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Figura 541 E:xperiencta F. (RH. 7o h.p.y. lLe=z14nm
1nflamatorio—necriatica con desarrotilo de precrosls cepnbral
fostrellar., €1 componente 1nflamaktoria predaminants e
polimorfonucl ear (PHHNs) . Hepatocitos mecrdtlcos =e obsgewvan
en la periferia de la lesuvan,

Figqura B33 Erperiencia 7. (RF}. 345 h.op.i. Le=14n hepltiga
FAF (+ samilar a la dae la f1gqura 84, pero si1n Que a2 halla
decarroliadp negrogsis en su centro. Obsérvose como 1a

reaccidn FAFR (4 g5 mas 1mtensa an la periforia de la
1==16n,

Figura 843 E:periencia . (R1iGYy, @5 h.p.i1. Cosictencia de
lesiones migstas (FMRMNE  w HMas) FAF +) ‘flechas? Junto con
otras de aspectn sparentemente granulomatoso alrededos del
conduckta bBiriiar tmargarital. RNo pLede eliminarse La
po=1bi1l:dad de U muChas de Estas células ==an

hoematapoyéticas., Obsédrvoece tambi1eén la presencila de on trambo
7N al luman de la wena portal como Consecuencta de 1A
vasculitis e:lstente festrellal.

Figura 87: Experiencia %. (Riu}, Lesidn hepatica miata (Moo
¥y FMRHNe) con reaccioen FAR (+)} poco significativa en relac:én
con la gravedad de dicha lesion, El sspecto de estas
lesiones B85 taragteristica de  la fase de ynmun Jdad
gcpacifica. Qbsérvese también la presencra de vn trambo en
una vena (estrellal.
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Figura 8! ECiperioncia 7. fR11r. 1™ h.apai. Loz dm
granc] omatosa PAFP i+, La reaccidn FPAFRF {+) gh=serwvada ©s
tlarsuaente 1atracelular,. También gueden ogbhsServarse warlas
ceiulas de tupffer Con reaccidn FAF (+),

Figura 8%1 Experierncia 2. (RE). 94 h,p.1. Yeseicula biiliar.
Elrminacion de licsterias por la brlics.

Figura 90: Erperiencla Q. (R3) . 45 F.apa1. Les14n
rnflamatoria FABF (#) en una glandula suprarremal, lLa

vnflamacidn no  parece  afectar a la meddla ganglionar.
FaF/H-E,

Figura 91: E:periencia de drensgje linfdtico de Tinta Chrna

tras 1moculacidn 1.(¢.. 2 horas post=i1moculacidn. Fuade
apEreclarse comog los conductos linfati1cos arergntes por  ios
que  s2 drena ol marcador desembocan 80 1os ganglios

esternales craneales del Linfocentro tordcico vontral.

Figura 92t Tmagen microscépirca de wta seccidn toracica del
taso mosktrads en la figura 91, Puede chserverse bla seccidn

transversal gde un condusto linfatico aferente lleno de Tinta
China. H—-E.

Figura 93: Imagen microscdédpica de un ganglio mediastinica
parteneciente al misma caso gue las  figuras Tty 92, Se
Aprecia claramente la istribucidan periférica  subcapsal ar,
asi como a nmawvel de los sSengs medulares, de la Tinta Chima
procedente de la cavidad peritoneal. H-E.






Figura 94! Esperiencia 10, (R1Zy. 70 hop.i. Mecrosis grave
esplé#nica. Tanto la pulpa Blanca PR come la pulpa roza
TR muestran una ooy abundants Cariorrels vy o cariolisisa
Fumtas de flecha: arteria central ge 1a pulpa bBlanca. H-E.

Figura #5: E:perzencia 0. RIS, 25 hop.i. Ganglig wvewunal.
Grave 1nflamacien v deplecidn linfaide fundamentalmente a
nivel del paracdrtex gangliomar (FPg).  Oheérwvezse doms la
médula {m} del garglio no esta afectadas, H-E.

Figura %&1 Enperieacia 10, (RIS, 93 hapar. Inflamacidan de
evaluci1on necrotizante, FPAF (+}, Bn la zsona paracortical
(Fg) del genglio weyunal., Obsérvese también como la medula
ganglianar {m] no esta ateghada,

Figura 971 E:periencia 10, (R1SF. 95 h.p.t. Grave
inflamacidn testrellas) de los gamglios mandibguiares. La
médul a ganglionar {m} no esta aftectada. H-E,
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Figura 981 Expericncra 10, iR1ISY., B% h.p.1l. Gamnglia
manditular cen  inflamacion  PAF (+y en &) paragirfey
prancipalmente,

Figura 991 Espertencia 10, (RIS3). 95 h.p.i. Amplitacion del
ganglioc mandibul ar de 1la figura 73. El componente
inflamatorio estA constituido fundoamentalmente por MOs,

Figura 100: Euperiencia 10. (FRL&). 93 hop.1. Inflamacidan v
necrosis linfoide masiwa de wrna placa de Feyer, La
eristencia de cariorreiis y carialisis es mdy abundante v

distribuida de maners difusa poar kada la placa de ' Peyer,
H—~E.

Figura 101: Esperiepcia 1o, RI13). 92 h.p.i1. Inflamaciraon F&F
i+t v necresis linfoide de urra placa de Feyer.
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Figura 1021 Eixperzencia 10, ER1EY. 119 h.p.1. Lesiones
hepdticas con coracter de microabscesps. H-E.

Figura 10Q3: Exgeriencta I3, (RIS, 95 h.p.1. Higada.

Lesiones FAF i+ s1in practicamente reaccldan tnflamataraa
AS0C1ad .

Figura 104: Euaperizasra {0, (RITY. 100 R.p.i.  Higadeo,
Lesiaones 1nflamatorlias imicroabececsos) v oun micrainfarto
{lestrellal. R-E.

Figura 1O5: Euxperiencia 110, (Rt . 14ty bB.p.1. Grave

inflamagi1én del miocardio que practicamente afecta a tods la
aurictula., H-E.

Figura 104: E:periencia 1. (R1IS). 99 h.g.1. Maltiples

igsiones inflamatorias en 21 miometrio (puntas de Fflechal.
H_E ]
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Figura 107: Experioncia 10 (R1I4). 72 h.p.1. REeacciron  FAF
t+r 1ntracelular en l1a médula doea.

Figura 108: Espertencla 14, ftFR1Zr. 713 h.p.1. Inflamaciédn
multi1focal de la vena rava em la zema lumbar. H=E.

Figura 109 Euvperienciae 11. (RiIl). 38 h.p.1. Afeccidn de un
ganglieo inguinal superficial con inflamacidn, deplecidn v
negrasis lyindfpide Masivas del cartes: Y paracdrte:
ganglianar, En el =ena  subcapsular  pueden observarse
abundantes células infloamatoriras en su trdnsito por el mismo
tflechas)t. Estrella: Linfatico probablemente atforente. B-E,

Figura 110: Euperiencia 11, (R12). 589 h.p.i. Ganglio
Lnguinal  superficial.  Inflamacidén mexka  (FMHMs oy Ms )
distribuida por 21 sero subcapsular  lasteriscos) vy cirtes
ganglianar (&) fundamentalmente. Fri: paracdrie:x, m:z médul a,
M-E.
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Figura 11t: cSuporiencia 11, tRl1gYs 75 Hup.i. Lesidan
inflamaterio-necrética Repatica. La reacciton FAR i+ se
lgzalica fundamentalmente por la periferia.

Figuwra 112: Enperiencia 11. {FRL17F). & h.p.i. Maltiples
lesianes inflamstario-necrdticas hepaticas. H-E.

Figura 113: E:periengia 1. ((R13y, 75 h.p.i. #Microtrombo
fpuntas de flechal a0l ado a ufa lesidn
inflamataria-necrética hepatica., H-E,

Figura 114: Eusperiencia 11. (Ri?17. 7% h.p.i. Lesiones
inflamatoria—necroticas cusadas directamente por la
prasencia de L.monacytogenes v migroinfarta (estrellas),
H-E.







Figura 119z Experiencia 11. {RIS8). 94 h.p.1. Médula dsea.
Feacci1d4n  FAF (+] Lntracelular. b=zervese tambran la
ex1stencia de alguna cona de necrosls (estrellal.

Figura 120: Experiencia 13i. R14}, &9 h.p.1. Feaccidn PAF
i+ 1ntracelular en la médula ds=2a. A pesar de la abundancia
dae reaccion FAF {+} no se observan si1ghnos de inflamacidn o
nocrosis evidentes.

Figura 1211 Experiencia 11. (RE1Z). 4% h.p.1. Reaccidn F&F
(+) 1ntracelular en la aédula dcpa.

Figqura 122: Esperiencia 11, (H18Y. & h.p.1. BGBlAndule
adrenzl . Lesiones 1nflamatorias corticzales bien gelimitadas
del parénguima adyacente (margar:tas). H-E.
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Figura 12F: Experlencia 12, (FE). 4 d.p.i1. Reaccidn PAFR (+})
inktracelular en el gpitelios amtectinal,, prosimo, 0 sohre una
placa ne Fevyer. Ne 2o ochserva reaccidn tnflamatoria aparente
en la mucosa 1nteztinal subvacente.

Figura 124: E-pesraientia 12, ¢RE). 4 d.op.i1. YisE1dn A mas
aumentas del epitelio entérica de la figura anterior.
Obseérvese Que las calulac epirteliales con bacterias FAF (+]
en =40 Cltoplasma na muestran s1gnos apgarentes de necrosis,

Figura 123 a v bt Erperiencia 12, (RE). 4 dop.1., Contrpl -}
42 la reaccldn PAP.

Figura l2&r E:nperiencia 1., (RE)., 4 d.p-t. Flada de Fever.
Fresgncla de listerias tntragelulares en MOs de dicha placa.
Flo se shserwan sigrnas de 1nflamaci1dn aparente asociados a la
precancila de L.manoeviogeneocc.
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5. DISCUSION.

Del conjunbe de los resgibtades ohtenidos &n estag
experiencias puede afirmarse gue independientemente de la
via, serotipo o dosis de  ipoculacisn  empleadas, La
listeriosis murina experimental Se manifiesta
invariablenente como una infeccidn sistémica, v, dependiends
de su gravedad, coma una sepbicemia- Casos de infecoidn
listérica =igtémica, corn sepbticemia. =0o0 Lamkrién
caonstatables en todas las especies susceptibles a estba
enfermedad {GRAY y RILLINGER, 19&6; LADDS y col., 1974
GQITTER, 1985), incluida la especie huomana (GRAY y KILLINGER,
1966 MCULAUCHLEIN, 1947; MARTH, 1968; NELSOR ¥ col., 19891,

En nuesktras eiperlencias L.ivanovil fue capaz de
provocar infeccidn sistémica dnicamente por via 1.p., ¥ 0o
por via s.c¢.. En este ultimo caso, a pesar de no demostrarse
lesiones en ningidn &rganc; L.ivanovii 51 Fue detectada en
gran cantidad en la zona del punto de inoculacidn. Si1 bien
ne  existen  experiencias comparables en la bibliografia
consultada, en conjunkbo, aste hecho ecorrobora la  idea
defendida por otros autores del grade intermedio de
patogenicidad de esta especie de listeria (AUDURIEE ¥ col..
1981; HOEF, 19%&4).

De los resultados obtenidos se concluvye también gue en
la listeriosis septicémica de curse agudoe < scbreagudo
constatable en las experiencias realizadas no se observan
manifestaciones clinicas o lesiones nerviosas apatrentes.
Esta afirmacidn es valida tante para L.ivanovii como para
L.monocybkogenes, esta dlbkima incluso a dosis letales como
190 = DL30. Aun con adlgunas excepclones {POHJANYVIRTA v
HUTTUNEN, 1%85), la mayorfa de la bibklicgrafia ceonsultada
confirma esta suposicidn {(GRAY y KILLIKGER, 19668; MAMNDEL vy
CHEERS, 15984; DOMINGD p cal., 1986 ; JOHHN , 1986 . En
contragte con esto, en la infegcion listérica sistémica de
la especie humana, la meninaitis es la nanifeskaczidén mas
caracteristica, v, a veges, incluso la dnica apreciable de
la enfermedad (GRAY y KILLINGER, 1966; MCLAUCHLIN, 1987; }.

Desde egte punto de visrcs, la liskeriosis murina no
constituye un buen modelo experimental para el estudio de la
rFeningitis listérica:, perc., por el contrario, =1 gue es
asimilable a la forma septicdmica constatable en todas las
gspecies susceptibles. La causa o causas de estas diferantes
manlfestaciones de 1la enfermedad en funcidn de la especie,
no 2e conocen, pero no debe eliminarse la pozibilidad de gue
parcialmente ECcan ponsecuencia de las condiciones
gxperimentales habitualmente empleadas en &) astudio de la
listeriosis murina. En este sentida, el uso de otras vias de
inoeulacidn fv.qg. subocutdneal con una menor tendencla a la
geperalizacidn precoz de la infeccidn, v el emplec de dosis
de 1inecculactidén  subletales gque proveguen una i1nfeccidn
sistémica de cureo subagudo, guizds sean planteamiontos
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experinentales mids Gatiles para el estudio ¥ la reproduccidn
Je la meningitis liskérica en el medelo experinental murino.
Adicionalmente, no hay gue eliminar tampoco la posibilidad
de gue la menigitis listérica habitualmenke observable on la
eapecie humana, te s2ad s1lno uhna manifoebacidn mds tardia de
una infeccidn sistémica de caracter subollnico ¢ inaparente.

