidad entre 1la
inflamaciéan mediastinica v la ganglicnar. Sin embafgo, =n un
ganglio mediastiniceo de R2 las lesicnes observadas fueron
muy poco significativas.

A 72 hip.i. en RY?, foe interesante observar como habia
ganglios muy afectados con reaccidn inflamatorio-necrética
PAP (+] intemsa y masiva, junto con gangllos parteneclentes
al misma linfocentro mediastinice cuya afeceidn era mipnima o

inezistente. Posteriormente a 96 h.p.i. (B9}, npo se
chservarcon lesiones aparentes,

4.2.2.5.2.5, Linfosentro mandibular.
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En general el grado de afeceoreidn de eastos ganglioa Fua
intconstante ¥ poeo significativo en el transcursoe de toda 1a
eXperiencid.

Lis hallazges  histopateolégireos  observados fueron
vartables. A=i, Rl a 24 h.p.i. ¥ RA a4 %8h.p.i., mostraron
A gran profusidn de MCTs en el paracdrtex; 2n ambos casos
la reaccian PAP fue (-}. En R2 se cbservd reaccidn PAP [+
intracelular en M0s gue migraban atraves de lasz VEAz y R5
mostrd varigog aedmuloes anflamatoricopecraticos de tamapo
vartable (100-500 um de diametro! asociados presumiblementa
a vénulas post-capilares del paracédrtex (Figura 597.

Rl, R4, R6, R?, R9?, R10, Ril y RI2 no mestrarocn
lesiones aparentes. En R10 y R12 entre 120 yv 144 h.p.i,, se
cbeervaron folicules linfoides secundarios.

4'2I2l5l3l TIHDI

En pringipia, desde R2 fue evidente uns progresiva
hecrosis vy deplecién linfaide del cfirtex, manifestindase
esta en sus primercs mementos (24 h.p.i.} por una gran
profu=idén de HMCTs y abundante cariorrexis y cariclisain
[Figura L0}, todo =11lo PAFR (-1,

Ahora bien, cste hecho se conmplicd Erecuentemente con
lagiones de {(ndole inflamatoria (PMNNs v Mis! provocadas,
bien por extensidn de las existentes en mediastino (R2, R5?,
bhien por disemindcidn hemdtica a nivel]l de la médula timica,
=ast de B8, En ambas circunstancias las lesiones furron PAP
{+1. '

£.2.2.5.4., PLACAS de PEYER.

Excepto en RY9, a 96 h.p.1., donde se aprecid un foco
inflamatoric bien definido (PMHINa/MOs8) en la zona cipula de
una placa de Peyer, no se ochservaron lesiones aparentes en
ningdin otro caso estudiadeo. En R1D y Rl12 se observaron
folficulos linfoides secundarios o artivados.

§.2.2.5.5, HIGADD.

Durante lax primeras 24 h.p.:., en Rl y RZ dnicamente
se observaron miltiples focos de proliferacidn hacteriana
constituidos por gQrupos de 1-3 hepatocitos gque mostrarcon
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reaccidn  PAP (4] (Figqura fl}), Esta Lécnica  permibid
demoskrar perfectamente la existongia de cantidades
variables de listerias en el interior deo  heopatocitos
infectades por tods el higadeo.

Conforme evolucicnaba la infeccidn, a 37 y 48 hop.i. se
obhservaron ya lesiones con una amplia reaccidn inflamateria
cuya tamafe era de enktre 200-300 um de didmebro. Tales
legiones fueron pradominantemente de cardcter
polimorfonuclear y con abundante cariorrexis y cariclisis en
el centro de las mismasg.

Ezta 1imagen, caracterizada por miltiples microabscesaos
en diferentes fases de evolucidn, coexiskte con lesjoncs mas
recienkes en las gque, como en Rl y R2, sm obgervaban
acimuzlos variables de hepatocitos intensamente infactadaos
por numerosas listerias. Todas lag lesiones fueron PAP {+) a
as5te tiempe post-infeccidn. Simultianeamente, una gran
alluencia de célula=z, en =u mayoria mononuclearss, fuo
evidente por leos sinuscides de todo el drganoc.

A 72 h.p.i. la progresidén de Jas lesiones o3 wvariakle
gaguin Jos cascs. Asl, RDY mostrd un aspecto similar al va
descrito para R3 y R4 con lesiones en diferentes fases de
evelucitn, desde necrosis incipiente de hepatocites hasta
grandes foeces inflamatorio-necradticos de entre 500-600 um de
didmetro.

Por el contrartio, RE& prezentaba mavoritariamente
lesiones de rcaracteristicas granulomatosas con ostensible
predeominle de MOz vy en menor medida otras  céElulas
inflamatorias (Lts y PHNMNg} {(Figura B2}. E= interegante o]
heche de gque estas Jeslones fueron PAP (-} v ademds s5e
obaervd en ellas un indice de mitosis  importante. Ho
cbstante, tales lesiones coeXistieron tambidén con lesiones
del tipo de wmicroabscesos, a1 bien en cantidad mnencs
significativa.

