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Con motivo de aislar recientemente el primer caso urbano de Listeria
monocytogenes, a partir del liquido cefaléraquideo de un paciente con el
diagnostico de “encefalopatia lupica” en tratamiento desde hace un afo
con meticortelone, hemos creido conveniente hacer una revision practica
del tema, insistiendo en los procedimientos, de aislamiento y diagnéstico,
dedicada especialmente a los que ejercen dentro del campo de la bacterio-
logia médica, teniendo presente los puntos siguientes:

a) El alto grado de letalidad de la Listeria monocytogenes que en los
EE. UU. en el lapso comprendido entre 1936 y 1966 alcanzd un 42% y
que segun Graber y Higgins llega hasta un 50%. (7)

b) Al aislamiento eada vez méas frecuente de la Listeria monocytogenes
en zonas urbanas y hospitalarias. (1, 7).

¢) A la tendencia actual de incriminarla como complicacién en los casos
de enfermedades malignas. (15).

d) A la escasez en la literatura y estadisticas Nacionales de casos debidos a
esta bacteria de la cual hasta ahora sélo se conoce un caso bacteriologi-
camente bien estudiado, aislado por el Dr. Barnola D. en 1966 (2)

* Trabajo leido en las V Jornadas Venczolanas de Microbiologia realizadas en Valencia del
2 al 5 de Junio de 1971.
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e) La posibilidad que existe de incluir a la Listeria monocytogenes en ¢]
vasto grupo de bacilos gram positivos denominados “difteroides”, sin
hacer previamente una identificacién adecuada. (1, 3, 4, 18, 20)

Los interesados en ahondar este tema pueden consultar con provecho
las magnificas monografias de: Seeliger (18), Gray y Killiger (3) y 1a
reciente bibliografia que se cita al final de este trabajo.

MICRO HISTORIA CLINICA

Paciente CCTM - M2 45 83 57 - mujer, 22 afios, soltera, estudiante
de 49 afio de bachillerato.

Bajo tratamiento por consulta externa con meticortelone 250 mg.
diario, por lupus eritematoso diseminado.

Ingrésa al hospital el 5-2-71 por presentar cuadro severo de:

Fiebre de 40°C, edema moderado, naﬁseas, vomitos, evacuaciones liqui-
das, cefalea frontal, vision doble, disminucién de la audicién bilateral
y embotamiento.

-.Diagnostico de entrada: Encefalopatia hipica hipertensiva con para-
plejia .(MIS), posible ccupacién de espacio--absceso-cerebral.

Al poco tiempo del ingreso entra en coma y se trata de acuerdo con
los diagnoésticos establecidos.

Urocultivo: + 100.000Hcoldnias de Proteus mirabilis.
’ Escara sacra sordida con Pseudomonss aeruginosa. Recibe tratamiento
con Gentamicina.- ' i

B

_El 11-2-71 se le efecti’xa puncion lﬁxhbar, el examen del L.C.R. revela

1o siguiente: Aspecto = turbio

Celulas— 288 por mm® Segmentados: 73 % - Linfocitos: 27 %
Proteinas—= 54 mgm % . Pandy—Positivo

Glucosa— 21 mgm % Gram: Bacilos Gram Positivos

Cloruros— 112 meq. 1.
Tinta China— No se vieron hongos .

Cultivo = Listeria monocytogenes. Tipo 1b. Antibiograms — Sensible
a: Cloromicetina, Colimicina, Eritromicina, Kanamicina, Penicilina, Terra-
micina, Kl.eflcdin, Rifampicina, Novobiocin. .

El 17-2-71, se repitié la toma de L.C.R. extremando las cordiciones de
asepsia y se aislé de nuevo el mismo germen.

Protccolos. 378-7T1-y 440-T1
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Hematologias:

26-marzo-7l= 7
Hematocrito: 30 % Hemoglobina: 10,2
Globulos Blancos: 12.800 Plaquetas: 90

Mielo: 2, Bastones: 4, Segmentados: 77, Linfocitos: 8, Monocitos: 9 .

28-Marzo-71=

Globulos Blancos: 13.400
Segmentados: 70 Linfocitos: 30.

30-marzo-71—

Globulos Blancos:-20.000
Segmentados: 86, Eosinofilos: 2, Linfocitos: 11, Monocitos: -1

1-abril-71=

Globulos Blancos: 27.000 )
Mielo: 2 Metamielocitos: 1, Segmentados: 95, Linfocitos: 2
1 % de Monoblastos.

5-mayo-il=

Hematocrito: 18 % Hemoglobina: 4,56
Globulos Blancos: 8.950 o

Bastones: 1, segmentados: 93, Linfocitos: 6, Monocitos: 1
Sedimentacién Globular: 70 mm.

Sedimentacion corregida: 22 mm.