El efecto dosiz fun estudiade en relacisn a2 las
scrotipos 1723 v Ab de L.monhogcytogenes. Puede aflrmarss gue
la variacidn en &1 rango de la dosis empleada = desde 0,01
hasta 100 wveces la DL350 - 52 manifiesta principalmente por
pn aumento de la mortalidad conforme aguella ae inerenentba,
heche seste bien documentado en la hiblicgraffa {SELBITZ vy
col., 1986},

Otra caracteristica netable de ia listeriosils murina
fue la constancia v regularidad de los Srgancs afectados en
el conkexto de la enfermedad, principalmente higado, bazo vy
gangliozs linfaticos. La existencia de lesiones £n eskas
Grganos es, con general, constante, variande [undamentalmente
su gravedad mas gue la existencia © no de las mismas en
funcidn de la dosis. No ochskante, con DL50 o 100xDL50 es
posible observar tamhién la presencia de lesicnes en otros
drgancsE gue, aungue por =0 frecuencia son significativas,
caso de los sistermas cardiorrespiratovio v genibal femanine,
san slienpre menoas carachkerlstlcas v mds inconstantes gue las
lesicones observablezs en los drgancs previamente mencionados
(Grdficas 0 vy 101,

En la reterente al estudic de la listericsils rmurina
experinental en funcién de diferentes vias de ineculacidn,
eg convenlente anfatizar gue existen inportantes variaciones
entre ellas (Cuadros 2 ¥ 3):; no sdlo respecta de la
patogenia de la infeccidn listédrica, sino tambidn en lo
referente al prondstico y a la existencia de posibles
lezsiones secundarlias gque pusden complicar el curso inicial
do la enfermedad.

Mediante la via i1.p., invariablemente hemos observado
que los Arganos mas precozmente afectados. v en los gque es
posible debtectar primeramente la presencia de listerias en
gran cantidad empleando la técnica de PAP, =on =iempre
ganglios del linfocentro mediastinico.

Sorprendentemente,.  mientras que v¥a a 4 h.p-i. son
evidentes importantes lesiopes en estes ganglios, por el
contrario, ganglics abdominales como el yevunal, gdstrico n
oabroes del linfocentro lumbar no muestran signo alguno de
inflamacidén hasta aproximadamente las 24 h.p.1.. Este hecho
¥y la observacién de que la reaccidn inflamatoria FAR t-)
{PMHRXz ¢y M0s) se Jdisbribuia fundamental ¥y constantemente por
el meng subcapsular ¥ las senos medulares gangliconares, nos
indujos a pensar la posibilidad de que la circulacidn
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linfdarica aferente peritoneal fuera divecbamente tributaria
de los ganglios del linfocentro mediastinico.

Experimentos adiciconales medianke inoculacian de una
suspenzitn de carhdn coloidal (Tinka Chinal) come warcador,
mankeniendn congtaptes la estirpe purina ¥ la pauta de
Sacrificio ampleadas an laz eriperiencias ariginales,
cenfirmaron esta hipétesis. En apoyo de estas observaciones
puede sefialarse que cste tipo de conexidn linfitica cntee el
peritonec ¥ el linforentro mediastinicn, ha =idao demostradas
tambidn en otras especies (HIGSINS y GRAHAM, 1929). Por otra
parte, una confirmacién indirecta adicienal de la existencla
de drenaje linfitice directo entre el peritonec vy =1
linfocentro mediastinico, se deduce del hechoe de gue =n las
cxperienciae mediante el use de la via s.o. cono via de
inoculacidn no se ohservd afeccion iniecial de las ganglios
de este linfocentro, siends pues la existencia de lesicnes
en el linforcentro mediastinico una particularidad especifica
de la infeccidn por via 1-p..

Asi pues, &n esta fase inlicial, los Mls v los PMNNs -
aparentemente estos dlbEimes en mayor proporcldn que  los
primeros = son las células encargadas de establecer la
primera barrera de defensa rcontra la infeecidn por la wia
i.p-. La limnfadenitis purulenta constatable en estos casos,
¥ la presencia ganstante de reaceion AR i+
intracitoplasmica en estas oélulas confirman esta opinidn.
Exste hechs, apova asi mismo las tegis defendidas por algunos
investigadores schre la importancia de los FMHNs en el
establecimiente de resistencia contra la infececidén listérica
durante las primeras 24-48 h.p.il. (CZUPRYNSKI y cel., 1985;
ERATEZ vy KURLAWNDER, 1%9BA; DLHGONSKA v col., 1988},

Tras eska ghkapa inicial enm Ja gue Mls residentes e
inflamataries peritoneales, PMRNs y los ganglios del
linfocentro mediastinico ceonstituyen la primera barrera de
defenga contra la infeceidn, fsta ze disemina mediante la
linfa eferepte hacia la eireunlacidan sanguinea, ¥, desde
agui., hactia bazo, higadeo ¥ ganglio=s linfiticos
Frincipalmente. El resultade final del procesco =serd  la
instauracién de una infeccidn sistémica, con posibilidad de
evoelucionar hacia una septicemia, descerita va cliasicamente
por  kodos  los investigadorez gue  han  estudiado esta
cnfermcdad (MACKANESS, 1962, GRAY vy HILLINGER, 19%&6; HMANDEL
y CTHEERS, 1980; WIRSING Von KOENIG y col., 1983; SELBITI vy
col., 1986},

De  nuestras experiencias se  deduce gue el higado
constibtuyes - junts con 2]l bare - &l Organg mis
copspicuamente afeckade en 2] franscurse de la listerinsis
urina, siendes la evalucidan de las lesioness observadas por
nesotres en este drganc, confirmacidén vy ampliacidn de )os
estudlias realirades previamente por otros azubtores {(NOETH.
1970;: MANDEL y CHEERS, 1980; WIRSING Von HKOENIG v col..
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1983; DOMINGD y cel., 1986). Dicha evglucidn se explica cgon
precisicon en cada wna de las experiencias conslgnadas en el
capitulo de resuwltados y. particularments, en los puntos
1.5, v 4.6, de esta tezizs. No cbstante, creemos intereszante
comenktar agul mis concretamente algunos  hallfargos  gue
conglderames 1mportantes.

Una gran wventaja de la técnica de PAP es gue, siendo
unz téonica menog compleda vy sofisticada gue la nicroscopia
alectrdnica, pernite la demeostracidn “in =itw® de las
listerias fagocitadas por laz células e Kuppfer con notable
precis=idn. Asi, aungue las primeras leslones hepdticas
gignificativas se observan hacia lag 24-48 h.p.i., tan
pronto como a 4 h.p.l1. &5 poslble detectar va, mediante la
téenica de PAP, listerias en células de Buppfer por todo el
drganc; ¥ ello en complebta ausencia de inflamacién. Este
hecho ha sido documentado también por octros investigadores
mediante M.E. [MANDEL ¥ CHEERS, 1980).

Desde los primeros esperimentos de Mackaness (19627 ]
higado &5 reputado como el &Srganc con mayor capacidad para
lnactivar ("aclaramiento”] y destruir sl indculo backerianc,
A este roepecto, se acepta gue mediante la wia 1.v. del
orden del 30% del indewnla ez captade ¥y destruido por el
higado durante los 10 minuwkos siguientes a la i1noculacidan
IMACKANESS, 1962; WITSUYAMA v <ol 1978). 5in embargo.
nediante el use de la via 1.p., Wirsing Von RKoenlig ¥ col.
(1983) han demcstrade gue a 2 h.p.l., =2o0lamente del creden
del 10-20% del indcule es ecaptado por el higado, Seqin
riestras observaciones, e5 razonable suponer gue 2]lo es
debido a la aceidn de los MOs residentey perikboneales ademas
de a los PMNEs gque 32 acurmulan rapidamente 2n el peritonec:
tode cllo  potenciade por 1a interpogicitn, En la
dizeminacidn linfitica de la infeccidn, de los ganglics del
linfocentro mediastinico.

Segqin esgstany chosarvacisnes puede concluirss gue Eras una
fase inicial de fagocitosis por cflulay de Kupfler, las
primeras lesiones hepidticas significativas se observan entre
24 v 43 h.p.i.. El origen de estas lesicnex ezti en la
capacidad de L.monocytogenes y L.ivanovll para sobrevivire y
proliferar en las células de Rupffer provocando su mierte ¥
lisis posterior, con  liberacidn de  listerias  a los
sinusalides hepiticos. Desde aqul, ambas ESpPBRILIES de
listerias son capaces de infectar hepatocitos, multiplicarse
gin restriccidn en su citoplasma, vy producir necrosis
hepibicas  con Feaccion inflamateria predominantement e
purulenta en esta fase de la infeccidn. Esta secuencia de
aventos puede ewvidenciarse hahitualmente en el higadoe an
diferentes etapas de desarrclilo en un momente dado,

Adsi, entre 24 v 43 h.p.i., con dosis de inoculacidn
letales es posible apreciar desde cantidades reducidas de
listerias en el interior de hepatocitos recién infectadeos,
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hasea hepatocitos repletos de listerias gue tedavia no han
sido lisados y gue, por le tanka, po han generado atn
reacdaidn inflanataoria alguna. Con Creceencia, tales
hepatacitas cepstituyen drupoes de entre 3-5% o més céflulasg
adyacentes, Lodas ellas  infectadas en diverse grade vy
nostrando reaccidn PAP {+} intensa. Simultidneamente, es
tanbién caracteristico de gsts etapa inicial de la infeccoclén
la exiztencia de midltiples microabscesos PAP [+ con PMuNa
comg elementa celular predominante. En esta fasc, es patente
una gran profusidén de céflulas inflamatorias, DPMYNNs v
monncitos MOz, por los sinusoides de todo el Srgana.

Por tante, de estas aobservaciones se concluye que eztas
dos ospecices de listerias ticnen también capacidad para
penetrar = invadir direcbamente cElulas eplkeliales
hopaticas.

Similarmente a lo expuesto para les hepatocitos, en
nuestras experignciass por via i.p., L.monocybogenes también
mostrd capacidad para infectar células epiteliales
pancredticas. Asi, cdlulas aisladas o grupeos de pélulas
adyacentes intensamente PAP  {+1, fuaeron un  hallazgo
frecuente. Sorprendentemante, noe hay informaciones en la
bibliegrafia gue wvaloren o consignen de manera concreta
. esteos hechas.,

Mo  obscante, la  capacidad de L.monocyviocgenes v
L.ivandvili para tnfectar diferenkes lineaa celulares no
fagociticas, estudiada por diverszos investigadores mediante
cxperiencias "in wvitro", corrchora indirectamente nuestros
resultados. asd, Hawvell {1084 demueshbra tada g s
L.monocybagenes 23 capaz de dizeminarse de "célula a célula”
en un cultive de fibroblastos murinos, y Gaillard ¢y col.
[1987) demuestran que L.monocyvhbogenes Yy L.ivanovil son
rapaces de penetrar mediapnte endocitosis ean células
epiteliales de origen varcinomatoso de la linea Caco-2.
Estos dltimes auvtores calculan la duracidn del ciclo de
rultiplicacidn de la= Iisterias en estas odlulas en 90
minotos aproximadamnenta, La existencia de NUMerosos
hepatocitos “"repletos” de listerias hacia las 24 h.p.i. es
compatible con este hecho.

Por obra parta, !a presencia simulbinea - durante las
primeras 48 h.p.i. - de acamulos inflamatorios iniciales v
necresis  aislada  de  hepatocitos, Jjunto con leslicones
inflamatorias o inflamatoric-necréticas mds graves que

muestran necrosis central en grado wvariable, indica cque
existe una afluencia constante da listerias al drganc wia
sanguinea - posiblemente de procedencia esplénica -, o bicn

que  las  lesicnes se originan mediante colonizacidn  de
hepatocitos indemnes por listerias liberadas de hepatocitos
necrSticos previamente  infectados, Frobablemente ambas
posibilidades coexisten vy constituyen el mecanisme real de
diseninaclon de la infeccldén en este drganoc.
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La evolucidn gradual de fos micreoabscesns vy lesiones
inflamataric-necratlicas bacla lesiaores progresivamentes pas
granulomatosas, con predenipio de MOs de aspecto activado,
s observa de manera constante a 3-4 dop.i., 1o omual
coincide ¥y se correlaciona directanente con la disainucidan y

declinar pregresive de la reaccidn PAP (4 an dichas
lesiones. A partir de leos dizs 5-7 p.oi., las lesiones
ohsarvables, todag de caracker granulomatoso, S0h

invariablemente PAP {-). Esta observacidn es coherente oon
el heche profusamente  doocumentade en la  bibliografia
{MACKAMNESES, 19482; MNORTH, 1970; MANDEL v CHEERES, 1940;
WIESING Von KOENIG ¥ ceol., 19823 de la presencia, a este
tieppe p.o1., de MO= activados con gran poder listericida en
tales legiones, y, confirma, asi mismo, los estudios de
¥arth (1970) sohre la cinética de la infeccidn, en los que
estr autor demuestra gue la tasa de acumulacidn de MOs en
las lesiones ¥ la tasa crecimiento y proliferacidn listérica
en &l higado, estin inversamente relacionadas.

Tamhién es frecuente en esta fase la existencia de
rniltiples mitosis en células morfoldgicamente identificables
cama MOs inflamatorioz o como células de Kupffer en dichas
lesiones granulomatesas. A eskbe respacto, Narth (19707
afirma gue Jas cé€lulas de Kupffer muestran una importante
tasa de proliferacaidn entre 24 vy 72 h.p.1.. Por okra parte.
la ripida "restitutic ad integrum" observada por diversos
investigadores (NORTH, 1970; MANDEL y CHEERS, 19800 a parkb:ir

¥
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de maltiplea wmitesais de hepatocitos en esta fase de
resolucién de la enfermedad.