Las lesione= cn R? sugieren un &stadiso intermedio de
evelucién entrxre RS v RE, caracterizindo=e por 2Eer
inflamatorio-necrdticas peroe en general de aspectoe menos
grave vy an menor cantidad que las existentes de RI a RS,

En REBE ¥ RS a 72 y 96 h.p.i. respectivamente, las
lesiones extsbentes zugieren va una gradual superacidn de la
infeceidn. Ests se manifiesta  por la cantidad poco
significativa de las lesiones obaervadas, la disminucidn de
la po=zitividad a la reaccidén de PAP ¥y por ausencia de
necrosls en las miamas.

De RIG a R1Z las lesienes fueron poce importantes v la
reaccidn de PAP poco significativa (R10G} o ausente {RL1 ¥
Rl12). La reacecidn inflamatoria observada fue mixta oop
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kendencia a granulomatosa v abundd espeacialmente en la
periferia de los conductos biliares y espacios porta.

d.2.2.5.6., CORAZON.

Ee observaron lesicnes en RS y RE a %2 ¢y 98 h.p.i.
respectivamente.

Ez interesante el hecho de. gue en B la lesidn
inflamatoria observada afectd dnicamente a las serosas dael
organc en  toda  su extensidn, wpor lo gue estas  sa
diagnesticarcon  como  epicarditis y pericarditis. Ambasg
garosas fueron intensamente positivas a la reacecidn de PAPR
{Figuras 63 v 64}, apreciandose tambilén exudado 1nflamateoria
difuso PAP (+) en 2] mediastino. La adwventicia de la awrta v
otros grandes vasos de la base del c¢orazén, también
mostraron reaccidn inflamatoria PAP ¢+)] 1mportante (Figura
851, Sin embargo, el nmicrardio en sentido estricto, no so
abservd lesionado.

En BB la lesién epicardica es poce significativa,pero
se obhservd up foro inflamatorio con reaccidn PAP {+) inkensa
en el dpex ventticular. Fl resto de los ecasos estudiados ne
mosbrd lesiones aparentes,

4,2.2.5.7. PULMONES.

Las lesiones abservadas en este Srgana ge restringieron
a BRI y RA a 72 y 96 h.p.L- respectivanente, y mostraron un
patrén de distribucidn predominantemente pleural v
subpleural con exudacidn fibrinesa importante (Figuras BG6 y
67a v bi.

La pleuritis fibrinosa afectd a la seroga practicamente
en toda su extenzién, pero cuando se observd inflamacidn del
pardnguima subpleural, &sta [ue siempre focal. El exudado
inflamatorio mixto (PMNNs y Mds) mostrd reaccidn PAP (+)

constante.

4.2,.2.5.8. MEDRIASTINRG.

En =]l mediastince =e constataren lesiones inflamatarias
de intensidad wariable en R1, RZ, R4, R3> y RH. E=
interasante gefalar  como la existencia de reacclidn
inflamataria PBPAP (+1 en el Ltimo siempre ooincidid con la
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existencia de lesicones inflamateorias mas o menos difusas en
el mediastino. Viceversza, en R?, donde lo dnice gue se
observéd fue deplecidn del cérbex, el mediastine ne mostrd
rastro alguna de inflamacidn.

4.2.2.5.9, PERITONED,

La inflamacidn de las sernsas peritoneales en sentide
amplic, fue constante hasta el 82 d.p.i.. Lo mismo que en
otras experiencias, las mds afectadas fueron &l mesenterio,
serosa gastrointestinal, mesos gastroecsplénico, sercsgas
genitourinarias, diafragmitica v en general todas  las
serosas de los drganos abdominales. De B9 a RL2 sin embargo,
no se oshservaron lesionez aparentes.

En pr=sta erperiencia pude comprobarse frecuenkemente
como la sercsa era invadida activamente desde la superficie,
provocandese entonces lesiones inflamatorio-necrdticas de
tntensidad wvariable gue tenian accesc a la wvascularizacién
sanguinea y linfatica del interior de las zerasas. También
la capa muscular externa gastrointestinal y el diafragma
fueraon Erecuentemente afectados desde la serosa visceral
peritoneal.

4.2.2.86. EXPERIENCIA B

ESFECIE / SERQTIPO : L.monacybodgenes 3a

DoSIS INOCULACION @ 1,6 x 10® m.o./mi - 0.5 ml
VIA INOCULACION : Intraperitoneal
PAUTA DE SACRIFICIO Y/0 MORTALIDAD :

Tiempo
p.i. 24h 44h 12h 96h 120h i44h

l 1 ] L 1 [ 1

Rl R3 R3™ R R10 R12
Rr2 R4 RG 3 Rll
R7

{*) mortalidad

4!2!2'6'1' EAZG‘
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A las 24 h.p.i. va se ohbservé deplecién linfoide ¥
lesiones inflamatovio-necrdbicas PAP {(+] en el PALS (Figura
G8). No obstante, la zona nmds periférica de la pulpa blanca
permancela relativamente hien preservada (Qrafica 9.

El componente 1nflamatorie de estas lecinnes Fue de
caracter mixte (PMENs y MOs}, pero con predominio manifiesto
de loa primeros. La existencia de cariorrexis y carioclisis
fue tambifn abundante en el PALS,

En la pulpa reoja, en Rl y R2, fueron ya evideantes
miltiples actGmolos inflamatorio-necréticos BAP (+)  con
tendencia a la formacidn de microabscesos (Figura é&H). Su
distribucidn fue mis o mencs uniforme por toda la pulpa
Foja, siendo mis abundantes en R? gue en Rl.