LISTERIA MONOCYTOGENES - Comentarios historico-bacteriolégicos:

La Listeria monocytogenes fue descubierta en 1926 durante una
epizootia en conejos y acures, ocurrida en los Laboratorios de Cambridge,
por Murray, Webb y Swann., En un comienzo se la llamé Listerella
hepatolytica, pero al comprobarse su similitud con el Bacterium mono-
cytogenes) se le designd con el nombre de Listerella monocytogenes

En 1939 la Comisién Internacional de Nomenclatura encontro, que el
nombre genérico de Listerella ya habia sido utilizado en 1909 por Jahn para
designar un miéetozoo 'y en 1933 por Cushmann para especies de forarm-
niferos, por ello en 1940 Pirie sugirié llamarla Listeria monocytogenes, sin
embargo algunos autores como Wilson y Miles (21) opinan debe inecluir-
sele en el género Erysipelothrix.

En Venezuela seglin Del Real  (8) .Gavaler en 1956 estudié 19 casos
perinatales en la Maternidad Concepcién Palacios de Caracas y posterior-
mente en 1960 relaté otros 6 casos. En 1962 el mismo Del Real describid
un caso en La Guaira. (8). Todos estos casos solo fueron comprobados por
estudios histologicos.

El 3 de Noviembre de 1966 José Barnola D., presenté a la Academia
Nacional de Medicina el primer caso rural en adulto, observado en un
scldado de 21 afios proveniente de Humocaro Alto, Estado Lara (2). Este
caso muy bien estudiado desde el. punto de VISta bacterzologwu fue cIasxfl-
cado como: tipo 1 a. (2). :
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Taxonomicamente se le ubica dentro de la familia de las Corynehac.
teriaceae de Lehman y Neumann, en el del género Listeria de Pirie que
comprende cuatro especies.

En 1948, Sohier, Benazet y Piechaud aislaron de sangre de buey calen-
tada, una bacteria que ellos designaron como Listeria denitrificans, que
producia colonias lisas convexas (formas cortas) y colonias rugosas de
centro deprimido y bordes dentados (formas largas), que al envejecerse
presentan tinte amarillo. Reduce los nitratos a nitritos, hemolisis negativa
en medio sélidos, y es letal para ratones por via intraperitoneal (17). En
1966 Larsen y Seeliger (14) describieron la Listeria grayi que no reduce
nitratos y fermenta manitol. En 1971, Welshimer y Meredith (25) describen
la Listeria murrayi sp.n que reduce los nitratos y fermenta manitol, Las
propiedades adicionales de estas especies estan comprendidas en los
cuadros 1 y 2.

CUADRO 1

Comparacién bioguimica de las reacciones (Welshimer y Meredith)

Reacciones L. monocy- Cepa V-1 L. denitri- L. murrayi
togenes L. grayi ficans

Catalasa + _ R &4

Voges-Proskauer + + — +

Rojo metilo + <+ 3 +

Reduccion de nitratos — — + +

Acidificacién del manitol — -+ — +

Thomsom y Welshimer (22) encuentran estudiando el porcentaje
de moles GC del DNA de las especies de Listeria, que hay gran similitud
entre las especies monocytogenes, grayi y murrayi, las cuales oscilan entre
37 a 39 %, existiendo en cambio una marcada diferencia con la denitrifi-
cans que llega hasta el 56 %.

“FEn el transcurso de 1969, se comunicaron en los Estados Unidos 90
casos de Listeriosis, los cuales se concentraron en los extremos de edad:
21.6% de los pacientes tenian 0-4 semanas y el 55%, méas de 40 afios.
Una parte significativa de este tltimo grupo es que presentaba una pato-
logia primaria, predisponiendo el aparecimiento de la Listeriosis. Es posible
que esta se trate de una de las enfermedades “con futuro” como lo eran
la Toxoplasmosis, la Histoplasmosis y otras diversas, hace una o dos
decadas”.

“Como sucede tantas veces en medicina, las divulgaciones de Ul
cuadro nosologico raro, puede acompadiarse de un aumento brusco el
su frecuencia., Si hasta 1955, apenas 40 casos de Listeriosis pudierond
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localizarse en la Literatura Médica Mundial, en la decada siguiente fueron
descritos 1.5007.

“A medida que este problema se torna motivo de mayor atencién, es
probable gque se venga a reconocer la frecuencia con que ocurre las Liste-
riosis frustada o asintomatica”. *

* Listeriosis - United States, 1969 - Morbidity and mortality (National
Communicable Disease Center) 19: 375-380, 1970.