Un hechs de especlal 1mporbtancia ¢y no consilgnade en la
hibliografla exiztonte sobre la listeriosis, 25 &) obzervado
por posobros - tanto en las experiencias por via i.p. conc
por via s.e. - de gue laz listerias se aliminen del
nrganismo, principalmante, por mediacidn de la bilis. & este
respecto, mediante la técnica de PAP no séla hemos podildo
chservar en algunds casos grandes cantidades de listerias en
la bilis de la wvesicula bkiliapr, sino gue también ha =ido
posible detectarlas en el intericr de los conductos biliares
de los BSpaAclos porta. Bads que al higadao a5,
invariablemente, un <Srgano "diana™ de la liskeriosis -
incluidas las infecciones subclinicaz o inaparentes - AN
todazs las especies susceptibles, las repercusiones gue ests
hecho puede bener on relacidén a la existencia de portadores
fecales, son evidentes.

El bazeo, Junte con 21l higadoa, es el drganc mds
constante ¥ gravementes afectado epn el curse de la
listeriosis murina. 3in embargo, sorprende la ausencia cas:
abhsoluta de informacidn en la bibliografia sabre la

exlstencia y/o rvaracteristicas de las lesiones observadas en
pste Sdrganc durante la infeceidn lisrdrica experimental. La
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cxletencia vy evolucidn de tales lesiones esplénicaz es
similar tanto para la wia de inoculacidn 1.p. come para la
E.C..

En nuestras mexperiencias, y mediankte la técnica de PAP,
pudieron detcctarse ya durante  las  primeras 4 h.p-i.
listerias fagecitadas por MO0s en la z2ona marginal de la
pulpa klanca; v ello én ausencla de le=zidn inflamatoria
aparente. Este hercho ez coherente con las caracteristicas
circulatorias esplénicas, en las qua la sangre do la arteria
ceptral de la puelpa bklanca tiene [inalmente acceso a esta
zapa ¥y & los sinuscoldes de la pulpa roja, mediante los senos
especislizados de la zona mArginal JHERMAN, 1930; KLEIX,

19821, v con la abundante existencia en dicha zona de dos
subpoblaciones de M=, ambas probablemente encargadas de la
captacidn ¥ procesaniento de Ags ciwrculantes: "=

metaldfilos y M0=s de la zona marginal {BUCKLEY y col., 1987;
HATSUNGO v col., 1989, En la 1noculacidn mediante la via
g.0., los primercs acdmulos inflamatorices PAP (+]  s&
ahbgervarcn en la pulpa hlanca esplénica entre 24 y 48
hepedl..

En el bazo las lesiones oservables en la pulpa blanca
Eignen su punte Algide entre las 48 vy 96 h.p.i.. La
carackeristics mas importante de dichas lesiones erplénicas
es la coexistencia en el PALS - o zopa T-dependiente de la
rulpa blanca -, de deplecidn linfoide o inflamacicn nrxta
con abundanktes PMHNs vy MOs., Aungue en grado wvariable, muchas
de estas c&lulas  fagociticaz muestran  constantemente
reaccidn BAP 1+} intracelular.

Fuesto gque la instauracion de inmunidad <onkra la
infecrian por L.monogoytogenes es npediada per Lt T, la
importancia gue la congstante existencia de estas lesiones en
el PALS puede tener para dilucidar la patogenia de la
listerinsis, e evidenkte,

Bos posibilidades principales pueden aducirse en arden
a =iplicar &l origen de &stas lesiones:

4} Stress: 51 el estado de mtress intenso y prolongado
pucde provocar 2fectos similares a los de la corticoterapia
cxperimental (RITTER vy eol., L988Y), no seria aventurado
suponer gue &1 stress ocasionade por la infeccién con DLGO
de L.monoeybtogenes fuera, al menos parcialmente, causa de la
deplecidn linfolde del PALS en el  Eranscursoe de  la
listericsis murinsg.

Experimentalmente ha zido demostrado que los
glucocorticotdes = amén de otras muchas acciones scbre
diversas cdlulas y funcicones del =istema inmune - alkeran
drasticamente la normal migracidn de los Leks circulantes
hacia los Argancos linfoides secundarios guoe posesn VERg, as
decir, ganglios linfdticas v placas de Peyer principalmente
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(CHUNG y anl., 1986&). Consecuencia de este hacho es la
disminucidn dozsis-dependiente de la  migracidna de  Lts
circulankes a dichos drganos linfoides (CHUNG y col., 194610,

Simultaneamente a estos hechos, ol tratamicnto cob
glucorarticordes proveoca bambién un astensible aumento de o
migracidon de Lits circulantes a la médula Ssea {"secuestro™!.
lg cual se manifiesta por upa linfopenia conconmitante (PATCT
¥ PMRLE, 1975%; CHUNG v col., 13860,

Aungue el baze no posee VEAs en la pulpa blanca. seria
razcnable pensar gue gulzds algun mecanlsme simllar de
migracién linfocitica operase a nivel de los  wenos
aspeclalirades de la zona marginal , v gue, por lo tanko, la
liberacian aguda de glucocorticoides provocada por el stress
pudiera acasivnar, wsimilarmente a lo  observado en el
paracdriex de los ganglio® linfaticoss, deplecidn linfolde
parcial deal PALS.

Ho  ohstante, en contra de esta suposicidn  pueden
argiiirze varias conslderaciones:

* La adrenalectonia previa a la infeceién con DLSO de
L.mannoytagenes, na previene la deplecidn linfeolide del PALS
{CHAN y CHEEES, 19B2).

* La depleclidén linfcide del cériex timico =e considera
una de las manifestacicones o signos caracteristices de la
liberacidn aguda de glucocorticoides por las glandulas
adrenales (RITTER y ccol., 1588}, Fues bien, =0 nuestras
experiencias hemos constazbtado gque curando se provera la
infececidn subelinica con L.monbuoytogenes (0,01 DL30Y, aungue
ner se chserva deplecidn linfoide Eilmocortical, si gue se

aprecia, sln embargo, deplecidn linfoide del PALS entre 24 y
96 h+p+i‘l

* Similarmente, la infeccidén subletal de estirpes
murinas listeria-resistentes con L.monocybtogenes tampoco
provoca deplecidn del cdrtex timico y zf del PALS (MANDEL y
CHEERS., 19B0}.

LY Por otra parte, la constante existencia de reaceldn
FAR {+) en =1 PALE sugiere que, =i no de manera principal.
al menos parclialmente, la deplecién linfoide descrita es
consecuencia directa de la waflamacidn proveocada per el
accesda de PMHNs y MOs infectados a dicha zona. S1 bien
tedavia no se ha esplicade en su totalidad &1 modo de aceidn
de lag citeliginas sccrebadas por L.nonocyiogenes W
L.ivanovii, se ha propueste gque al menes una de Sus
funciores serla la de provecar la disrrupeidn de  les
fagosomas, liberdndose asi las listerias fagocitadas por
PYN¥s y M0s5 en el citoplasmaz de dichas células antes de su
fusidn con los lisgsomas (GATLLARD y ¢al., 1987; COSSART v
MENGAUD, 198B8). La libre proliferacidn de las listerias en
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el cltoplasma de algunas células fagoniticas -
particularanente BEMNNE -, terninaria por provocar su nuerte
vy lisis pasterior con la  consigutente  liberacidan  de
productos lisosomales al medio extracelular-

ddicicnalmente, podria conjeturarse =i la nigracion de
MOs rcon  listerias fagocitadas al PALS o es  sine  Un
mecanismo “habituwal®™ del organismo en el cstablecimiento de
inmunidad contra agentes pabédgenos e cardctker intracelular.
En relaclén con ello, Hume y col. {1983), trabajande con el
Ag F4/80 comoe marcadar de membrana e MOs, observarcon gue
tales células ne son comdinmente residenkes en laz zonas
T-dependientes de los drganns linfoides en condiciones
normales. Sin embargo, tras la infeceidn con el hacile de
Calmette-Guerin, dichos investigadores abkservaron coms la

presencia de MOs  aumentaba significativamente en dichas
Zonas.

Bechos como el gue la lesidn inflamatoria se inicie vy
predomine  siempre en la zona T-dependiente de la pulpa
blarca, v el gue la reaccidn PAP (+} - aungue variable - sea
constantea en dicha zZona, apeyarian esta suposicidn.
Complementariamente, un procese crucial para la activacian
de los mecanismos especificos de inmunidad como el de
presentacidén de Aq listérico - estudiade con minuciosidad
por algunos inveshigadores (ZTEGLER y UNANUE, 1981; JUNGI ¥
JUNGI, 1%82; ALLEN y col., 19841 -, podria realizarse
prohaklemente en ¢]1 bazo de astz manara.

Segin nueztras ocbservaciones, sungue la afeccién de la
pulpa  roja es prdcticamente constante en la infeccidn
listérica, esta parece ser = al menos, cronaldgicamente -
secundaria a la exiskencia da lesiones en la pulpa blanca.
De manera similar a lo deserito por Mandel vy Cheers {19807,
las lesicnes existentes en esta zona son acdmulos de PHMENa

FAP {+} con tendencia a formar microabscescs en cantidad y
gravedad variables.,

En la fase 1inicial de 1a listericsis murina (0-48
hop.i.g, 81 bien las lesiones inflamatorias =
inflamatorio-necrdticas de la pulpa blanca tienen caricter
mixto {PMHNs ¥y MOs principalmentel, y las de la pulpa roia
Son predomlinantemente purulenptas (microabsceses), hacia las
72-94 h.p.i. tales lesianes, tante en la pulpa blanca como
en la pulpa roja, tienden a generalizarse en todo el édrganc
¥ a hacerse gradualmente mis granulomatosas. Resultada de
elle, es la esplenitis piogranulomatosa difusa apreciable a
4-% d.p.i- en los casos en los gue no se observa muerte
espontdnea por el padecimiento de la enfermedad. Este hecho
cailpcide SElrmMpre e} el declinar da ins recuenkos
bgcteriolégicas {MACKANESS, 1962; CHAN y CHEERS, 1982Zh1 ¥y la
disminucidn gradual de la reaccidn PARP {(+) en el &rgana, lo
que debe interpretarse c¢oma un sigoo de la instauracidn de
la fasc de resistencia especifica contra la infeccidén.
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Otra observacidn importante es la de que en el hazo, y,
en general, en tedos los érgancg linfoides, la gravedad de
las luesiones cxistenktes 235 =slenpre ostensiblemente mayor que
la gue podrfa suponerse en funcidn de la cantidad de
rearcidn FAFP (+) observada; ez decir, en dltima instancia,
de la cantidad de listerias existentes en un Srgans linfoide
en un momento dado. En nuestra apinidn egke hecho podria
tener upna deoble explicacidn:

* En primer lugar, como es obvie, los drganos linfoides
par =u propia naturaleza constibuyen siempre un ambienteo
"hestil™ para la proliferacidn bacteriana en general. 5i
bien L.monocytogenes es un patdgeno intracelular obligatorie
y emplea precisamente la capacildad fagoeitica de Mils y PHNNs
para multiplicarse y proliferar en el citoplasma de  estas
océlulas, es tambidn cierto gue los PMNNs v, principalmente
Mz, poseen un importante poder listericida innake, aungue
giempre inferior & la de Qo= MOz activadog., Por ello,
conforme 21 organismo logra una inmediata movilizacidn vy
acomulo precoz de estas odlulas en las lesiones iniciales en
las gue se multiplica ¥y prolifera L.mopocybkogenes, las
posibilidades de destruccidn de cantidades importantes de
listerias =on mayores ¥, por lo tanto. la reaccidn BPAP {+}
tiende a disminulr gradualmente.

& Pory otra parte, £ ha sida menclonado
anteriormente, puede supocnerse que las lesiones observadas
"en la listericesis murina no Son unlcamente resultado de la
acc1dn directa de L.ponocvtogenes, sino gue, probablemente,
paosca importancia equavalente la lesidn Eisular provocada
per libepacidn del contenide lisosomal de principalmente
PMNNs y, en muacha menor medida de pils.

Adicicnalmente, en nuestras experiencias hemos
observado con frecuencia fendmepos de trembosis & 1nfartos
en dryganes linfoides 2 pigado, principalmente en los casos
de muerte gspanktinea. ITndependienkemente de okras
conzideraciones, la actividad procoagulante de
L.nongcyktogenes ha gido ya sefalada po divaersos
tnvestigadores (CZUPRYNSHKI ¥y BALISH, 1%9Bla vy Bbi DAVIES ¥
cal ., 19811},

En la listeriosis murina la evolucidn de la infecoidn
en el hazo s5e manifiesta segin dos cuadros lesionales
relativamente bien diferenciados, =i bien, como es ldgico,
con todds tipo de gradaciones Lntermedias. Uno de ellos,
caracterizado por la existencia de necrosis difusa y masiva
par Eodo el drgane, es nbservable en lag experiencias auya
dosls infechbiva egs supericor 4 la DLSD o &n cascs alslados de
oLras  experienciaes cen DLSO.  Histopatoldgicamenke, el
hallazgo md=s relevante en estos casos &8 una gran abundancia
de necrozis celular, manifiesta por la gran cantidad de
cariorrexis y carlolisis observada por todo e8]l drgano. En
coincldencia con esto, exiaste uma significativa coerelacidn
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de mortalidad como consecuencita de la infeccidn. Azsi nizsmo,
2= tambidén en estos casom donde suelen observarse lesiones
mis graves y geperalizadas en el resto del organisme.