El aspecto de R3 a 4B h,p.i., fue muy similar al
descrito para Rl y R2. Sin embargo, en R4, al mismo tiempo
post-infeccion, el compeonente necridtico de las leslones era
myy poco sidqnificative, predominando por el contrario, una
Feaceidgn inflamatoria plogranuzlematosa por todo ol drganc.
También la reaccidn PAP t+] Fue ostensiblemente penor gue en
casgs anteriores [(Figura 691,

A 72 h.p.i., la esplenitis pisgranulomatosa difusa fue
manifiesta en BH (Figura 70}, casos en el que la reaccidn FAP
{+} v la existencia de inftlamacién en la pulpa roja, fue
particularmente intensa {(Figqura 71}, Sin embarao, en RS vy

BR7?7. &l grade de afecci&in esplénica fue osbeansliblemenkr:
infarior gue en casos anteriores.

En RS ¥, sobre toda, en RY. la pulpa blanca se ocbservd
relativamente bien preservada, con dnicamente una cierta
deplecidn linfoide e 1nflamacidén del PALS poco importanke.
Er la pulpa roja, el componente plogranuleomatoso fue lo mds
avidente, po detecctandose ya microabscesos. Por otra parte,
en estos dos idltimes casos la reaccidn PAP (+) fue también
menos importante gue enktre 24 y 48 h.p.i..

Lo mencionadse para RS y R?, fue ecxtensivo para RS y RY
a 9 h.p.i., cascz en los que, aunque persistia  la
inflamacidn picgranulomatosa en la pulpa roja, les procesos
de reparacion y la repoblacidn linfoide, tanto en la PB como
en la PR, fueron manifiestos. La reaccidn PAP 1+) a sa vex,
tendfa a ser progresivamente mds imperceptible. En R, se
observé ademds hematopoyesis abundante.

Finalmente, de RIN a RIZ (120-144 h.p.i.). ya no 5=
observaron lesiones aparentes, y la reaccidn PAP fue
invariabliemente (-1. También se ob3ervd hematopoyesis
abundante en R10 vy R1l, e hiperplasia iinfoide en R11 y RI1Z
{Figura T2%Y.
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4.2.2.6.2. GANGLIOS LINFATICDS.

B G, megentérico (C. yeyunal) ————-—-—mmmmmae——- 112
B Gs, ilfaceos (linfocentro lumbapP) ———=--eeee——ma 65412
B G, gastricg ———-—— === — e r e —— - e 6sz2
B . mandibulares (linfocentrol ——=-=mmmmcmeemea 11/12
B Gs. mediastinicos (linfocentro) =cmc—ccuwmmme o 6412

4}2i2l6l2!1i Gi }"E‘}'unal-

A 24 h.p.i., &  observaron miltiples acdmulos
inflamatorios discretos basicamente constituides por M0s vy
dfcoclados a VEAs en Rl y RZ2. Fue también posible detectar
mediante PAP algunas listerias fagocitadas en M0z presenkes
en dichaz lesiones (Grafica 107,

Ern =l rcontexfo general del ganyglio, las lesiones =e
ubicaran en el odrtey interfolicular ¥y en paracédrtex.
Adicionalmente, en R2, se apreciaron Zonas irregulares y mal
definidas en las due se observaba depiecidn linfeoide ¥y
presencia difusa de MOs. Algunas de estas células eran BAP
{+1, pere lo mis destacahble de esteos cazos fue la evidente
desproporsisn ohservada entre la importancia de las lesiones
¥y la reaccitn PAP (+), gque era minima.

De BRI a RE& {48-72 h.p.l.), las lezsiones anteriormenke
descritas persietieron y aumentaron tanto en cantidad como
en inkensidad. La cantidad de Lacterias PAP (+} observadas
en las mismas también se Incremenkd, ¥ respecko de la
ubicacién de las lesiones, eskas se hallaban iqualmente an
paracdrtex v cortex inkterfolicular de manera predominante.

Mo obstanrte,” en B3 (Figuras 73 y 74), R4, RH v RE
Lambidn se aprecid reaccisn inflamatoria PAP (+] mis o manos
difusa a nivel suvubcapsular, por 1o gque aparentemente
coexiztian dos patrones de inflamacidn, uno de arigen
sanguineo, asociade a VYEAs, en cértea interfolicular ¥
paracériex, y otro del tipe linfitice aferente, localizado
en sene subcapsular v zona® adyacentes,

Lo expucstn para R4 es aplicable también a4 RS> y RE, 33
bien laz lesiohes proaresaron en estos casos en lo gue a
gravedad =e refiere. Es interesante el hecho de gue en RS
fueran ohbservables células de aspecke macrofigico con
listerias fagocitadas en &l lumen vasculavy de algunas VEAs.

A partir de 96 h,p-i., la gravedad de las lesicnes

disminuyd dridsticamente, de manera que de R10 a R1Z (120-144
h.p.i.), ya no se cbservaron lesiones aparentes. De manera

similar, la reaccidn PAP (+) en BE fde va insignificante vy,
a partir del guinte d.p.it., €ésta ya no fue detectada.
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4.2.2.6.2.2. Linfocecotro lumbar 1Gs. iliacos).