CUADRO 2
LISTERIA MURRAYI SP. N.
COMPARATIVO DE LAS REACCIONES DE LOS
CARBOHIDRATOS EN LAS DIFERENTES ESPECIES DE LISTERIA

(WELSHIMER Y MEREDITH)

SUBSTRATO L. monoacy- [Copa V-1 y| L. grayi L. murrayi |L. denitri-
togenes | ATCC 19120 (Nueve Cepas) | ficans
ADONITOL —_ —_— e —
ESCULINA + + + +
L-ARABINOSA — — — +
AMIGDALINA + o+ + +D
CELOBIOSA -+ + + +
DEXTRINA -+ + + +
DULCITOL — — o —
ERITRITOL = o + -
Lo
D-GALACTOSA v/D + (72 horas) o
GLUCOSA + + -+ +
GLUCOGENO — — o e
INOSITOL —_ —_— o —
INULINA = == — —

SIMBOLOS— —: NO ACIDIFICAN EN 24 DIAS; +: ACIDIFICACION EN
24 A 48 HORAS; V: VARIABLE; D: ACIDIFICACION
DESPUES DE VARIOS DIAS.
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CUADRO 3

RESERV 61{ 108 'i310l.OG!'(;OS ANIMALES

ANIMALES SALVATES > PAJAROS SILVESTRES
TRASMISION DIRECTA O

ORTADORES

TRASMISION A
ANIMALES DOMESTICGOS

INFECCION ESPONTANEA
ANIMALES DOMESTICOS
RESERVORIOS BIOLOGICOS)

CAZA
CONTACTO -
EXCREMENTOS
POLVO

CONTACTO
AIRFE
LECHE
CARNE
PECES
CRUSTACEOS
AGUA
POLVO

INFECCION DEL HOMBRE (ES TRASMISION
PORADICA O EPIDEMICA) AL HOMBRE

INFECCION EMBARAZADA

v

INFECCION DEL E O Y RECIEN NACIDO

HABITAT NATURAL DE LA LISTERIA MONOCYTOGENES ( NO IDENTIFICADO
AUN ) (SUELO U ORGANISMOS VEGETALES

—t
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SEGUN SEELIGER. MOVDI.FICADO
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CUADRO 4

PORCENTAJE MOLE GC DEL DNA DE ESPECIES DE LISTERIA

-

SEGUN S. 8. THOMSON Y H J. WELSHIMER

MONOCYTOGENES
MONOCYTOGENES
MONOCYTOGENES &
GRAYI"

GRAYI

MURRAYI

MURRAYI

MURRAYI
DENITRIFICANS

prREEEREEREE R

1933 38
HD - 37
v 11 ‘37
AT T C 19120 39
Vi o 39
F 6 39
F 9 38
F 12 39

56

CUAI)RO 5

MAMIFEROS CONOCIDOS DE SER PORTADORES DE LISTERIA

MONOCYTOGENES COMPILACION HECHA

POR GRAY Y KILLINGER

Rumiantes Domsésticos:

Oveja, Chivo, Vaca, Bufalo de
Agua

Animales domésticos Monogas-
tricos:

Cochino, Caballo, Conejo

Animales Domésticos:
Perro, Gato, Ardilla

Animales de Laboratorio:

Conejo, Acure, Rata,
Silvestre

Raton

Animales de Piel:

Hurén, Turén de Noruega
Chinchilla, Zorro, Visén

Animales Zoologicos:

Chinchilla, Mono Titi, Paca,
Leopardo, Coyote

Rumiantes Salvajes:

Venado, Alce

Animales Monogastricos
Salvajes:

Conejo, Rata Salvaje, Zorro,
Raton de Monte, Rata de Agua,
Rata Almizelera, Marta, Mofe-
ta, Arpia de Agua, Arpia Co-
mun, Coatl.
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CUADRO 6

AVES CONOCIDAS COMO PORTADORAS DE LISTERIA

MONOCYTOGENES

POLLOS, GANSOS, PATOS, PAVOS, PICHONES, CANARIOS,
LOROS, AGUILAS, GUACOS, GALLINAS SILVESTRES, FAISANES

BLANCOS, PERDICES, HARPANGOS, PALOMOS.

ADEMAS: VARIAS ESPECIES DE PECES Y CRUSTACEOS.

CUADRO 7

TRASMISION DE LA LISTERIA

SEGUN SEELIGER

— =

ANIMALES SALVAJES

CONTACTOQ CONTACTO
DIRECTO SECRECIONES DIRECTO
CARNE EXCRECIONES
CONTACTO POLVO CONTA(??‘O
DIRECTO / DIRECTO

ANIMALES DOMESTICOS

CENTRO MEDICO



CUADRO 8
EFECTOS MORBIGENOS PRODUCIDOS POR LISTERIA

MENINGO-ENCEFALITIS: MAS FRECUENTE EN NEONATOS Y PER-
SONAS SOBRE 40 ANOS.

SEPTICEMIA LIGERA: SEMEJANTE A CATARROS LIGEROS EN
GESTANTES CON PARTQO PREMATURO O
FETO NO VIABLE A TERMINO.

SEPTICEMIA EN PERIODO PERINATAL: USUALMENTE EN
PREMATUROS.