Por 2l coptrario, an el ahre Eipo lesional
cargrbtarigads come una esplenitis piogranulomatosa difusa,
los fendrmenns de necrosis celular 0 po sen significativos, o
no se ohservan, ER estos cases, histopateldgicamente se
aprecia una abundante v difusa poblacién eelular, mixta, a
base de PMyids, MOs v oélulas linfoides ean diverse gqrado; rquse
o permite con frecuencia la diferenciacidn conbre polps
blanca ¥ pulpa reja. Complementariamente, no suele
chservarse mortalidad espontdnea en dichos casos.

Scguon lo cxpuesto, podria interpretarse dque la necroseils
mastva esplénica  implice un "desmoronamiente”  de la
resistencia del sistema inmung contra la infecocidan,
Adicicnalmente, el Eracaso del organismo para contener la
progresidn de la enfermedad - entendido £2 T 1a
inpoztbilidad de  mantener ¥ controlar  la  Ttasa de
proeliferacian listédrica  por  debajoe del  "nivel letal™
(SELBITZ ¢y o«ol., L38E) - tendria como conzecuencia
inevitabkle la muerte por efecto de la grave infeccidén
padecida. En contraste £an S la ceplenitis
plogranulomatesa podria suponerse gque implica una "vigeroesa'
rezpuessta del zsistema rnmune contra la infeccidn. expresién
de lo cual seria la supervivencla y gradual curacidn de la
enfermedad a partir de los 4-5 d.p.1..

El timo es opno de los d&drganos més  (recuentenente
afectados en la listeriosis murina. ¥o obstante, la afeccidn
de este Srgane en el transcursc de la infeccidn experimental
poses peculiaridades que no lo hacen equiparable a otros
argancs linfoides.

Como  ya describieran primgramente Mandel vy Chesrs
{1080), la lesidn observada con mas frocuencia en este
drganc es la existencia de deplecidn linfoide del cértex
desde aproximadamente lasg 24-44 hep.i.. Estos
tavestigadores, mediante la realizacien de adrenalectomia
previa a la infeccidan experimental con DL30O de
L.monoeytogeanes, demostraron que la deplecidn linfoide del
cadrkex bimico era  dekida  al  stress  causado par el
padecimiento de la enfermedad.

A este respecto, es bien conocido gue los Eimocibos del
cartex son sumamente sensibles a la accidn de las hormonas
glucororticoides (Van EWIJK vy ool., 1981; CHAN y CHEERS,
1982, posevendo &cstas un drédstico elecko citolitico sobre
lo=s Lts timocarticales en esta especie {KLEIN, 193327,

En nuestras expericencias  loz  primeros  stgonos  de
deplecidn linfaoide timica cortical se abserwvan hacia las
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12-24 h.p.L., consisllends estos en la presencia mds o menoes
difusa de fapdSmenos de carlorrexls v cAarrgllisls por toedo 21
cadrtex timico, v todo 2llo PAPRP (-], Coberentemnente, este

haccho  siempre colncide con un ostensible avemente de la
cantrdad de MOTs en dicha zona.

El process de deplecidn timocortical =5 sumnamente
rdpido. de manera gue entre 20 ¥y 28 h.p.1. los fendmencs de
necrosls <elular (cariorrexis y carioli=ls) son masivos.
Hacia las 36-48 h.p.1. la deplecitdn del cdrhex Linlce 22 yva
totalmente manifiesta.

Segan HMandel vy Cheers {1%30), haci1a la 2= semana p.l.
se prodoce una gradual recuperacidn  de la  depleeién
timocortical. Sin embargo, en hueskras experienciras, enbre
los dias 5-7 p.1. el aspecta del timo e= aparentemente
normal en todos los  casos.  Suponiendo gue =l stress
neasiocnade por la infeccidn induce depleciton del cortex de
manera rogular em esta especie, ¥ teniendo en cnenta el
asrcass margen de tiampo exlistente entre édsba, ¥ &) proceso
de recuperacidn de 1la estructura  btimica pormal, puede
pensarse gue gquizas en algunos casos Jdicha deplecidn ne se
produce, o g1 lo hace, s4lo parclalmente.

Wo abstante, en apava de la hipdbesis de upa riplda
reqgeneracién del cdrfex timico, hay que destacar gque en
experienclas en las gue se provoca una conpleta deplecidn
timocotrtical medrante arradiacadn de todo el organisno,
drcha recyuperacifing sSe 1ni1cia hacia el dla 3 ¥ Bs
practicanenkte conpleta enbre los dfas 3 ¥ 10
post=-1rradiacidn {(HAUISKAMP y WVan EWIFK, 1%9085a v bl. Una
poblacidn de ecdélulas "poco diferenctadas” de la médula
timica reslstentes a la radiacidn, es la responsable de esta
sorprendente recuperacidn.

En cualgquier caso, s1n eliminar la pesibilidad de gQue
se produzea una muy rdpilda regeneracldn del cértex timico,
pueds pensarse gue Julzis haya notables variaciones de basge
individual en relacidn con la resistencia innata contra la
infeccién, y gue, por lo tantko, en algunos cascs el stress
ynduelde por la miswma ne sea signiflficativo. Este hecho, muy
biemn pudiera tener como consecuencia el que la deplecidn
linfoide del codrtex timico no se produjera. En apoyo de esta
tltima peosibilidad, puede arguirse, como le demostrarcn
HMapdel ¥ Chesrs CLga0y, = TS las estirpes My ATAL
ligkteria-resicsktentes tampoco muestran deplecién Limeocortaical
tras la yvafeccidn con dosis subletal de L.nonoocytogenes. e
manera Ssikilar, en nuestras eliperiencias,. la  1nfeccidn
gxperifwental con 0,01 DLED, gque provoca dnlcaments una
infeccidn subcliniea, no Lnduce deplecién del cédrtex timico
B ningun ca=o (Experisncia 3.

Segin nuestras observaciones, prainclipalmente en las
experienclas por via 1.p.. lesiones inflamatopias PAR [+),
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focales, gue afectan al cédrtex Eimico tambidn son posiblies
en  alguros casoes, =2n particular cuvando la dosis  de
inoculacidn empleada &35 superiar a la DL30.

Tales lesiones son, aungue de extensidn wvariable,
focalesx, Y. adenas nolnc iden slenpre con lesianes
inflamatorias de la secresa timica vy del mediastine 2
algunos casos. Dichas lesiones pusde Supopnerse gQue no 590
sino ertensidn de las existentes en los ganglios esternales
craneales vy wediastinicos, asf comao de la wascularizacidn
linfatira aferente y eferente de estas ganglios en su curso
por ] medliastino.

Como ya ha sido mencionado previamenke, en nueestras
expariencias mediante inoculacidn i.p., de tinta chipa como
marcader, hemos demostrade gue el drenaje de la linfa
peritoneal es realizade directamente por linfiticos que,
atravesando &1 diafragma; discurren por e]1 torax a ambas
lados del e=sternédn  hasta desembocar en los ganglios
asternales cranceales. Desde aqusi, la linfa es dirigida
entonces hacia las ganglioz mediastinicos v, finalmente, a
la circulacidn venosa general. Es=s razonable pensar, gue s
en diferentes puntoz a nivel de este conmplejo mecanismo de
drenaje donde se producen lesiones vasculares linfdticas o
ganglianares capaces de disemlnarse a drgancs mediastinicos
ddyacentes comno &1 timo.

En apovo de esta suposicidn puede argidirse gue las
nélulas fagoeoiticas gue primeramente se  encapgan  del
"aclaramiento” del indcule son BPMNNs ¢y Mis  residentes
peritoneales. A ambos Eipoes de células - particularmentes al
PMNM - 5 les atribuye una capacidad listericida
significabivamente inferior a la de los MO0s inflamatorios
derivades de médula ésea (NORTH, 1970; CHEERS y col., 1578;
SEAMENE y cal,, 1978; SEKAMENE y EKONGSHAVN, 1979; MANDEL vy
CHEERS,15380; STEVENSON ¥ col., 19681; WOOD y col., 1886;
CZUPRYNSKI ¥ BROWN, 15887, y, por lo tanto, probablemente
gon mas susceptibles de ser infectados y destruidos por la
acclén patdgena de lag listerias. Las negakbivas
consecuenslias que easte heche puede tener para los vases
linfaticos afectados, los ganglicos linf4ticoz regionales u
wtrog OSrgdanas del mediastine, son obvias,

Que la presencia de estas lesiones inflamatorias o
inflamatorio-nacréticas PBAP {+}] no son la causa de la
generalizada deplecidn tlmocortical observada, leo demuestra.
tode Io gue antecede, y el hecho de gue en nuestras
experiencias por via 1.p., la mayorla de casos investigados
unicamente mostraban deplecidn linfoide del cértex, sin
observarse lesidn inflamatoria PAR (+#) asociada a la misma.
Adiciconalmente, en la infeceri1dn ligkdrica cxperimental por
via =s.c., aun siecndo tambidn  constatable la daplecidn
linfoide del cértex a partir de las 20-24 h.p.i., esta es
ciempre AP (-1, no ohgervindose leziones inflamatorias en



175

ningdn casc. La independencla causal antre ambos hechos
parece por tanto evidente,

Interesantenente, en nuestras experiencias por via s.c.
hemos podido constatar, e algunos Casns, lesiones
inflamatorias PAP i+)1, leves, an la nmédula timica; no
ohservandose afectadoe el odrtex en estos casos. Si bien el
grigen hematdgenc de ostas lesiones estd fuera de toda duda,
la razén por la cual ©élulzs con listerias fagocitadas -
prasumlibiemente pMO=2 = acceden al timo a nivel de la unidén
cartrco medular se desconoca.

En la listeriosis marina los ganglios linfdticos se
cbservan afectados con mayoer o menor gravedad, tanto por wia
1.p. como por via =.c.. Sorprendentemente, no existen
infermaciones a este rospecte &n la preolija bibliografia
consultada.

En Ios  ganglicos linfiticos, el primer hallazgo
significative 5 la deplecisn linfoide observada en el
paracadrtey hacia las 24 h.p.i.. Ern esta fase iniecial, tal
deplecidn no muestra signos de inflamacidén y s PAP (=], por
lo gque, razonablemente, debe atribuirze al stresz provocado
por la infeceidn.

En lo referente a las lesioncs observadas, de nuesktras
experiancias nediante la via i.p. puede deducirse que la
infeceidn listérica experimental provoca 403 2 patrones
Ieziopnales ganglicnares relativamente bien difercnciados.
Une de rllos, constante y evidente en los ganglies del
linfocentrns rmediastinica, 1y hemos  denominade patedn
"linfidrico aferente”, y, denota aguel patrdn lesional en el
que las listerias acceden al ganglico mediante la linfa
aferente proveniente de la rcavidad peritoneal. El otro Lipo
de patrén lesional lo henos denominade "hematégeno”, porgua
an  este camo, las listerias acceden al ganglio, via
gangquinea, probablemente mediante las vénulas postcapilares
de endotelio alto (VEAs) sitas en el paracsrtex y ofirtex
interfalicelar ganglionares.

Este ultime patrdn lesional s¢ observa i1negquivocamente
en el linfocentro mandibular, siendo ademis predaminante en
Ios ganglics peritoneales estudiados; si bkien, en estos
casons, debido a la frecuente existencia de lesiones an la
serosa peritoneal, musceulatura gastrointestinal, ete., a
veces puede observarse también un patrdn lesional mizxto,
mezela de  ambos  bipos, Mo obstante, excepte en el
linfacentro mediastinico, considervamos gue el patrdan
hematdégeno sienpre predomina sobre el linfidkico aferente.

Diferentes estudios experimentales sobre difusidn de
hgs vy marcadores que accedan a Ins ganglios nediante la
linfa aferente [FOSSUM, 1980; HARDONE y ool,., 1986;



1786

SAINT-MARIE ¥y PENG, 1986; Van ROIJEN, 1987, apovan el
ectablecimiento de este doble patrdn lesional bisica.

En relacidn a nuestras esperiencias coun la via s.o.,
observames due, o0 algunus casos, ganglics del linfocentro
lumbar mostraban un  patrdn de afeccidn tipo aferente
predominante o mixte. Este hallazgo se explica v es
cohervenke con el hecho de gue parte de la linfa aferenkte dre
los ganglivs iliacos procede, a su vez, de los ganglios
inguinales superficiales, los cuales drenan directamente el
punta de inoculacidn. El reste de los ganglios linfiticos
estudiados mediante esta via de inoculacidn mostrarnn un
patrén lesional lnequivocamente hematdgenc.

El que en dicho paterdén hematdgenos -  abservado
maycritariamenkte &n las cxpericncias por via 1.p. ¥ por via
s.. - las lesiones afectaran sienpre al pavacdrbez ¥ cortex
interfolicular, ¥ mnunca a  la médula ganglionar, ahoga
categaricamente por la posibilidad de gue la= VE&s sean los
puntos por los gue M0s infectados ¥y, guizas, también otras
células, ascceden a los ganglios linfiticos cuandos se  ha
generalizado la infeccisn en el organismo.