La cantidad de gangliocs ilfaces estudiades en esta
gxperiencia no  fue  suficiente come para establecer
resyltadeos concluyentes.

El caso mis relevante fue R4 a 48 h.p.i., en el gue se
pudiaran observar importantes lesiones inflamatorias v
necrdtlcas en la zoanma de influencia del senoc subcapsular, v
en el cértex y paracéritex,. Dichas lesiones Fueron PAP (+), ¥
mostraron principalmente un patrédn de inflamacidn en el que
la infeccidn accedfa al ganglie wvia linfa aferente, R2
mostrd lesiones similares,

4.2.2.6.2.3. G. gistrico.

Ademas de e¢ue la eantidad de gangliocs gastrices
examinados el esta eXperiencla no e considerada
significativa, en los casos wastudiades las lesiones
observadas fueron inconstantes v poco significatbtivas.

4.2.2,6.2.4. Gz, mnandibularces.

Estoz® ganglioz mostraron lesiones poco importantes en
el transcorso de toda la experiencia {(Grdfiea 10). Dichas
lesiones coansistieran en acimulos inflamatorios maltiples en
ciirtex interfolicular y paracéHdrtex, cuya reaccién PAR (+)
EFue debil en gepneral. Muchas de las lesiones observadas
paresian asocisrse a VEAS.

3.2.2.6.2.,5, 5. mediastinicos.

& 24 h.p'i- ya =ze observaron lesiones en Rl. Ceonsistian
en inflamacidn difusa asociada &l senn subcapsular v senos
medualares, ademdz de actmulos  inflamatorics mixkos en
paracartex v microabscesos en foliculos linfoides (Grafica
10}. Algunoa MCT= presentes en dichos foliculos linfoides
maostraron reaccldn PAFP [(+),

En R3, la inflamacidn ganglionar fue mucho mds intensa,
afectando principalmente a la zona medular. Se observaron en
ella lesicnes inflamatorias mixtas (PMENs y MOs) PAR t+} v
abundante cariorrexis y cariolisis en toda la zona,

En R7 a 72 h.p-.i., en eontraste con Ri, se ohservd
inflamacidn granulomatosa difusa PAP (+) de la prédctica
totalidad del ganglic, principalmente en la médula.

En RE ¥ B, ze ahasrvd también inflamacian

granulomatosa difusa de todo el ganglia, Can la
particularidad de gue la reaceidn PAPR [+) fue practicamente
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noe significativa. En Rl2 no sa abservaron lesiones
aparentes.

El patrdn lesional predominanke 2n todos estos rcasoc,
Fue el caracteristico del acceso de Lomonocybtogenes al
ganglio via linfa aferente.

4.2.2.8.3. PLACAS de PEYER.

Excepto en RY, casoc en el gue ss& ohgservd deplecidn
linfoide evidente de las placas de Pever, no se apreciaron
lesiones en a2l resto de los ca=o= estudiados.

4#?.2'5.4- TIHDI

La evolucidn del timo mosterd un patrén lesional vya
descrito en experiencias previas. A& 24 h.,p.i., se ocbservd en
el rcortex una gran profusién de MCTs v, 2 48 h.p.i. en B3,
la deplacidn linfoide del cértex eva total. Ern dias
posteriores, esta se mantendria hasta aproximadanente las
120 h.p.i.

4 partir de este momenta, de RIO0 a R13, no ge
ohsarvaron lesiones aparentes. Por lo demdas, sdlo en Rl se
aprecid un pegueho acimole inflamatoric PAP (1 de 40-78 um
de difmetro en el coOrtesx.

4.2.2.6.,5. HIGCADOD.

A& 24 h.p.i., la cantidad de lesiones observada fue ya
significativa, 0-3 acdmulos inflamatorios/campe {objetiveo de
10x). Tales lesicones fueron microabscesos de peguefic tamafo
fB0-150 wm de didmetyreo} PFAP (+} ¥ lesicones 1nflamatorias
incipientes (Grafica 91. Algunas células de EKuppfer
mostraron reaccidan PRAP (+) intracitoplasEmica. También fueron
observables hepatocitos recién infectades con listerias en
=u citoplasma ¥y ausencia de reaccion inflamatoria a su
alrededor.

A partir de este meomente, las lesiones, asi como la
gravedad de las mismas, aumentard progresivamente entre las
48 ¥ 96 h.p.i., para declinar de manera gradual y observarse
[inalmente comoe lesiones residuales PAP (=), hacia el 39
dipilas

Las lesiones observadas en el punto algide de la
infeccién (48-96 h.p.i.! fueron micreabscesos y lesiones con
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desarralle de necrosis central wvariable, asi come otras de
cardofor granziomatoso con predominico de MOs (Figura 781,
todas ellas PAP (+#). El tamano de dichas lesiones oscild
entre 200 y 500 ym de didmetra, ohservdndose en cantidad de
l1-3/campo {abjetivo de 1l0x). Las lesiones mAs avanzadas y de
mayor gravedad se apreclaren en RS, case gue presentd
miitiples lesiones inflamatorias con de=zarrollo de necrosis
central y reaccidn FAP {+) intensa en la periferia de dichas
loesiones (Figora 761, En R, por el contrario, coexistian
lesiones de aspecto purulento predominante por todo el
parénguima hepidbtice con lesiones tipicamente granulomatosas
a mnivel portal, en concrete alrededor de los cenductos
biliares {Figuraa 77). Tales Yegjiones  granulomatosas
mogbraban habitualmente numerosas mitosis (Figura 78}. Por
otra parte, la presencia de trombos asociados a estas
lesiones no fuse infrecuenkte (Figura 79},