SEPTICEMIA EN EL ADULTO: A MENUDO DESPUES DE OTITIS
MEDIA, FARINGITIS, AMIGDALITIS
O SINUSITIS.

SINDROME MONONUCLEOSICO.

NEUMONIAS,

ENDOCARDITIS.

ABSCESOS LOCALIZADOS: EXTERNOS O INTERNOS
LESIONES CUTANEAS: PAPULARES O PUSTULARES
CONJUNTIVITIS.

ABOR’i‘O HABITUAL.

URETRITIS.

RETARDO MENTAL.

PSICOSIS EN EL ADULTO (*).

(*) EVIDENCIA SEROLOGICA UNICAMENTE

En los cuadros tomados de Seeliger a los cuales hemos agregado
algunos hechos de reciente descubrimiento debemos adiadir:

1—La posibilidad de la transmisién de la Listeria por intermedio del
Ixodes ricinus como lo indica Kratochvil. (17)

2—La posibilidad de contagio sexual (uretritis-cervicitis). (2)

3.—Su aislamiento en alimentos (crustraceos, peces, pollos) ¥y en traba-
jadores manipuladores de alimentos. (3)

4—La posibilidad de infeccién por via de las vainas de los nervios de las
raices del trigénimo, citada por Borman, (2)

5—El sefialamiento muy reciente que han hecho Welshimer y Donker-
Voet del aislamiento de Listeria en:

11 de 12 haciendas examinadas (Hanover) Virginia. (20)
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6 de 7 muestras locales urbanas (Henrico). (20)

6.—Meditar la expresion de los autores citados Welshimer ¥ Donker-
Voet: “La epidemiologia de la Listerla monocytogenes nos deja per-
plejos y el habitat es oscuro”. (20)

‘7—En el hogar de nuestra paciente tan solo existia un loro, de aparente
buena salud y el cual no ha sido posible controlar hasta ahora.

8.—En Venezuela la Listeriosis animal debe ser muy escasa pues hastg
la fecha no ha sido aislada en los animales estudiados en el Instituto
Superior de Investigaciones Veterinarias (Comunicacién personal

Dr. Francisco Jelambi Cols, Jefe de la Seccién de Bacteriologia.

Watson y Lavisso (27) comprobaron estudiando la infeccion de las
Listeria a nivel celular que estas pueden sobrevivir dentro de las celulas
que la fagocitan. Las cepas virulentas poseen antigenos hemoliticos (H)
y lipoliticos (L).—

CUADRO 9

BACILOS GRAM PCSITIVOS NC ESPORULADOS NO ACIDORESISTENTES

CATALASA CATALASA
KEGATIVA FOSITIVA
INMOVILES MOVILES INMOVILES MOVILES
| | |
C, PYOGENES LACTOBACILLUS CORINEBAGIERIUM SFP. L. MONOGCITOGENES
X {RARO)
LACTOBACILLUS SPP, KURTHiA ZOPFI
ERYSIPELOTHRIX SPP, CORINEBACTERIUM SPP.

(NO MEDICAS]

RESUMEN DE SUS CARACTERISTICAS:

La Listeria monocytogenes es un bacilo Gram positivo, no eapsulado
ni esporulado, que usualmente forma como empalizadas o parejas seme-
jantes a Diplococos. Es movil por flagelos peritricos y cuando se le cultivd
entre 18 y 20° presenta su maxima motilidad con un movimiento carac-
teristico. Este puede describirse como de rotacién extrinseca y luego hacia
una determinada direcciéon dando vueltas sobre su eje mayor.

Es aerobio facultativo y crece bien en los medios de cultivo comunes
en el Laboratorio. La temperatura Optima de crecimiento es de 37°, pero
se desarrolla bien en el amplic margen comprendido entre 25° y 42°C.
Cuando se le trata de aislar en muestras contaminadas, su crecimiento
es favorecido por la refrigeracién previa a 4° C., durante 1 a 3 meseS
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Colonias presentando la coloracion azulverdosa
caracteristica, observadas en triptosa agar

con iluminacion oblicua

% i

Acure antes de la instilacion en el saco El mismo acure 48 horas después de la
conjuntival de II gotas de cultivo de instilacion del cultivo de Listeria
Listeria en caldo (Reaccion de Anton)

‘Celula monuclear con gran cantidad de Listerias

‘Reaccion conjuntival del acure a las 48 horas
de la instilacion
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del material a sembrar. En placas de medios especiales, solidos y traslj-
cidos, los cultivos muestran colonias con una coloracién azul verdosa g
ser observados con iluminacién oblicua. En placas de agar sangre de
carnero, produce hemodlisis beta en 24 horas, cuando se utiliza sangre
humana o de conejo la hemolisis beta aparece tardiamente a las 48
horas. Las caracteristicas utiles para la identificacion de esta bacteria
estan comprendidas en forma completa en los cuadros Nos. 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19 y 20.