Respooko de eosta cuestidn, ss suficientemente conocaido
el gue estas wvénulas postecapilares poseen un endotelic
especializada en la migracion de los Lts circulantes degde
la sangre al interior ganglionar {(KLEINWN, 1982; CHUNG vy col.,
198&; PABST y BINNXS., 1089, PALS v col., 19891, Si b:ien =e
arepta gque la migracidn a traveés de las VEAs g3 selectiva
para Lits, estudios recientes (PALS v ool., 19891 informan de
gjue, ademds de los Lts, otras células come MOz, células
dendriticas, ete.. poseen Lanmbidn los receptores especificos
NECaEsarios para migrar a Lraveég de eskas vépnulas
pspaclidlizadas (Lymphooyte Homing Receptors/ LARs!). En apoyo
de esta hipdtesis, Hume ¢ <ol. (1983) demuestlan que 31 bien
en condiciones normales la cankidad de MOs presentes en la
zona T-dependiente de log ganglios linfiaticos es muy poco
significativa, durante o] establecimiento de la respuesta
inmunitaria conktra la  infececién con el  bhacilo de
Calmebte-Guerin, la Lasa de migracidén de MOs a dicha zona
aumenta ostensiblemente. Intercsantemente, ¥y, =segin dichos
invesktlgadores, tales MOs =e observan de manera predominante
an la zona advacente a las VEAs paracorticales vy del cbrtex
interfolicular.

FPor Eanto, a puestro juicio, este hecho implicaria una
"estrategia™ habitunal  nediante la cual =21 organisme
acbtivaria btodes sus drgancs de defensa cuanda una infeccildn
¢ ha lnstaurado vya en €l. DOe manera similar a lo expuesto
para 21 baza, procesos tan importantes como la presentacidn
de Ag y la limitacidn de la infeccién a los drganos
linfoides, intentandg asl impedir su diseminacién a obrns
Srganos vitales del ocrganismo, Justificarfan quizds bodos
esfos aropbecimienktos. En relacién con esto, la frecuente
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extstencia de linfadenopatla generalizada en infecciones ocon
agentes patogenns intracelulares cong pueden ser Brucelosis,
Leishmaniosis, eto,, guizids pueda explicarse en cierta
medida por este hecho.

En contraste con la reqular afeccidén de los ganglics
linfatices, las placaz de Peyer s4la raraments muestran
lesiones zignificativas 2h la infeccian listérica
experimental via L-p.. ho obstante, mediante la via s5.2..
lesicones inflamatorio-—necrdfticas graves son observadas on
algunos casoes en los gue la septlcemla ocasionada par la
infecritn e de ourso mortal. Eo nuestras sxperiencias, salo
L.monocytogenes l/2a ha 31do capaz de de=zarrcllar eske baipa
de lesiones,

Similarmente a la constatado B los ganglics
iinfaticos, el primer hocho significativo observado en las
placas de Peyer o5 la deplecian linfoide apreciable desde
las 24-48 h.p.i. en las expariencias oo DL o dosis
superiores., Tal deplecidn no se  asoacia narmalmente  a
lesiones inflamatoriaz y es PAP (=}. En nuestra oploidn,
este hecho es atribuible al stress i1inducide por el
padccimiento de la enfermedad: siendo ademds, en coherencia
eon ello, mucho mids ostensikle cuante mavor es la dosis
snfectiva emnpleada.

Posteriorments, PN cases graves o en ostade preagdnico,
alqunas de estas placas de Peyer pueden presentar lesiones
inflamatorias o inflamatorio-necréticas PAP {+) de gravedad
variable. En estaos casos, el epitelio intestinal de la zona
chpula de dichkas placas de Pever no se ohserva nuinca
afectado,

Un hallazge sorprendente en la infeaccidn listdreica
experimental por via i.p., es la presencia de células
similares a Mz 2 incluzo leasiones PAP l+), &n la =serosa
peritoneal correspondiente a lag placas de Peyer. En algunos
cagos, tales lesiones afectan tarbidn a Iz thnica muscular e
incluso al parénguima linfoide subyacente. A este respecto,

Mikkelsen y col. {1988) han demostrado la existencia, en
condiciones normales, e células similares a Ml
["Macrophages-like cells") en la subserosa y entre ambas

Cdnicas musculares, longitwdinal y ciecular, del intestino
delgade. BPichos investigadore= relacicnan estas células con
células del! SMF y con células del Eipe de las células
dendriticas.

Gtro hallazge importante gue hemos podido constatar en
nuestras experiencias es la afeccidn de la médula dsea en el
transcurse de la listeriosis rmurlna; en copcretoe mediante
lnferocidn con Lamonoccytogenes 1/2a ¥y 4b por via =2.c..

Dicha afecci1dn es paralela y coincide "grosso modo” con
el cursa de la infecciddn en el higado v =1 bazo.
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Frobablemente ello es debido a que tanto estoz drganos, como
la mé&dulz Hzea, poseen und abundante poblacidn de células
del SMF (KLEIN, 1982; HUME v col., 1933}).

21 bien can las Lédcnicas cmpleadas £n cetas
experiencias, no es postble identificar &) kKipo o tipos
celulares en los que se obserwva reaceidn PAR {47 ep la
medula Ssea, la similar evolucidn de la infececidn on aste
Grgana v la abservada en higade v baze, nos induce & pensar
que, 4l menss, mayoritarianente, dichas cé&lulas sean M0s.

Una repercusldn ilnpoirtante de este heche =erfa  la
posibilidad de realizar puncioncs de nedula dsea como mébodo
de diagnédstico complemaentario en la listeriosis sepbicémica.
En la ospecie humana, 51 hien la realizacidn de cultivos
microbiolégicos de szangre vy LCR, asi como de frotis con
tincidn de Gram de este dltimo, san f£écnicas habituales en
el diagndstico de 1a  enfermedad, la probabilidad de
ohtencidon Jde falsas nmegativos ez bastante considerable
{BANNISTER ¥ <col., 1987; JOHN, 1988). Una wentaja adicional
de esta posibilidad diagnédstica seria la rapider de su
Fealizacidn., En cualgulier caso, postericres investigaciones
cn este sentide deberian confirmar  esla interesante
posibilidad. :

L.iwanowvii, no mostrd afeccidn de 1a médula 4sea en
ninguno de los casos estudiades, o cual es coherente y
confirma el restoe de los resultados obtenidos con esta
espaecie mediante 1a via de inoculacidn s.o..

Mediante la- via i.p.. la inflamacidn de nmdltiples
serosas, en GQltima i1nstancia derivadas del peritones, ¢5 un
hecho frecuente que puede tencr importantes repercusiones an
la valoracién de las lesiones axperimentales observadas. Asi
por ejemplo, en el sistema genital femenine - Erecuentemente
afeckado en la 1nfeccidn listérica murina por esta via -, la
dizseminacidén de la infeccion se produce fundamentalmente
desde la serosz peritoneal, ¥ no por via sanguinea. De la
risma mapnera, ademas del cago ya expueste de las placas de

Feyer, la musculatura gastrointeskinal es también
frecuentemente afectada, originandose las graves lesicnes
tnflamatorias PAP t+} observadas  en la miana. par
diserninacisn de la infeccidn directamente desde el

peritones,. La poslble participacidn, &n eszke caso,. de las
nencionadas "MOs-like cells", no es posible wvalorarla en
estas experiencias.,

En la infecesién listérica eiperimental medianke la via
1.ps, la exizstencia de lesiones de diversa gravedad e=n la
zona mediastinica en sentideo amplio, ¥ on las sercsas timica
y del sistema cardicorrespiratorico, aungue relativamente poco
frecusntes, parecen ser  lesionss caracteri{sticas de la
listeriosis murina mediante eskta via de inoculacidn. De
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hesha, en la infecoidn experimental mediante la via s.c4,
tales lesiones no se chservan.

La sernsa tinica ez siempree la mds afectada. Epicardio
vy pleuara lo son méds rarapepnte. Segln nuestra opinidn, =n
conjunkta, estas lesiones biensn un origen coman basado en la
va explicada disemlnacidn linfédtica inicial de la infeccidn.
El desarrolla de legiones en algunos de los ganglios o
conductas linfiticos inkerpuestox en la circulacidn
linfatica - desde el peritonec hasta los ganglios
mediastinicos, pasande por los ganglios esternalaes craneales
- pndria provocar estada serositis,

RBeszpecto de los pulmones: ademds de la lesién pleural,
an  algunos ecasos =2on tanbién observables lesiones de
diforoente gravedad a nivel perivasculapr o peribronguial. La
caracterisktica mas interezante de este hecho es que,
precisanente los bronguios y arberias de mayor calibre son
ciempre loz nas afectadeos, particularmente a nivel del
hiliz., De npuesktrac experiencias se  Lnfisre gue tales
lesiones perivasculares vy peribronguiales, s& orlglpnan por
sxtensidn - mediante la adventicia bronguial y vascular, o
por algan otro medic - de las existentes 2n el mediastine.
En apoyo de esta suposilcidn puede adurirse gue las lesiones
nunca son observables a nivel del pardnguima ailwveclar o del
lumen broogulal o vascular. Adicionalmente, en eskps casog
suelen ser constatables casi siempre lesidnes mediastinicas
MAS O Menos graves.

Begpecto de las lesiones cardiacas mediante la wia
LiE, £stas san, slempre gque existen, superficiales
ieplcardikis!, no afectkande cagsi nunca al micocardio.
Adiciopalmente, tarbidn las auriculss, £ incluso algunas
grandes arterias de la hase del corazdn, son afectadas a
partir del epicardio o e la adventicia vascular
respactivanente,

En contraste <con esto, en la listeriosis murina
cxperimental mediante la vwia =s.c. 31 que son constatables
lesiones cardiacas significativas e importantes. En nuestros
experimentos, tales lesiaones foeron observables dnicamente
en la experiencia con al serotipo 1/2a, siendo relevante al
khecho de gue el iniclie y evolucidn de las mismas fueron
evenbag mas Lardlos gue la afecscidn de ofros 4drganas como
san &l higade v el bazo,

Asi, la exlstencia de lesianes miccadrdicas v
endacdrdicas - nuneca eptocardicas - a partipr del dfa 3
pest-infeceidn, 25 un bhecho frecuente. Lo mis importante de
estas lesione® es gque, cronoldgicamente, su evolucidn no
colncide con la de los édrganos de peferencia - higado y bazo
- mis ropresentatives de la enfernedad. De tal manera que
hacia los dias 5-6 p.1., una vez 1nstaurada va la fase de
inminidad especifica en el organismo, y cuando las lesiones
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hapiticas y esplénicas se observan en el inicio de una
franca regresidn, las lesiones mileocdrdicas se muestran
caorprendentemente ackivas ¥ en fase de évidenke progresian.
Son, por lo tanto, lesiones con ung probable tendencia a la
cronicidad, y cuyn punto Slgido se deszarvolla en una etapa
posterior a la fase sistémica de la infeccidn.

Estas diferenclias &n la evolucidn de las lestones segin
los diferentes firgancs gulizas pudiera avudar a comprender la
patogenia de los casos de afeccidin cardiaca existentes en la
biblicgraffa orasionados por L.ochocytogenes. ast [=Tndg
ejemple, los cascs de migearditis  listérica  observados
orasionalmente en avez dordzticas (GRAY y KILLINGER, 1966;
LADDS ¥ col., 1374; BAMOS v col,., 1988) v aguellas mis rareos
de endocarditis sefialados en la especle humana {(GALLAGER vy
WATANAKUNAKORN, 1980; CARVAJAL y FREOERIKSEN, 19887, guizas
sean consecuencia e Ios hechos agui referidos. 51 esta
suposiclén s confirmara, loplicaria gue tales ca=as de
afeceidn cardiaca no aon hechos dislados a formas
infrecuentes de la enfermedad., =2inc que en realidad scon el
resusltado del desarrollo mi&s tardio de las lesione=s sn este
drganc una vez superada la fase sistémica - probablemente
inaparente - de la infeccian.

Fxeepoidn hecha de la encefalitis listérica tipica de
los rumiantes adultos, en la gque la infeeccidn se propaga via
neurdgena - nornalmente desde la cavidad bucal hasta la base
del encéfaloc -, la wia oral se supone gue es el principal
modoe mediante =1 cual =ze  produce la  infeccidn con
L.mornocytogenes en condiciones naturales. Inicialmente., una
de las conclusiones mas ipportante gue piaade deducirse de
nuestras experiencias 25 gque la itrnfecoitn listérica murina
mediante esta wIa de incocculacidn, 4 s=semejanza de 1o
observado con las vwfas 1.p. ¥ s.c., e= también de Eipo
ststémico, =i blen el curso de la misma es subclinico,
caracterizandoce por no provocar lesiones impartantes epn los
diferentes Srganos afecbtados ¥ por no ogcasiconar mortalidad,
En este sentido, nuesktro= resultados son comparables a los
de atros i1nvestigadores gue han revisade o estudiado la
listeriosis experimenbal mediante inocuwlacidn por via oral
{GRAY vy KILLINGER, 1966, WIRSING Von KOENIG v col., 1983;
MACDONALD v CARTER, 19B801.

En coherencia con lo anterior, es necesario enfatizar
la Laconstancia & irregularidad en la existencia de lesiones
&1l las Srgancos linfoides, a=zi ada fw) S5u cardcter
predominantemente leve con reaccildn PAP {1 poco
significativa o negativa en las mismas. Adicionalmente, =1
bien el higado se observa afectado de manera constante en el
transcurso de la listeriosis muirina por via gral - la cual
corrobora también  los reswltades eobtenidos por obros
investigadores {MILLER y BURNS, 1970; POHTANVIRTA vy
HUTTUNKEN, 1983; MACDONALD y CARTER, 198037 -, dichas lesicnes
son sicmpre leves vy fundamentalmente PAP (-1,
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En In referente al modo de penetracidn de
L.nonocyYtogenes e ol ocrganisme, los resultades de nueskras
sxpoeriencias apoyan predaminantemente la tesis defendida por
Mardonald v Carker (19800 de que esta bacteria inicialmente
atraviesa la mucosa intestinal a nivel del epitelic de las
placas de Peyer.