A partair del 49 d.p.1. (R10 a R12), las lesiones ne
fueron significativas ni por s=su cantidad, ni por su
intensidad. Consistieron en granulomas mepores de 150 um de
didmetro PAR 1-},

Fue Ilnteresante comprobar la abundancia de mito=lis de
hepatocito= en todos estos casos (Figura 80 a v bB). La
presencia de megacarlocitos en gl parénguima  hepdtico.
también Eue frecuente en dichos casos,

4,2.2.6.86. FPANCREAD.

En esta experiencia el pancrezs se cbservd afectada en
R53,R6 ¥y RH. La= caracteristicas de dichaa lesiones fueron
similares a laE expuestas en otrag experlencias, es decir,
maltiples legiones inflamatorias focales y superficialez PAD
{+}, restringida a grupos de acinis praximos entre si.

4.2.2.6.7., SISTEMA GENITAL.

e manera similar a obtras experiencias, en les ratones
machos dnicamente ce ohservd inflamacidn de 1a serosa de las
Grganos genitales, pero no del parédnguima (R4, R7I.

Tambifgn como en gkras esperienclas, en los ratones
hembras los drgancs genitales afectados fueron, an grade
variable, ovario {E5, R%), oviducta y utero {R3, R5, RB, R9)
{Figura 81). Las lesicnes $Siempre fueron PAP {+], v
alectaron en gencral, a toda la extensidén de la =seroza vy,
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mas focalmente, a la capa muscular superficial  del
miometrido,

§.2.2,6.8, PERITONEQ.

Las servsas peritoneales mds frecuentemente afectadas
fueran el mesenkerio. EErOSAS genitourinarias, neso
gastroesplénico, y serosa diafragmatica y gastrointestinal
{Figura 82).

Las caracteristicas de tales legiones fueron similares
a las ya descritas en otras experiencias. La gravedad de las
mismas se iLncrementd gradoalmente desde las 24 h.p.i..,
observindose su punte dlgide entre 48 y 96 h.p.i. (R4, RH,
R, R9). Posteriormente, la gravedad de dichas lesiones

declind progresivamente hasta no 3er va observables a parckir
de la=s 120 h.p.i..

4.2.2.7. EXPERIENCIA 9

ESPECIE / SEROTIFQ : L.lvanovili 5

DOS1s INOCULACION : 1,5 10® meo./ml - D,.5 ml
VIA INOCOLACION : Intraperitoneal

PADTA DE SACRIFICIO Y/O MORTALIDAD :

Tiempo
pel. 24h 48h 12h 96h 120h l44h 1la6dh

l | | [ 1 i I 1

Rl R3 R5" R9 R11 R13 R15
RZ R4 R6- R10 R1Z R14 R16
R?
RB

{*) mortalidad

La no existencia de leasicnes significativas &n lo=
drganas  linfeides v, por el sontrario, a ﬁxis;encia
constante de lesiones hepaAticas graves durankte los prineros
5 dfazs post=infeccidn, fueron loz hallazgos mas imporkcantes
v sobresalientes ohservados en egta sxpariencia.
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4,2.2.7.1. ORGANOS LINFOIDES.

En <oncrate, respeckto de [os Srgamocs linfoides, los
hallargos mdg deslacables fueron la deplecidn del chrtex
timico, entre el primer y quinte d.p.1., ¥y lesiones
tnflamatorias PAFP (+) en algunos ganglios del linfocentro
mediastinico, durante toda la experiencia. Adicionalmente,
en los cazas RS ¥ BE la presencia de MOTs en &] bazo v otros
Grgancs linfeides también Fue un hecho significativo.

Oe manera similar & experiencilas  anteriores  con
L.monocytogenes, tambidén se obhservé una deplecion linfoide
significabiva y PAP (=) en el paracértex de los ganglios
vevunales y mandibolare= durante los dos primereos dias
post-infecciédn. Por el coantrario, hacia el 4-5 dia, una
progresiva hipeorplasia linfoide fue notable v evidente
et 2l hazo vy ganglios linfAticos. En R15 tambifn fue posible
chservar actividad hematopoyética importante en =) bazo.

4‘-2#2‘?[2' HIGHDDI‘-

Duranke las primeras 24 h (Grifica 111 ya pudo
chservarse la esxistencia de maltiples microabscesos de entre
100 v 250 um de didmetro, PAP (*]. Algupaz oélulas da
Kuppfer tambign mastraban rescclian rap (+1, Fue
caracteristico de ecta experiencia el gue las lesiones
tepdian a zer de bipo inflamatorio-necrdtico hacia los dias
2 o 3 post-infeccidn, siendp el componente necrdtico de lag
wismas muy evidente e ineluso predominante; caso de R5, R6,
B2 y R% {(Figuras 83 ¢ #841.