La inoculacién de unas gotas de cultivo en medio liquido después de
18 a 24 horas de incubacion, en el fondo del saco conjuntival de conejos
y acures provocan una conjuntivitis caracteristica (Prueba de Anton) y
la inyeccion endovenosa en las condiciones sefialadas en el cuadro No. 20
produce un aumento de los monocitos en la sangre del conejo hasta en
un 40% a los 3 - 4 dias.

CUADRO 10

ESQUEMA PARA EL AISLAMIENTO DE LISTERIA MONOCYTOGENES

TEJI DO

" AF

(i es Posible)
nRCERAR

(:v.ur solue. salina)

ratdn o huevo
Guardar a 4*C
31 |(si megalive restembre con
infervelos per lo mencs

durante 2 meses)

W ploSa. agar

(J

iMmcvbar 24 hyg g 3390

5% o lupa
R s )
A

calania
28 azul- Uﬂ%da,;s
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METODOLOGIA PARA EL EXAMEN DE LAS MUESTRAS
1—Examen Directo:
1.1 Liquido cefalo raquideo:
1.11 Centrifugarlo a 1.500 g. por 15 minutos.

1.12 Decantar el liguido sobrenadamente dejandc en el tubo apré-
ximadamente 0.4 ml.

1.13 Guardar el liquido decantado en refrigeradora a 4°C para
siembra ulterior.

1.14 Hacer preparacién para coloracion de Gram.
1.15 Hacer preparacion para anticuerpos fluorescentes.

Las técnicas directas de inmuno-fluorescencia presentan grandes
ventajas:
a) Rapidez del procedimiento.
b) Diagnostico posible con organismos no viables.
¢) Diagnostico factible cuando los cultivos no son posibles.
1.2 Meconio:

1.21 Hacer examen en fresco en gota pendiente para la busqueda
de bacilos moviles con movimiento caracteristico.

1.22 Hacer frotes para coloracién de Gram.

1.23 Hacer extendidos para anticuerpos fluorescentes.
1.3 Hisopados de genitales de mujeres con abortes:

1.31 Hacer frotes para coloraciéon de Gram.

132 Hacer extendidos para anticuerpos fluorescentes.

2—Cultivo:

La Listeria monocytogenes es facil de cultivar pero dificil de aislar
de muestras contaminadas. Se utilizan los medios usuales especial-
mente agar sangre, triptosa agar (a 35°C y Co, 10%), caldo triptosa,
Medio de Mec. Bride, Medio de Beerens con acido nalidixico, caldo-
triptosa con polimixina B, caldo con thiocianato de potasio, ete.

Es muy muy util y recomendatle la utilizacién del enriquecimiento en
frio (Gray).

2.1 Liquido cefalo raquideo:

2.11 Rutinariamente inccular 0.1 ml del sedimento en cada una de
dos placas de agar sangre y agar chocolate incubandolas en
atmoésfera de 10% de Co,.
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2.12 Cuando se investiga particularmente Listeria:

2121 Inocular ademés una placa de triptosa agar para examinar
colonias para iluminaciéon oblicua (azul verdosas)

2.122 Anadir al centrifugado restante 5 ml. de caldo-triptosa y
guardarlo en refrigeradora a -- 4°C

De este tubo hacer pases semanales durante el primer mes
¥ luego mensualmente a triptosa-agar, durante 3 a 4
meses,

2.2 Hemocultivo
2.21 Cuando no se sospecha Listeriosis:

Seguir una técnica depurada: limpieza extrema de la region,
sembrar la sangre en medio de cultivo adecuados, dilucién no
menor de 1/30, cultivos seriados por lo menos 3, uno cada
media hora.

2.22 Si se sospecha Listeriosis:

Uno de los frascos inoculados se guarda en la refrigeradora
a4° C

Se hacen siembras semanalmente por lo menos durante un mes.
2.3 Hisopados de organos contaminados:

En estos casos el aislamiento es dificil. Se utilizan los medios
selectivos indicados anteriormente (Beerens, Mc. Bride modificado,
caldo con tiocianato de potasio, caldo con sulfato de polimixina).
Todavia no existe un medio ideal para este fin.

2.31 Depositar un hisopo en tubo tapa de rosca con 5 ml. de caldo
triptosa y guardarlo en la refrigeradora a 4°C.

2.32 Transfiera 0.2 ml. del caldo en el cual se deposité el hisopo a
un tubo con 5ml. de caldo-triptosa-thiocianato e inctbelo
a 22-25°C por 48 horas. Semanalmente durante el primer mes
¥ luego mensualmente durante 3 a 4 meses, si no se obtiene
aislamiento antes, repita el pase.