Conviene enfatizar, no obstante, que oste  hecho
Gnicamente ha sido abservado en algunas placas dea Deyer de
#dlo unos pocos casos del conjunto de los estudiados en toda

la experiencia. En cualquier caso - aoasidorandos la
constante existencia de lesiones en el higade y, nds
irreqularmente, cn bazo y ganglio yvevunal - parece razonable

suponer fue  la  penetracidn de  L.monoceytogenss en el
organismo a btravés de las placas de Peyer se produce, de
hecho, en Eodos los casos,

For obtra parte, la tesis expuesta por Racz y cool.
{1972y y Gaillard » col. (1987) de gque L.monucybtogenes
pernatra en &] organismo a travézs de los cnterocitos del
epitelic intestinal no asociadeo a placaz de Peyer, no debe,
en nuestra opiniédn, eliminarse, va gue guizis pueda ocurrir
que la cantidad de listerias gue atraviesen el epitelio
entérico se4 m43 blen escasa, y Que, ademds, ¢ste hecho =e
produzca de manera difusa a nivel de tode el Eracto
wntestinal, resultande de todo elle dificil su deteccidn con
las técnicas de microscopia dptica empleadas en eskas
SNPEELeNCLla.

Las céalulas M son células especializadas del epitelio
de las placas de Peyer mediante las rcuales diversos
antigenos -~ entre elles agenkes patdgepozs viricos oy
bBacterianos = pueden acceder al interior dal corganizmo e
indurcir de esta manera la  instavracidpn de uwuna afica:z
respuezta lomunitaria contkra (a posible accidn patdégena de
dichos antfigenos (WOLF y col., 1984; EGBERTS y ceol., 19851,
Aungue  segun huestros resultados se demuestra que
L.monocytogenes puede atbtravesar el epitelio intestinal a
nivel de las placas de FPeyer, la posible importancia o
parbicipacidn de las células M en eske hecho, aun siendo
probable, no puede ser confirmada con las téonicas de
microscopla  4Spbkica  enpleadas en esta  experiencia.  No
ohstante, la presencia de listerias en células que con toda
probabilidad me son sino enterocitos de funcidn absortiva,
caracteristicos dal epikelio de lasg vellosidades
intestinales, parece indicar la no exclusividad de las
cdlulas M como “puntos especializados” mediante los cuales
Lomonoocytaogenes accede al interieor del organismo.

En 2] Coadro 4 =g expone el posible esquena de la
patoqenia de la listeriesis murina experimental mediante el
enpleo de  la wvia woral (intragdstrica) como via de
inoculacidn.
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5 1mportante destacar que no se chservaron lesiones a
mivel gastrointestinal en Loda la experiencia, ni siquiera
anrn las placas de Peyer en las gue se observd reacoidn PAT
{+1 intracclular, bien a nivel del epitelin, bien en MQOs
digpersos en el seno de dichas placas. Este hecho contribuye
swn duda a aumentar la dificultad en la deteqcecidn de
L.monncybtogenes en ¢l estudio de la patogenia de la
infecc1én mediante la vwia eral, pero, por obra parte,
colncide ¥y Brobableméente ayuda a explicar la ausencia de
lesiones v sintomas entéricos cbservada generalmente en los
cazos de listericsiz en la ezpecie huwana.

Solamente Miller y Burns (1970} describen de manera
poco precisa lesiones inflamatorias intestinales a 7 dop.i.
en la listeriosis murina por wvia oral. Aparke de estos
investigadaores, uUnicanents Racz vy eal. [1972) v Czuprvynski vy
Balish {1981lc}, trabajando con otras especies de roedores de
laboratorio informan de la existencia de enteritis -
particularmente en I.g9ruesc - en experiencias similares a la
realizada por nozotros. 5in embargo., en cstos casos dichas
rxporienclias no son horologakbles a la nuestra porgue, en el

caga  de Cruprynski ¥ Balish (1981, eskos  autores
trabajabkban con un lote de ratas gnotobléticas, ¥ en el ncasc
de Racz y col. 119721, dichos autores sometian el lote de

cobayoes  con el gue  realizaban su experiencia, a  un
"pretratamiento” f{neutralizacidn del pH dcido gaesbrico &
inhibicidn del peristaltismo intestinal mediante inoculacidn
i.p. de tintura de opicl para faverecer la instauracidn de
la infeccidn. De hecho, en el lote control no pretratade
Bshos investigadores b consSiquleron Provacar =1
padecimients de 1z listeriosis por esta via.

Comn respecto a la existencia de lesiones inflamatorias
débilmente PAF (+] o bien PAP (-) en el ganglio yeyunal,
nuestros resultados confirman los obtenidos - dnicamente par
métodos microbliolégicos - por otros autores [(MACDOWALD v
CARTER, 1%80; AUDURIER ¥ col., 1981; POHJTANVIRTA v HUTTUNEN,
196%), hecho que apoya la idea defendida por estes
investigadoares de gque el ganglic yevunal constituye uwha
gtapa previa 2 la generalizacidn de L.monecytogenes en &l
srganismno (Cuadra 4}),

Por tantoc, todo induce a pensar gue la cantidad de
listerias gue pencbtran 3 través de la mucoza intestinal en
copdiciones naturales ag, aungie significativa, poco
importante, lo cual es a su vez coherente con la levedad de
las lesienes observadas en nuestros resultades, con loes
racuentas bacterioldgicos nmoderados obtenidos con esta via
de  inoeulacién  (CZUPRYNSKI v col., 188%9%, ¥y con  la
dificultad para reproducir la infeccidn experimental tamhién
por 2s5ta via {GRAY y KILLINGER, 1966; WIRSING Von KOENIG v
col., L9337,
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Asi TUES, corroborando la CRiTidn de aObros
investigaderes (SCHLECH, 1%84; MARTH, 19848; COX, 1989},
cpindmes  que  para ffus S/ inslaure la  enlermedad con
vintomatologia «olinica y  evolucidn hacia una posible
sapbicenia, dehen copcurrip probablemente factores
pradisponentes y/o de susceptibilidad individoal que la
favarezcan.

Existen importantes diferencias entre las ezpecies
ratdgenas del género Listeria, respecto del tropismo vy grade
de afeccidn de los drganos linfoides.

La diferencia nids significativa vy concluvente antre
L.mopocytogenes v L.ivanowii ez 1a practicamente nula
aleccidn de los @rganas linfaides por parte de eczta nlbima,
lo cual confirma las experiencias de Audurier y col. (19812
al respecto; 51 bien esteos investigadores dnicamente enplean
téenicas  microbioldgicas, ¥y  no  histopateldgicas, para
estabiecer esta conclusidn.

51 exceptuamos la deplocidan linfoide timocortical.,
atribuibkle al streoss inducido por la infecsldn, solamente
los ganglios del L.mediastinico mueskran lesiones
inflamaterias o inflamatorilo-necrdticas importantes en la
infeceidén experitental com L.ivanowil por via l.p.. Por el
contrario, esta especie del gépero Listeria acasiona en el
higade lesiones inflamatorio-necrdbicas graves muche mis
importantes gue las ipducidas por L.mondcviogenes 1/2a v db,
¥y equivalentes a las provocadas por L.mongeytogenes 3a.

Respecto de los tres serobtipos 1/2a, d4bh y  3a  do
L.monocvtogenes, ol serobipo [/2a se caracteriza pur afectar
grave y predominantemente a todos los drganos linfoides en
general, siendo su capacidad para inducir lesicones hepdticas
astensiblemente inferior a4 Iz del serotipo 4b y, socbre todo,
4 la del serotipo 3a. Por su parte, el sprotipo 4b provoca
lezsiones de gravedad equivalente tante en el higade coma en
los drgancos linfoides. Finalmente, el serotipo 3a induce
lesiones predominantenente  hepdticas =similares a las
provocadas por L.ivanovii, stiendo las lesicnes observadas en
los érgancs linfoides mucho menos significativas gue las
provocadas por las serovariedades 1/2a y #4b. Extrahamente,
Wirsing wvon Koenig y eool. (1983}, como consecuencia de
chtener una DL5Q, exceslvamente elevada, de 102 m.o./ml
para L.monocytogenes la por via tepPres 1+ stargan
patogenicidad a este serobipo.

Azl  pues, SEGOn les re=zultados  expuestos puede
afirmarse que la constante afececidn y ¢l tropismo por los
draanas linfoides es5 el hecho central y fondamante de la
patogenia de la listericsis murina.

En apove de esta aseveracidn, ha de pensarse gue el
sercotipo 1/2a de L.monocybogenes - anplianente Jdocumentado
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an la wiblicgrafia como causa grave de enfeormedad tante a
nivel natural {GRAY ¥ RILLINGER, 196&; SEELIGER y FINGER.
1989; HO vy cal., 19%834L; MCLAUCHLIN, 12E7: ete.)l rcono
experimental {WIRSING Voen RONIG v col.. 1983; HOF, 19084;
KALUFMANN, 1984: DOMINGO y col., 1986; MAINOU-FOWLER y cnl.,
1988; ete.) - no provoca lesiones hepaticas inporrhantes con
ODLS0, mientraz gue, por el contrario, si ovasiona losionss
graves desda inflamatorias a inflamatoric-necréticas en
todos les organos linLoides.

En contraste con ello, L.ivanovii - muy raramante
ritada en la bibliografta como causante de listerlostis en
condiclones naturales ¥y experinentale=s -  no  provoca
pricticamente lesicones en los adrganos linfoides, siendo stin
embaryo capaz de itnducir lecicones hepiaticas graves en la
Infeccidn murina experinental. En relacidn con 2llo, hay que
considerar tambiéan gue L.oivanovii ne ha sidoe practicamente
implicada como causa de mortalidad en la especie humana ¥ en
el ipdividuo adulbto (GRAY vy KILLINGER, 19686; SEELIGEE ¥
FINGER. 1969; ECQCOURT y SEELIGCEE, 1%85), =ino Gnicamente en
fetos ¥ neonabos, particularmente en la  especie ovina
(MCLECD vy col., 1974; SEELIGER, 1947; JEWSEN y SWIFT'S,
19881, Nuestras experiencias, por atra parte, confirman =l
ostensiblemente inferior grado de patogenicidad e
L.ivanovii respecto de L.monocybtogenes 1/3a, y. en concreto,
respectao del serotipn 4b; hechao este tambidn corrohoradoe por
sudurier v col. (1981,

El serotipo 4b de L.monocytogenes = capaz de inducir
aguivalentempnte lesicnes tanto en &)l higadn coma en los
drgance linfaides -, o5, en nuestras experiencias, ¥ en
colncidencia can las de Wirsing Veon Keenlg y col. (1983, 21
gserotipo mis patégenc de los estudiados; lo cual es también
nroeherente con e£1 hecho de gue un amplio porcentaje de la
casuistica de la listeriosis en condiciones naturales, es
ocasionado por esta serovariedad (SEELIGER y FINGER, 1969;
FLEMING ¥y col., 1%353; HOD v col., 1%86; MCLAUCHLIY y col.,
1988; SCHOMBERG. 1988b; etc.!.

Asf{ pues, sin perjulicico de gue la eaxistencia de
lesiones hepdticas o, mas rvaramentbe, de obros Srganos no
linfoides, puedan contribuir de manera significativa a la
explicacian de la patogenia de la enfermedad, parece sin
enbargo mas razonablse pensar, que es la existencita da
lesiones graves ¥ deneralizadas en drganos linicides el
haeche crucial gue mavoermente condiciona =1 cursa vy o=l
prondsticc e la infeccidn listérica. Enmn este sentldo, 51
dichas lesiones rmuestran un  caracter necrotlzante, el
prondstica os  desfavorable vy, probablemante, fatatl.
Posteriores estudios en este sentido deberfan confirmar esta
Supdsician,

Desde <que Mackaness (1%62) demostrara de manera
incguivoca que la  innenidad contra L.meonacybogenes org
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mediada por Lts T, v no mediante Ltx B, la  ingente
produccidén cientifica peosterior ha hecho de Ja listeriosis
murina un modele axperimantal de eleccidn en el estudio de
la inpmunidad de base celular o T-dependiente.