Otrn aspecto llamativo de tales lesiones fue el notable
tamafo gque presentaban, ya que en los casc® previamentno
rencicnados al difmekro aproximado de las mismas oscilaba
cntre 400 v 1000 um. Hepatocitos colapizados por listerias,
g inktensamente PAP [(+), eran constankes &n Ja periferia de
las lesiones {Figura B5}. Lz existencia de microinfartos PAP
{-1 fue también frecuente en estos casss.

En contraste con fos casos ankeriores, en R, R10, RI11
v R12, las lesicnes observadas fueron principalmente de tipo
inflamatorio. Mo obstante, todavia coexisbtian e&n algunos de
cebos casos (R10, BRLZ2) lesioanes con un componente nacrdkbkico
significativo junto con abras de aspecto plogranulomatoso o
granulomateso, en particular, estas dltimas, en los espacios
porta vy alrededor de las conductos biliares {Figura B6). Por
el contrarioc, en Ril, a un kiempo p.i. similar, las lesicnes
existentes eran mis leves y de cardcker dnicamenktrn
granulomatoso., =i bien tadavia con reaccidn PAP ()
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importante (Figura BA}. Postericermenke, de R1Y a R15, las
lesiones obzservadas fueron residuales y PAP {-17.

La exgistencia de brombos en las venpnas de los espacios
porta mo fue un hallazgo infrecuente {(Figuras 86 y 8714,

En RE., a 72 h.p.i., pudieron observarse npumercsas
listerias en la vesfeula biliar {Fiqura 89).

4.2.2.7.3. 0Otros drganos.

En esta experiencia, las gldndulas adrenales mostraron
lesiones inflamatorias PAD (+] ippartantes {(Bl, R7, RO,
cuyo tamafo oscilaba entre 50 vy 300-400 um de didmekro
{Frgura 90}.

#.2.3. Drenaje linfatico de una suspensién de carbdn
coloidal {(Tinta Chinal fras ineoculacidn 1.p..

El hecho de gque en toda= las experienclas con la vig
i.p. los gangliocs del linfocentro mediastinico fueran los
que mas precoznente mostrabhan ceacc1ldn PAP {4+, npnos induios a
pensar la posibilidad de gue entre estos ganglios v e}
peritonec oxistiera upa conexldn linfética directa.

Fara estudiar esta posibilidad, se inoculd un lote de
ratones (61 de la misma estirpe y edad gue la de las
eppleados en 2} resto de las experitencias con 0,5 ec de una
suspansion de carbdn coleoidal (Tinta Chinail como marcadaor.
La pauta de sacrificio empleada foe la misma gque la de las
experiencias 1 v 2.

Los re=zultados obtenidoes confirmaron dicha pesibilidad,
Azf, a 3 h.p.i. se observ® en la necropsia la presencia de
tinta china scbre la superficie de las serosas y drganas
abdominales, pero. macroscoplcamente, ng nostrargn s19nag de
haber captade el marcador. Ezto fue particularmente evidente
para todos los ganglios abdominales observadoes. Sin embargo,
i1 & apreclaron miltiples conductos linfaticos aferentes en
la cara abdominal del diafragma que drenaban tinta china
hacia el torax a niwvel del hiate escfdgico.

Consecuentemente, a ambos lados del esterndn, en la
zona ventral del torax, fue posible ohservar dos conductag
linfiticos de mavor calibre gque drenaban el marcader hacia
los ganglios esternales craneales del linfocentro koricico
ventral (Figuras 91 y 921. Desde aquil, la linfa eferente de
este linfocentro se dirigia hacia los ganglios del
linfacentrn mediastfnico, los cuales se observaban con una
caloracidn negruzea evidante,
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Las preparacicones histoldgicas de  w@stos  ganglios
mostrarcon 1nequivacamoente la pressncia de ftinta china en el
seno subcapsular ¥ en los sencs meduojares de dichos ganglios
(Figura 937.

A ezte mizmo tiempo p.i., en la zona marginal de la
pulpa bklanca y en la pulpa toja, fue posible obszervar
abundantes Mls con particulas de marcador fagocitadas.
Respecko del higado, las células de Kupffer mostrarcon una
intensa captacidn del marcador por tode el drgano, A 24 y 48
h.p.i.., laos hallazgos fueron similares a los mencionados.

4.3. Via subecutdnea

4.3.1. EXPERJENCTA 10

ESPECIE / SEROTIPO : L-monocytogenen 1/2a

HISIS INGQCULACICON : 0.9 x 10" m.o./ml 0,5 ml
VIA INOCOLACIONW : Subecutdnea {(lumbar)
PADTA DE SACRIFICLIO Y/ MORTALIDADR -

Tiempo
p.i. 4h 10k 22h 34h 46h 58h Y¥0h 95k 100h 115h 140h

l L 1 1 1 1 1 i 1 1 | ]

Rl B3 RS> K7 RO R11 RI3 R13™ R17™ RIB™ R20
RZ E4 RE& E8 R10 R12 R1l4 Ri6" R19

{*) mortalidad

4.3.1.1. BAZG,

En &l branscurse de la experiencia se chservd de manera
constante una importanke peplenamegal ia, aparentamente
agociada a intensa  hiperemia, Yy a la existencia de
inflamacidn y¥/o necrogis extensa en varios de los casos
observados,