2.33 Siembre ademads placas de agar sangre y triptosa-agar €
incabelas por 24 a 48 horas a 35°C.

2.4 Tejidos o Heces:

241 Triturar con arena estéril en mortero 1 6 2 gramos de material
y afiadirle 10 ml. de caldo triptosa (Tener en cuenta que €
sefiala a la solucién salina isotdénica como téxica para la listeria)
ver grafica péagina 105.
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242 Deje sedimentar la arena y material -triturado.
243 Decante la suspension a un tubo tapa rosca estéril
2.44 Lleve este tubo a refrigeracion a 4°C.
245 Realice lo sefialado en los apartes 232 y 2.33.
3.0 Diagndstico macroscopico de las colonias:
3.1 anr sangre:

Colonias redondas, translucidas, poco elevadas, grisaceas, de
textura fina, de 0.3 a 0.5 mm. de didmetro, con estrecha zona
de hemolisis beta.

3.2 Triptosa agar o Mc Bride utilizande iluminacién oblicua (Henry)
y aumento de 10 a 15 (en su defecto lupa adecuada): Colonias
de coloracion azul verdosa (este procedimiento es til para des-
cubrirlas en cultivos contaminados).

4 —Movilidad

Caracteristica: rotaciéon con vueltas excéntricas, luego progresion
en un sentido dando vueltas sobre su eje mayor. Se puede apreciar
su movilidad:

4.1 En fresco:
4.11 Gota pendiente
4.12 Fondo oscuro
4.13 Contraste de fases
42 En cultivo:

421 Procedimiento de Valhne, recomendado por Seeliger, utili-
zando agar al 0.2-04% en tubo en U.

422 Agar movilidad.

423 CTA. con 1% de glucosa (contraste colores-amarillo sobre
rojo aumentado a medida que va incrementando Ia
expansion).

Aproximadamente a 0.5 cm. por debajo de la superficie del medio
utilizado se observa un aumento del tamafio de la zona de creci-
miento debido a la zona de tension de oxigeno reducida en la cual se
desarrolla mejor la Listeria.

5—Pruebas Biolégicas.

5.1 Prueba de Anton (Morris-Jullianelle): Positiva. (Descrita en
el cuadro No. 20).
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5.2 Prueba de la Monocitosis en el Conejo: Positiva (Descrita epn
el cuadro No. 20).

También los autores citados han obtenido en sus experimentog
resuitados que comprueban este efecto sobre la toxicidad. Lgg
bacterias suspendidas en sol. salina presentan una accién de
LD,, que oscila entre 3.4 x 10° 3.2 x 107, slendo esta en cambio
de LD, para suspensiones de 1.5 x 10° y 2.1 x 10° cuando se
utiliza. suspensiones de agua peptona al 0.5%.

5.3 Patogenicidad para los ratones:

5.31 Inyectar por via intraperitoneal a ratones de 16 a 20 gm.
de peso, 0,2 ml. de cultivo de 24 horas de Listeria en caldo-
triptosa. Generalmente los ratones mueren en 5 dias,

532 A la autopsia se observan focos necrdticos en higado y
bazo, de los cuales puede cultivarse la Listeria.

5.33 Inyeccion endovenosa (Louria y col. 15).
5.331 Seleccionar ratones de 17 a 20 g. de peso.

5.332 Inyectar en la vena de la cola en aproximadamente
0.2 ml. de vehiculo 10° a 10" de gérmenes virulentos

5.333 A las 48 horas - hacer autopsia y buscar focos necro-
ticos en higado y bazo.

Posteriormente hay invasion epitelial y formacion
de granulomas.

A los 7 dias de la inoculacién pueden observarse
lesiones necréticas en rinén y pulmon.

6.—Embrion de pollo:

6.1 Inyectar 0.2 ml. de material por investigar en el saco vitelinoe
de un embrién de pollo de 10 a 12 dias.

6.2 El embrién muere en 48 horas.

6.3 La Listeria puede cultivarse a partir de material del saco vitelino.
6.4 Este método no es utilizable en material contaminado.
En Enero de 1971 Wilkinson y Hall comprobaron la accién nociva de
la sol. salina sobre la Listeria. A temperatura ambiente a las 120 horas

hay una disminucién de la viabilidad en aproximadamente 2 logs.; a tem-
peratura de 4°C este efecto no se manifiesta. (ver grafica pagina 105).
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CUADRO 11
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Sobrevida de la Listeria monocytogenes en solucion
salina a temperatura ambiente y a 4°C.
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CUADRO 12

DIFERENCIACION ABREVIADA ENTRE LOS GENEROS
PARECIDOS A LISTERIA

a  Z
< = < w ,: P
= E - & Z Z < 8
= o - E - [3) w E":
B = [ 2 =1 Q 2
© f§ & E 8§ 2 g 3
=] o o 2 =] 7] W =
L. Monocytogenes 4 o+ — + 4 = ==
Erysipelothrix - - s - ﬁ — EW _
Corynebacterias
aerobicas — + “+ + s — e +
Streptocoecus
grupo D & + + — + B —
Kurthia + G s = + e —