En 2] transcurso de las dltinas décadas, el desarrollao
progresiva de la investigscidn en este sentide ha permibrdo
eonocer, ocon snconiable precisidn, el procesa coucial de
activaclidn nacrofdgica por Lts T sansibilisados
listeria=especificos,. Process constituido a su ver en el
fundamenta de la instauracidn de  inmunidad contra la
infeceldn con L.monocylogenes.,

Ea contraste con elle, los mecanismos de  inmunidad
inespecifica  han sido  consilderades  notablemente menas
impertantes vy valoradeo= de manera desigral y diver=a por les
investigadores gue han trabajado sobre ella. ¥No obstante, en
nuestra opinién, ¥ en funcidén de los resultados obtenides en
este trabajo doctoral, pensamcs sin embargo gue es la fase
inigial o de inmunidad inespecffica (1-3 d.p.i.? la fase
eritica gue condiciona  la  evolucién  posterior y el
prontstice favorable o desfavorable de la infeccidn., En este
sentido, junto con atros lnvestigadores (CHAN v col., 1977;
NEWBORG vy NORTH, 1980; SELBITZ vy cal., 1%H&; ERATE v
KURLANDER, 1988}, pensamos gune la inmunidad inespecifica so
activa rdpidamente tras el inicio de la infeccidon con la
funcidn urgente de inhibir = interferir la proliferacion v
digemlinacidn de L.ponocybtogenes en el organisno.  Esto
posibilita un intervale de tiempo suficiente coma para
permitic la postericor ¥ plena instauracidn de logs mecanismos
mids eficaces de inmenidad Ag-especifica, hecha que,
finalmente, tendrd como resultade la  superacidn de  la
infeccidn v la curagidn de la enfermedad,

En apoyo de esta interpretacidn puede aducirse gue al
furdamento de la diferenciacién entre e=stirpes murinas
lisreria-resistentes y listeria-sugsceptibles, no se explica
en funcion Jde carackeristicas de inmunidad T-dependiente,
sino par la Riferente capacidad d& unas estirpes u otrag en
la movilizacidn, acdmulo, ¥ poder listericida de las células
fageoriticas - principalmente del SME - en los puntos de
infeccion activa durante las priweras 4585-72 h.p.i. {(SRAMENE
y HONGSHAVN, 1979; HMANDEL y CHEERS, 19689; STEVENSON y col..
19B(0; CZUPRYNSKI v col., 1985; YOUNG y CHEERS, 1986;: WOOD ¥
CHEERS, 1986; CHEERS y col., 19887,

Puede argumentarse también en este =enbtido gue, a
difersncia de ctras bacterias patdgenas de tipo
intracelular, como por ejemplo Mvcoobackerium spp., Listeria
spp. sen muy sensibles a la aceidn bactericida de los MOs
activadas; hecho bign damostrado ya, clidsicamente,
{MACKAFRESS, 1982 HORTH, 19707 cuandeo e ostablocid una
correlacidn directa entre la  instauracidn de  inmunadad
gapacifica v el deeclinar progresive de la presencia e




186

listerias en el arganiske. Probablemente esto expligque
tambign por gud, ecxcapto en la encefalitis de las rumiantes,
la listeriosis nno es habitualmente una enfermedad de curso
crénicg tanto en candiciones naturaleg oomo experimentales,
sima Tundamentalmente de curso agudo o subagudo.

Respecto de otros hechos fundamentales ean la patogenia
de la listeriosis, de nuestras experiencias se deducs gque la
diseninacidn de Listeria ERE- an el organlsmo s,
principalmente. corsecuencia de Ja mevilizacidn de  las
células fagociticas infectadas (M0s y PMNNsS) a traves de las
"rutas de nigqracidin habituales™, y de la relativa abundancia
de céflulas del BMF en losg diferentes drgancs. HMaastra de
2llo, &5 que los Srganos invariablemente afectados en es5ta
enfernedad son giempre los drgancs linfoides - incluida la
mEdula dsea — ¥y 2! higada, cuya poblacidn de cé&ilulas de
Kupffer - dade 21 volumen de este Srgano - es probablemente
agqulparable a la de un drgano linfoide.

En lo referente a les demds drganos, m45 raranenks
afectados, es razeonable =uponer gque las lesiones observadas
en ellos son tambidn consecuencia de la migracisn a los
mismos de calulas fagociticas infeactadas,

En conscnancia <on eszta lfinea de argumentacidn, un
factor adicional que podela explicar, parcialmente, las
diferoncias existentes en la listeriesis murina, entre 1la
infeccidén con L.monocytogenes v L.lvanovwli, es2 &1 grado do
pategenicidad, o, le gque es lo misme, la capacidad de
supervivencia de  ambas  especies  de  listerias en el
citoplasma de las células Fagociticas. A este raspecto, la
menor patogenicidad de L.ivanovil qulzids pudiera explicarse
porgue unicamente fuera capaz de infectar MO= residentes
peritoneales, PMHN=s v céflulas de Kupffer, Etodas ellas
células a las gQue se atribuye un poder listericida
significativamenkte inferior al de los M= inflamatoriaos
derivados de médula Ssea tras <l inlgele de la i1nfecocildn
{NORTH, 1%70; CHEFRS v wnol., 1978; SKAMENE vy RONGSHAVN,
15979; STEVENSON v cal.. 1981 WOOD vy col., 1906; CZUPRYNSET
vy col., L987). La no existencia de legiones linfoides, sino
w3lo hepaticas, én la infeccidn experimental con L.lvanaovii
por wvwia i1.p., ¥ la ausencia total de leziones en la
infeccidn por via s.c., apoyarlan esta 1nterpretacidn. De la
misma manera, explicaria &l poegudg an condicicnes naturales
la infeccidn con esta especie de listeria es tan poco
frecuente ¥y, ademids, sSe observa rasi Gnicamente en fetas ¥
necnatos en la especie ovina (MACLECD vy col., 1974 ROGCGURT
vy SEELIGER, 1985}.

Bvalan también, indirectamente, esta intarprebacidn los
experimentos de Portnoy v col. (1988), guienez demosttaron
que L.monocytogenes era capaz de schrevivir v proliferar en
células nmupinas de la  linea J774 “similares a Mis”
iMacrophage-1ike cells), fibroblastos murinos primarios de
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la linea CL.7 ¥y cé€lulas spiteliales humanas de 1la linea
Henle 407, pere te en MOs murinoes derivados de médula dzea.
Mienftras oue en estas dltimas células la proliferacidén de
L.monocytogenes cesaba tras la tercera genperacidn, en las
abras tros lineas oelulares la multiplicacidn de
L.monocybogenes prodgresabka hasta niveles de 100 backerias
por cflula; datas eeobablemente asimilables, en béeminos

geperales, a  lo observade por nogotros  respecte a la
colonizactidn de hepatecites y oélulas pancredtlicas en la
infecoian listérica esxperimental. QEres tipoy celuwlarces

frocuentenente afectados por L.monoceyiagenses en noeskras
experienciays fueron células muscularey estriadas, lisas v
cardiacas, mesoteliales v otras c2lulas epiteliales cono las
del ofrtex adrenal vy, mds raramenie, de los cuerpos libkeos
OVAricos.

La diferente suscepkibilidad de los distintos bLipos
celularez del arganismg a la ipfeccidn por Lomonocytogencs,
queds también  de  manifiesto cuando log menciopados
invesbigadores emplearon cepas mutantes, no hemglikicas, de
ests espaecle bacteriana. Inkeresantemente, en este caso la
cepa nutante de L.monacybogenes ne fue capaz de sobrevivir y
proliferar en las lineas celulares mentadas J774 "M0a-like
cells™, fibroblastos CL.7 y MO0= murinos derivados de médula
#eea, pero si lo hizo en la linea Henle 407,

Aol pues, en consonapcia con lo expuesto por Cossart y
Mengaud (198BH), de nueshras experienclas dedocimos gque el
hecha crucial gue determina la  patogenicidad de les
diferentes serofipos de L.monocybogenes v de L.ivanovii, no
ex tanteo su caparidad para penetrar por endocitosis en las
c&lulas hospedadoras - hecho este comin a ambas especies -,
como €] diferente poder lisktericida ejercido por dichas
células. En células ne fageciticags tales qomo cdlulas
epiteliales, musculares, mesobeliales ete,, la praoliferacidan
intraciboplasmica de L.monccytogenes ¥ L.ivanovil no estid en
absoluko restringlda. lo cual inevitablemente supone la
pecrosis ¥y lisis final de la cdiula infectada. Por el
contraria, en células fagociticas, la supervivencia de estas
bacterias depende de la diferente capacidad de cada serctipo
- in¢lulde el 5 - para evadirse v evitar ser destraidas por
los sistemas micreobicidas de PMNNs, células de Rupffer y Mis
ha activados,

Una repercusldén lmportante de e=stos hechos ez la
poesibilidad de qgue la infeceidn y proliferacién actiwva do
L.monocytogenes ¥ L.ivanowii en célalas no fagoelitircas,
principalmente epiteliales, sea un process crucial en 1a
patogenia y evolucidn de la infeccidn, ya gue en ecsta "fase”
cprEelial, las listerias patdygenas tienen la oportunidad de
sobhrevivier v muzlbiplicarse  sin restriccidn, evitando
simuitdneamente la  accidn listericida  de los MOy
inflamatorios ¥ otras células del sistema inmune.
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Finalmepte, rconsiderands de panera general todo lo
expuestn, pepsamcs gue la listericsis murina es un buen
rmadelo experimental, no sdlo para ¢l estudic de la patogenia
e 1a lisrericsis septicénics, sino también en lo referente
al egtudio dei funcicnamiente del sistema inmune ante una
infeccidn con un agente patdégeno de caricter intracelular.

Paradd jicamente, aungue exiske una ingente produccidn
cientifica sobre la iisteriosis murina Ccore  modelo
experimental, la gran mayoria de cstudieos e inveshigaciones
realizadas se basan  en planteanicntos cxporinentales
mediante Eécnlcas 1n vitro y/o micrehioldgicas, adeoleciendo
frecuentemente de la falta de estudics complementarios
sistemadricos cobire la patogenia v lesiones hisbopatoldégicas
de la enfermedad. Esba carencia es todavia mis seorprendente
cuands se considera gQue <] troplsmo y la oxistencia de
graves  lesicne2 en todos  los Srganos linfoides sin
escepeldn,  es ¢l acontecimiento nds  relevante de  la
listericsis murina experimental. EI gque la Hibklicgrafia
sobre la enfermedad no consigne de manera destacada eske
hecho, vy elle, cuande bidsicamente cagl toda la investigacidn
realizada rienge por finalidad el estudic de la listeriosis
rurina cone modelo en el establecimiento de inmunidad cantra
un agente patdgenc de tipoe intracelular. =g ciertaments
sorprendente.

En este =entido, conslderamos  gue  una de  las
aportaclones mas dtiles v significativazs de nuestro trabajo
doctoral, ha sido moestrar comg 2l organisme reacocliona ante
la infeccidn experimental cveon Listeria spp.., mediante 1a
realizacidn de un  estudio histopatoldgico secuencial,
sistematico ¥ exhauvstive de la infeccldn "in =situ". Esto nos
ha permitido cortribuicr a la descripeidén de un marco
genérico de referencia - 21 cual incluye la explicacidn de
la patogenia., curso y evolucidn de la infeccidén - respecto
del oual serd posible comparvar ¥y verificar los resultados de
futuras investigaciones,.
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6. CONCLUSIOMES,

I. La listericsis murina, independientemcente de la wia
de inoculacidan, serotipo de listeria o dogig de inoculacidan
winpleada, s& manifjexta i1nvariablemente coma una infecoidn
sistémica, ¥y, depepdicends de su gravedad, come una
sephtlcemia.

II. Las drgancs mids constankte y gravemente afectados en
la listeriosis murina son los organos linfeoides vy el higado,
existiends una sigpificativa correlacidn entre la gravedad
fde lag lesiones chaervadas en estos Srdanes, la reaccion PAR
t+3 dekectable en las mismas v la mortalidad.

IT11., La etapa inizial an la dizeminacidn de
L.mongocytogenes ¥ L.tvanovil 2n el organismo ze produce por
via linfdtica, realizidndose £sta exclusivamente hacia £l
linfacentro mediastinico en el rcaso de la  infeccidn
oxperinental por via 1.m., hacia loz ganglics inguinales
csuperficiales e 1lfacos en el gaso de Ja iageulacidn por via
S.0. lewvande o5 a nivel lumbar), y hacia 1 ganglie vevunal
cuande la infeccidn se produce por via intragéastrica.

TV, Traa la EFase de diseminacidn linfitica inicial, la
dizeminacién hematdgena de la infecoldn za produce
fundamentalmente por mediacisan MOs v PMBNs infectados. Este
hecho tiene oono consecuencia princlpal, la afeccitn -
ademis del higads - del bazeo, ganglics linfaricos, placas de
Paeyer y mddula dzea.

Y, Mediante infeccidén parenteral y tras la instauracién
de una infeccidn sistémica en el organismo, L.mongeybogenes
acceda al pardrguina del bkaza a nivel de los seaocs de la
zana mairgilnal, mientras gue en los ganglics linfaticos ¥
plaras de Pever lo hace medilante las VEAs.

VI. L.nonocytogenses asi como las lesiones gue eska
bacteria proveca se localizan inicial y fundamentalmente en
las  ZIovnas T-dependientes de los &Srganos linfoides. La
infeceién de estos  Srgancs provoca Lna esplenikbls oy
linfadenitis de cardcter variahle entre purutlenta,
necrotizante o pipgranulomatosa, dependiendo de la fase ¥y
gravedad de la infeccidn. Adiclonalmente, se ochserva tambiédn
una variahle deplecidn linfeide ceoncomitante. Medlante la
técmica de PAP  se  puede demostrar siempre Ag de
L.twonecytogenes 2n el seno de dichas lesinnes.

VII. En la listeriosis murina las lesiones cardiacas sc
caracterizan por smer lesigones cuyo ipleie vy evolucidn gon
ris tardios gue los observadas en log drganas de referencia,
higado vy bazo; frecuentemente, una vez gue el organismt estd
superande & ha superado va la fase aguda de la infeccidn.
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VIIl. Cuando en o) transcurso de la infeceidn listérica
52 producen  lesiones hepibticas, la elinipacian de  Jas
listerias del organismo se realiza medianie la bilis, vy,
consecuentamente, por las heces.

IX« La via 5.c. 2 unsg vla de inoculacidn adecuada para
al estudic de la patogenia de la listeriosis murina. siendo

lag ecaraclteristicas do la infecoidn  por gsta via
equiparables a los casog de listeriosis septicémica habidos
en condiciones naturales. La via i.p., come copsecusncia de

la frecuente afeccidn de las serosag , vy, por coxtensidan
desde el mesobtelio, de diferentes dSrgancs abdominales v
mediastinicos, pucde inducir a interprebaciches errfingas
respecto do la patogenla de la enfermedad.