De Bl a R12, no fus posible determinar la existencia de
deplecidn linfoide del PALS, pero =1 se chservaron acumulos
inflamatorios mpuy leves de PMNNs y MOs PAP {+} en dicha zana
en R& (22 h.p.i.3, RY (46 h.p.1i.} ¥ RI1 (38 h.p.i.}.
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Hacia Jlas 70 h.p.1. Jesiones 1nflamatorioc-necréticas
graves fueron patentes practlicamente por todo el drgano en
R13 {Figura 94%. Fue evidente en este caso el que las
leziones ge restringleron de manera mas  1mportante v
grgnificativa al PALS eon vez de 5 los falfcules linfoides,
los cuales permanecian mejor preservados. No ohstante, a un
misno Liempo pair. Rld no mostera lesiones graves, no keniendo
£s5tas ademids caridcter necrotlrante como en Bl cas=o anterior.

En los casos R15 a R18 (90-1153 h.p.1.}: la necrosis del
drganc  fue masiva ¥y prdctlcamente total. De nmanera
coincidenke, en las casos R15S a4 R18, enktre los mirgenes
cronoldéglcos  menclonades, se  produjo  la moerte como
consecuencla de la i1nfeccidn. En todos estog nasos, 1a
necrosls extsitente se manifestd por una gran abundancia de
car:orrexls ¥y carialisis, sugiriendes gue la causa gue 1a
provocd habla actuade de manera sabita ¥ reciente entre el
segqundo ¥ tercer dia post-infeccidn. Se observd también en
los mismos, lz presencia de miltiplez trombos, en particular
en w17,

Por el cantrario, en R19 v R20 (118 v 140 h.p.1i.
respectivamente’l, &)1 componente nflamatoris, 31 bien nmuy
intenso, predominaba significabivamente sobre el necrdbico,
ofreclendo el aspoctao de una esplenitis progranulomatosa
difusa va descrita en oiras experiencias. La presencla de
reaccldn PAP v Gram (+), fue en estos casos muche mepor que
en los anteriores, particularmente, de R13 a R18,

4,%.1.2, GANGLIOS LINFATICOS.

B 3., mesantérico {G. yeyunal) --————-—=--—--———— 15420
m 35, 1liacos {linfocenteo lumbar) ———=-—-——————- 14720
G, gistriog ————-mesmmmmm e e e e B/20
n Gz mandibulares (linfocentro) ==—==---=ree—==- 17:20
B G=. medizstinicos {(linfocentrol -=—=-=-r=--—-=ae-- 9720
B Ge. 1pguinales superficlales —-=-------c-e—o—- 11720

4,.3.1.2.1. G. veyupal.

A 22 h.p.i., en RS, se aprec:d la existencia de
deplacién linfoide =significativa a nivel de las follcules
linfoides v del]l paracdrtex, PAP (-). En RS y RV la deplecidn
vhservada fue menon evidente,

Fr R11 (S8 h.p.1.)!, se observd ya la existencia de
lesi1ones inflamateric-necroticas de tamafo variable 150-150
um de diidmetrol y Fforma 1rregular con presencia de PMNNs y
Mg DAR (+3.
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La linfadenitis descrita =2 increnentd progresivamente,
v en R14 (70 h.p.i.) presentd lesiones mixtas (PHMNNg y M0s)
en paracértex ¥y odrtex interfolicular. MNo abstante, la
reaccidn PAR {+) fue d£bil.

En Blé, R17 vy Rle&, la afeccién ganglionar Fue, en
linczas generales, similar a la descrita para Rld, peroc en
R15, a 95 h.p.i., la necrosis ocbservada fue masiva y PAP [+
intensa [(Figuras 95 y 961,

En RiL9 y R20, el ganglio vevumal también se observd
afectado, =i bien el componente inflamatorio constitutive de
dichas lesicnes fue granulomatoese, no presentando estas
necrosis significativa. asi mismo, la reaccidn PAP v Gram,
aun siendo {(+), fue débil.

4.3.1.2.2. Linfocepntra lumbar.

En las experiencias en las gue se wbkilizd la wia
subecubinea come via de lnoculacidn, se creyd convenliante al
esbudio espacifico de los ganglics 1liacgs por ser, en
altima instancia, tributarios de los= inguinales
superficiales, en cuya zona de drenaje lipfatica  se
localizaba ] punto de inoculacidn. )

Los primeros casos en log gque se detectaron leslones
inflamatorias fucron R10 y R11l {46 h.p.i.). En estos casos
las lesiones obzervadaz no fueron importantes, y la reaccidn
PAP (+) fue poco signifigativa.

Posteriormente, a4 partir del tercer d.p.i., las
lesiones observadas incrementaron su gravedad, siendo vya
inflamatgrio-necrsticas, pero sin ser nunci, excepto en R13,
pxcesivamente importantes. En e=ste caso, las lesitones fueran
generalizadas en todo el cortex y paracdrtex ganglionar y la
reaccidn PAP (+) tambidén fue superior a la observada
previanente.