CUADRO 13

CARACTERISTICAS DIFERENCIALES ENTRE
LISTERIA Y ERYSIPELOTHRIX

LISTERIA ERYSIPELOTHRIX
CATALASA + —
MOVILIDAD is -
ACETOINA + -
CULTIVO A 4 C + -
ESCULINA + _
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CUADRO

14

CUADRO DIFERENCIAL PARA LISTERIA Y ERYSIPELOTHRIX

SEGUN E. 0. KING (1.966) N. C. D. C.
Listeria
Monocytogenes Erysipelothrix
GRAM 4. +
Bacilos Pequeiios Bacilos Delgados
Morfologia Regulares en Empa- y largos en
lizada Cadenas
0’ Requerimiento Aercbica Prefiere Co,
Glucosa Gas s —
Oxidativa o Fermentativa F
Glucosa + -+
Xilosa — —
Manitol .
Sacarosa L
Maltosa -+
Glucosa 10 % A
Lactosa (Bisel) A
Catalasa - e
Oxidasa e —

- Beta Alfa,Ocasional-
Hemolisis nente Pt
Infusion (Bisel) Disgonieo Disgonico
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CUADRO 15

CUADRO DIFERENCIAL PARA LISTERIA Y ERYSIPELOTHRIX
SEGUN E. 0. KING (1966) N. C. D. C.

Listeria "
monoeytogenes Erysipelothrix
Caldo Nutritivo + No crece
[=]
8 Mac Conkey — —(*)
(4]
= 5. 8 Agar — —
§ Citrato — —
o
Cetrimida — —
Urea —_ -_
Nitrato —_— —
Indol —_— —
H,S TSI (TACO) - £+
(PAPEL) + +
MR - VP + No crece
Gelatina — —

Li
Leche Tornasolada getamente Ackdo

Rosado Debil
Movilidad + .
Pigmento (no soluble
en Agua) _ - e
Agua - Soluble s -
Crecimiento a: 25°C + Debil
37°C + +
42°C £ —

{°) Crecimiento en Cepillo por Puncién a 25°C.
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CUADRO 16

TABLA DIFERENCIAL PARA LISTERIA, CORYNEBACTERIUM,
¥ KURTHIA SEGUN 8, T, COWAN Y K.J, STEEL (1.965)

w
=)
=]
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w =
Slmtf
SIE|=
5| 2] B
i 3
>le | > 2
CR RS = | & §
ol ] = 7 %
HETHIEL P AR
IR 41518 ®
alBlB|lEldlol2]| < Wl {227 0F %
gl ElElelel2|2|8(=2]|la|™]| o 2
gl &slalalnjdlalzlolQ@|lalq] 3 o
nfialafalo|®l2l2io|lajd]lxn] B & 2
w . . . . . . - . . . . . .
Jiovjloluv]olov]uo]luwluv]lov]lv]|o]lo] o g
CATALASA + ol g LV an o bog i e d ]2 sl v
MOBILIDAD i s b=l = =-1=-]<1-1- 1= s )oY e o +
— |
ARGININA HIDROLISIS = - - - - |- 4 4 - - -
GELATINA LICUEFACCION | + R I S I T S I S T T B ST N B A S
GLUCOSA (ACIDO) 8 + P+ + A4 1 + 14 ¥ =] =4= 1 o] -
-
LACTOSA (ACIDO) g g s e T bacdo g i [o]e]= o ¢ =
MALTOSA (ACIDO) +l+ [+ (d |+ ]+ | =1t=]= & @ =
SACAROSA (ACIDO d - - - - + + - d - . - tf d &
( ) TSNS S| T . .
TREHALOSA (ACIDO} f Mom o Jom i fome b ome | o fose | = || = =l L =
ALMIDON {ACIDO) d + A = + - 3 < + - - e d + -
SALICINA {ACIDO) glm= s = le =g =)= l=s | =]={ =
NITRATO REDU CCION cd g latelslals s b la]ads al wl &
UREA o] v (fem Roems § o ] om hed Lo -1+ |+ -] =] =
B
FPIGMENTO ROSADO w || - - - - - - - - - 4 - - - -
HEMOLISIS + - | + - + -1 =14d d - 1l= |- il T
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CUADRO 17
DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DE LA LISTERIA
MONOQCYTOGENES SEGUN WETZLER Y SONNEWIRTH

REACCIONES

L. MONOCYTOGENES

REACCIONES

L. MONOCYTOGENES

Catalasa (3 % H,0,)

Movilidad (1)

+

Fermentacion
anaerogénica (2)

Glucosa

& 0 8 a ljDias) Celobiosa (3)
a 20°C + Lactosa
(1 a 3 Dias)
Maltosa
a 35°C + Manitol (3)
(1a 3 Dias)
O-F (Hugh-Leifson) F Rafinosa (3)
Fosfatasa Alcalina -+ Sacarcsa
Reduccién de Nitratos — Salicina
Hemolisis + Trehalosa
13 % — )
Rojo Metilo -+
Ureasa —_

1. Medio-Movilidad (DIFCO GI) a 2 ml de medio en tubos de Kahn se
inocula con alambre poco cargade hasta 1 cm. en profundidad.