X. La infaccian mur ina experimental pPoE via
intragdstrica no proveca signos cliniceos de enfermedad ni
lesi1ones conparables a las cobservadas por otras vias. No
ebstante, sl ez rcapaz de producir una infeccién subclinica
con  lesiones sistémicas  leves, en lag gue wss pogsible
detectar, aungue inconstanktements, Ag de L.monocytogenes.

XI. En la 1infeccidén murina cxperimenkal por wvia
intragdstrica, L.monoovtogernes accede  al interior del
organismo a través del epibtelic de las placas de Peyer. Sin
embargae, la infecgidn por esta via ne provoca lesicnes
aparentes en todo el tracto gastreeointestinal, incluidas las
placas de Peyer., GDesde «estas daltimas, las ligterias zae
diseminan hacia el resto del organismo nediante leos ganglios
pmesentéplicos.

31I17. L.monoocvtogenes v L.lvanovii, ademas de CRF |
capacidad para sobrevivir ¥ proliferar 2n células
Eagociticas, tienan también capacidad para penetrar v
ruttiplicarse en otros tipes celulares, principalmante

hepatocitos. Esta posibilidad de sulbtiplicacién en células
epiteliales disminuye cstepsibienente la wvulnerabilidad de
las listerias patdgernas a la acciédn microbiecida del sistema
inmunitario, hechs fundamental que condiciona qrandemente la
evolucidn v prondstico final de la infeccién,

¥ITI. L.monocytogenes e3 la especie mids pdatdégena del
género Listeria, y nmaniflesta un Sropismo caracteristiceo
tanto par el higado, comne por todoes los drgancs linfoides,
L.ivanovii no 23 capaz de provocar lesiones en los &rganos
linfoides peres si en o] higado. Consecuentemente con ello,
su grado de patogeneicidad ez ostensiblemete ynferior al de
L.nonocytagenas,

¥IV. La GEtéocpnica de peroxidasa-anbiperoxidasa {PAFS,
debide a sus caracteristicas de sensibilidad y especificidad
en la deteccidn de Ag, o8 una técnjca muy odtil para el
diagndstico y estudic de la patogenia de la listeriosis.
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B. ANEXOS
E.1., Frijador

B.t1.1. Formol tamponade al 14%, pH 6.8-7.10
tBancroft v Stevens, [982)

Formalina al 40% . ... i it ancncanennn . 100 ml,
Agua destilada ... aans Ceh e b e and mi.
Fosfato noposddico (PO,HaNa.1HO0] o ve v e 4 grF.

Fﬂﬂ[atﬂ ﬁlﬁlfrdlﬂl':l IPEJQHNEE} LR LN N R L B I ] EIM] gr-
B.2. adhesivos

8.2.1. Alkiimina glicerinada de Mayer {Lupa, 1968

El-ﬁl’ﬁl dF‘_. I:'I.Ul!'""-"ﬁ W oER R F N AN RN AR RN R PFREE kDR PF RS R DR 5[] |.T|I-l
GllCE'l'll'IEI L R I I R I N O R R I e I R I I I I TR I Y T I 5[] m.!.-
Tll"'ll:}]. + 1 F B F N AN R F RPN YRR YAFEY NN+ o C:’l"—:tal

Mezclar la olara de hueve ¥y la glicerina v filkrac con
un papel de filbro (51 s& filtra al vacio se acelera el
procescs). Ahfadir el cristal de timel ¥ conservar a 490,

3.2.2, Solucién de poli-L-lisina al D.1%
[Huapg y col., 1933}

Pﬂ'll'f.-"llﬁlﬂ& hidl"ﬁhrﬂmurﬂo-o-oq-q-qqqqo-o ID "JJ."-
tPeso molecular 70.000-130,000) v vrurnens 100 ml.

Congervar la solucidn 3 - 20%C

2,31, Solucitones v colorantes utilizados en las Léonicas

-

histolégicas de ruklna

B.2.1, Hematozilina de Mayer (Luna, 1963%

Crigtales de hematoXl]lina . eu e e svaasasns L gr.
Aova degbilada ... ..o mi s i e - L.900 ml.
Yodato 50100 .o rir i nrr v a 0.2 gr.
Alumbre pobdsico (SOL)zalK.12Hz0) soeveavn 50 gr-
Arido CIlEMICD e vt v v et s e e At e e e 1l gr.
Hidrato de cloral oo vescsvsinincianesiansy 50 gr.

Bisolver =1l alumbre en el aguea =in calentar. Afadir la
hematoxilina ¥y coando este disuelta afadir e} yodato
sddico, gl Adcidoe cibtrico v &l hidrtado de ¢cloral.

-

Mantener en agitacidn hasba que esté bien disue]lto.

£.1.7., Eo=ina al 1% {Modificade de Luna, 19631

E'DEZ.I.FI.E.T|+|+|+|+|+|+|+|+|+|+|+|+|+|e|+|+| l'i]l.'-
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Agui]. de&tlladd T+ F Y o+ B+ F o+ 0+ F N F o+ F 4o+ o+ A+ lﬂn m].l
Acldo ac:étlco + 0 + 0 F & 0 + 0 4+ & 4 B0 " 1 + 0 % 05 + 0 + & d +F l-'E thaS

Mepzelar todos leos conponentes ¥ Aagibar.

B.3.3, Solucidn de Hurker - Conn tBancrofbt y Stewvens, 19821

Cristal violeta ..o iie e nonsrrsnarsoanenvns 2 gr.
Efano]l 93% sris s nsniiimur s st a0 s+ ddnnnn 20 ml.
Oxalato amdnico sie e v imeirsras st ssnnmsn 0,8 gr.
Agua destiladd (v et ia i s e s v i et b s B80 ml.

Disolver & yvodura e&n 2-3 nl de agua ¥ luego disaolver
los cristales de yodo. afadie 2l resto del adgua
destilada.

BE.3.4. Solucidn yodada de lugal (DBancroflt y Stevens, 1982)

YDdD metélic‘.n 4+ 1 0 + 0§ & &k d & d & 8 + F 4+ 0 + & & & d 4 d & d & ]. grl
Yoduro potdisico ... ... N r e ek e 2 gr.
Agua destilada ..., e ar e e e m e Ve 106 nl.

Dizolver el cloruro potasico en 2-3 ml. de agua
destilada v después ahadic des cristales de yodo
netAlion y d1luiy con el restno del agua destilada.

B.4. Soluriones ¥ tampones para inmunohtstologia
3.4.1. Tampdn tris-zalino ITBS} 0.0%M / pH 7.6
Solucian madre {(TH)
Tris (hidroximetill-anineeranc covrvaaraes 19.14 gr.
hgua dest—ilada T F "+ 0+ F Y1+ 4 F RSy Y P+ 1.52‘5 ml'
Aﬂidntlnrhidricﬂ I.N + 1 + 01 + & % § % § F F F 4 F & 8 + 1 & 1 # 11..5 mil
Se ajusta el pH a 7.6 con el &cido clorhidricao de
manera que convieng chpezar a2 cohbrolar o] pH a partir
de los 25 nl.
Salucidn de trabajo (THS)
Tampsdn Tris (Solucion madredl v rrrrsnranera 100 ml.
Cloruro sd8dice D.15M co v vvae s evrsnansnan gl ml.
4.4.2, Tanpén imidazol &.0374 7 pH 7.1
Imidaznl + ® ¥ ® E § & ¥ R F E F B F & F + 5B F " % &5 4+ F + 5 % 0§ + 0 % 1 + 1 1"5 grl

acido clorbidrice 1IN .. v veaeviviavaeaa.. L1.25 ml.
Agua destilada ..o a. Lasmrarr e . 136 mi.
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hijustar el pH, 8l es necesario, a 7.1

£.4.3. Bolucién inhibkidora de la peroxidaza enddgena

:--iloht--h---tt -------- }

"ff‘t:_lﬁﬂl PHTIHLI‘HD LR I LR B B R R R * F =~ & q ¢ P oo E?E I"Il|.-
Hifdrdgeno peroxida al 323% pives e v rn ey 4 ml.

F.d.3. Solucidn de diaminobenzidina (DAR]
iGraham v Harnovsky, 1966)

Tampdn imidazal oo aveoi i rn e 240 =l
3.3 -dianinabenzidina tetrahldrﬂ¢lorﬂ{DAE} .12 qgr.
Perﬁxlda e BIAdrdgens oo e e P Bd wl.

Disalver =1 DAB en o] Lampdn imidazel. E! perdxido dn

hidrogens se afiade justo antes de emplear la solucidn.
d.5. Aeferencias del material wtilizado
8.5.1. Reactivos
Aretond s snnarsnsisasnasns Bef, 141007 ..... [Fanreact
Acido aréticn glacral ..,..., Cad. 131008 ,.,.. [Panreact
Arldo clbrlcoesvnsnansnsvens. Cod, 403725 ..., (Carlo Erbal
Actde elorhidrica (1NV., ..., Cod. 180021 ..... (Panreac)
Aleohol etiliceo .. vvssseeans. Cod. 111086 ..., tPanrecac!
Alcohel metilico purisinme .,. Ced. 131091 ..... {Panreac}
Alumbre crémice .. ovovrvinas Art. 1036 . .uav. (Merck:
Alumbre potd=ico..svorvawns. Art. 1047 ....... [Merck)
BANCARD v v erurmsnsas P . Cod. 131192 ..... {Panreac]
Ranzoato de metilo...ooooao s Cod. 3141349 ... . (Panreac)
Clorure s6dico oo ona .. Cod. 141639 ..., {Panreac)
Cristales de Hepatoxllina.... Art. 4305 ....... {Merck)
Cristal violeta vicuivvvnanss BRefl L1408 ..., {Merchk)

DAB v = m B d + &+ 0 ¥ B & N F bk P+ kd w0 koA D_563T PR T T TR T fql';jﬁa:l
(3,1 diamipobenzidina tatrahideoclorat



Fosinga amarilla ceseansrrsenaas Art. 9093

Eukitt

[T N I T N B LA B B | Hlﬁdlpr GlTItIH

by

Fosfate monosddicsd viansnsaas Cod, 131965 ...

Fosfato disddicg cevensaranss Cod, 131679 ...

Formaldehidao a1 40% .00 a0 Art. 3

Gelatina purfsama . eves-ve .. Cods 142080 ...

Clicerina

H99

md ks oronon tonomon okt Aok ':Q'Ij- 45‘3?51 T

Hematoxiilina de Mayer c.rove0. okt 4

i0s

Hidrato de cloral .. se.e. ark. 2425

Imidaz

ol

....... ciesrascmemses Raf, 26750

Oxalato AaMANICD i e v s vasnas-. BeE. I

152

Paroxido de hadrégenn . ...... Cod., 141076 ....

Fa
F-ad
—

r ¥ercik)

Co., Friburgo

+ (Panreac)
. 'Panreac)
. IHerck)

[(Panreac}
- [PAnreac)

« [Merck)

- (Moerek
venen fFlukat
casaa.. LMeerok)

» [Panreacy

Paraplast Plus ...... . .ovrvv. Ref. HRI 9685-502004
Monoject Scientific

Poli-L=Lisina hidrobromuro .. Ref. 1
P I R R I N L R Art- B
m s = wh d mom b omomomopowoawmoag am .airt:- ﬂ

TRIS .
{tris

fhidroximeti1l}l- aminoetanc)

1a?
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Xilono purising seevises-u.-. Cod. 141769 ...,

Yoado metdlloo eees e vnanananns BefF. 455959 .,.,

Yodura Fﬂtagicﬂ 4 0 % 0 & 0 &+ b + b d «d [:Gd- 131342 d & d r .

Yodato séddice ......... veaeaes Ark. 5525 ...,
8.5%.2, Antisueros

Sueroc de conejo anti L.monocybogenes 1/2a ...
Suerp de conejo antl L.monocybtogenoss 3a c.oaas
Suero de corejo antl L.monoeybtogenes db ..
Sucero de copnedo anti L.ivamovil 5 o einnanan
Suerr de cabra anfti IgG de conejo

« [Merckt

» [Merck)

- {FPanreac)
. (Erhai
{Papnreac?}

. tMerck?

Fac. Vet. Madrid
Fdc., Vet., dMadrisd
Fac. Ver., Madgrpaid

Fac. Veb. Madpid



GARSIgQS [(Fe) ..., .. va. ReF. NO9-067 ..... Nordic
Compiejo peraxidasa antipercxidasa de coneio

}E"IP‘-\.:"F ''''' + = = = 35 F 01 + F ¥ F 1 HEEi- Nli-ﬂﬁ4 + & + 410 NDl-dic

B8.2.3. Aparatas

Aglbador MAgnStics ssveveeen Selecta oL .. Mod. Agimatic 5-243%
Haklanza de precisi™n ....... Sartorius ... Mod. 409 4p8
Congelador (-809CY,. . .vuevnvw Beveo .. ... Mod. LT 1386
Congelador/Erigorificosrsvess Now Pol...... Mod. NP 350

Estufa de 20-60°0C .......... Selacta ..... Mod. 5-207

Inclusar de paralisna aubtomatico
British American Optical s vrv v ennnn.n v+« Mod. Histokinetke

Microftomo de rotacidn ..-... Relchere=-Jung. HMod. 1130/Biocut
FH-reLrc +osrsrrsnsnsnaansas CELIZ0O0 s-aasa tlod. micropH 2004
Bipetas de precizidn ...+ Brand

Unidad formadora de blegues . Relchert-Fung. Mod, Histoscat
) A025 Buffaio
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