Ex interesante destacay, que el patrdén de lesidn
gangliconar en el transcurso de esta experiencia fue
principalmente de tipo aferenke, eg decir, indicative de gue
L.monocvtogenes accedid al ganglio via linfa aferente de
manera predominante.

4.3.1.2.2. $. gastrico.
La cantidad de ganglios gdstricos gue se pudo estudiar

en ecsta experiencia, no fue suficiente <OmMe para estabklecer
conclusliones significativas.

4.3.1.2.4. Linfocentro mandibular.,
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El primer caso oo el que se observd afeccién gangliopar
fue R13I a 70 H.p.i.. Precentaba lesicnes inflamatorias o
inflamatorio-—necrédticas miltiples PAP {+} asaociadas
dparentamente a VEAs en odrtex interfolicular ¥ paracortex.
Log folfculos linfoides po parecian afectadess, =i bian,
mostraban abundantes ¥MOTsz,

Posteriaormente, de R15% (Figuras 97, 98 y 99} a3 K19, se
observaron lesiones inflamatoric-pnecrdlicas similares a las
halladas en R13} pero de mayor dgravedad e importancia.
Tqualmente, los folicules linfoides PEEMANEC1leron
relativanente preservados.

4.3.1.2.5, Linfocentro mediastfnico.

Hasta ] soegqunde d.p.i.., los cascs K3, R3, ¥ E? no
mostraron lesiones aparentes, Sin embarge, en RLL y Rl3, en
el tercer d.p.i., se  ocbasrvaron  pequefics agumulos
inflamatorios PAP {(+) asociados a VEAs del paracdrtex y =eno
cubecapsular respectivamenkte. Curiosamenkte, &n cste Ultimo
caso 52 observaron también lesiones PAP t+)] en abdomen a
nivel de la aocrta zbdominal y ganglios iliacos.

De R1A a R2Z20, excepto en R18, también se detectaron
legiones PAP (+}, pcro cstas fueron moderadas. En BE18 la
afeccidn ganglionar fue mda importante, -

4.3.1.2.6. G=. inguinales superficiales.

En todos los ¢asos observados, las lesiones existentes
consistieron en una reaccion inflamaterio-neerdtica agrave
gue se epxtendia por toda la zona periférica del ganglio de
manera difusa y generalizada. fFue caracteristico de estos
ganglios 2] gue la reaccidn PAF (+), aungue conatante, ers
de un orden significativamente mencr gue la grave lesidn
axitstente e&n los mismos.

4.31.1.2. PLACAS de PEYER.

A l0 h.p.1. iR41, =e observé la existencila de necrosis
linfoide significativa, la cual se manifescaba por uona gran
profusidén de MCTs, predominantementes en los  foliculos
linfoides f{Gr&fica 12}. También de R3 a R? =€ observd ¢l
mismo fendmeno, siendo en gualquier caso PAP (-1.

Contrariamente, en RY9, K14 y RI1I?, =e observd la
edistancia de acamulos inflamatorios mixtos (PMNNs vy MOs)
PAP (+} ubicados en zonas chopula de las placas de Peyer.
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A 90-95 h.p.i., en R15 {Figura LD3) y RIG (Figura 1017,
sc demostrd la existencila de inflamacién y necrosis masiva,
PARP {+}, de todas las placas de Peyer observadas.

4.3.1.4. TIHO.

Dasde las 10 h.p.i.. se observd necresis progresiva de
las cé&lulas linfoide=s del cdrtex vy gran profusidn de MCTs en
el misno, tode ello PAP (=], La deplecidn linfoide del
codrkex fue wa canstante durante el transcurso de toda la
experientcla. :

4.3.1.5. HIGADG.

Lags primeras manifestaciones evidentes de infeccidn an
gste drganc se observaron a 38 h.p.i. en R10 y R11. Las
lesiones apreciadas [fueron acGmulos inflamatorieces de entree
530-100 wm de didmetro con presencia de PMNNs y Mis on laos
nismos. Adiciopalmente, se eavidencid la existencia de
recrosis incipiente en hepatocitos aisladoes de la periferia
de las lesiones (picnosis nuclear y ecsinocfilia intensa
citoplidsmical.

O R12 a Rl8, entre el segundo y cuarto d.p.i., las
lesiones aumentaron gradualmente en cantidad v on gravedad,
observidndoze entonces lesiones predominantemente
inflamatorias, de entre 50 y 400 pym de didmetre, y de
disteibucidn en su mayoria perivascular (Figura 102). En
algunos ¢asog de muerte pspontinea la reacecidn inflamateoria
asociada a las lesiones BPAPR (+) fue muy escasa [(Figura 103%F,
El componente necrotico de las lesicnes en esta experiencia
ne Fue significabive.

A partir del kercer d.p.i., de R14 a3 R1ld, la existencia
de lesiones necri&ticas de origen trombébice y PAP (-1, fue
manifiprsta. Excepto en R17, donde las lesiones [ueron mds
gravas [Figura 104}, lo mid= carackeristico de estos casosm,
ademds de los microinfartos observados (Figura 1033, fue el
que las  lesiones apreciadas por si mismas na podian
calificarse de especialmente graves., como por ejemploe en la
experiencia homdloga <on serotipo 4b; no obstante, é£stas
eran numercsas por tode el Srganc.
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