2. Caldo Parpura DIFCO con 10% de Carbohidratos.

3. Carbohldratos esterilizados por filtracién.

i

Fermentativo.




CUADRO 18

SUMARIO DE LAS CARACTERISTICAS DE LISTERIA
MONOCYTOGENES SEGUN

GRAY Y WETZLER

+ 48 Horas a 35°C

Celobiosa (*)
Glucosa (*)
Levulosa (*)
Salicina (*)
Trehalosa (*)
Amigdalina

TLET AHEANWIILLIAS — 0F "ON X "T104A

Esculina
Galactosa

Manosa

+ 3 a ¥ Dias

Variable algunas

ACIDIFICACION SIN GAS

+ otras —

Negativo a3 los 14 Dias

Dextrina
Glicerol
Lactosa

Maltosa

(*) Fundamental para su Clasificacién.

anr

Melizitosa
Rhamnosa
Sacarosa
Sorbitol
Xilosa

Manitol (*)
Rafinosa (*)
Adonitol
Arabinosa,
Dulcitol
Eritrol
Inulina
Melibiosa
Sorbosa




CUADRO
PROFPIEDADES

19
BIOQUIMICAS

No Reduce Nitratos (*)
Indol: negativo

H,S Negativo

Catalasa: Positiva (*)
Voges Proskauer: Positivo

Rojo Metilo: Positivo (puede de-
pender de la clase de peptonas
utilizadas) (*)

Leche tornasolada:
acidificada, decolorada, no
coagulada; leche con Bromo-
cresol purpura: acidez neta.

lentamente

No licua gelatina ni
coagulado.

el suero

Fosfatasa alcalina: positiva (%)
Almidon y Urea: no Hidrolisis

Hemolisis: Beta moderada o ausente,
puede depender de especie de sangre,
translicida cuando existe.

No crece en Citrato ni Malonato.

Arginina, Lisina y Ornitina
Decarboxilasa: Negativas.

Aerobico y Anaerobico Facultativo.

CUADRDO

OTRAS

20

CARACTERISTICAS

19 Movil a Temperatura ambiente
18 a 22°C.
Pero no usualmente a 37°C.

29 Conjuntivitis (Prueba de Anton)
en conejos 0 acures. Suspen-
der el cultivo de 18 a 24 horas
en tubos de Triptosa inclinada
en 5 ml. de agua destilada:
depositar II a III gotas den-
tro del saco conjuntival. (*)

32 Produce mononucleosis en el
conejo: inyectar por via en-
dovenosa a un conejo de talla
mediana, 0.5 ml. de suspension
de cultivo de 18 a 24 horas
estandarizado con el patrén
No. 1 de Mac. Farland. Se
observa mononucleosis de
30% o mas en 4 a 5 dias.

(*) Fundamental para su clasificacion.

12
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COMPOSICION ANTIGENICA Y CLASIFICACION SEROLOGICA

La tipificacién serologica se hace por la investigacion de los diferentes
antigenos O y H como se muestra en el cuadro No. 21. En el cuadro se
citan 11 serotipos agrupados en cuadro grandes grupos: la, 1b, 2, 3a, 3b,
4a, 4b, 4c, 4ab, 4d, 4de.

Nuestras cepas 378-71 y 440-71 han sido clasificadas por nosotros como
pertenecientes al grupo 1. Hemos remitido al N.C.D.C. Atlanta, Georgia,
US.A. muestras de ellas para la confirmacion de la clasificacién y deter-
minacion del serotipo (la. 6 1b.); resultando 1b. Este serotipo tiene los
antigenos 0 I, II, (III) y flagelares A, B y C. (*).

Recientemente (1971) Janette Donker Voet (20) ha descrito una cepa
aislada por Larsen en Copenhague con un nuevo antigeno somatico que
designé como “O XV”. Posteriormente éste fue comprobado en 17 cepas
aisladas en los EE. UU.

Para la tipificacién serolégica de las Listerias es necesario remitir lag
cepas a centros especializados.

La casa Difco prepara antisueros para A.F. y aglutinacion polivalente
y para los tipos I y IV (los mas frecuentes en EE. UU.)

Cuando se utiliza impresiones de tejido para anticuerpos fluorescentes
es aconsejable la utilizacion de una coloraciéon de fondo (Eveland). La
casa Difco recomienda el uso de Bacto-Eriocrome Black, que es un chelato
normalizade Eriochromo.

(*) Agradecemos al Dr. Wallis L. Jones, del N.C.D.C. la clasificacion
del serotipo de nuestra cepa.
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CUADRO 21
ESTRUCTURA ANTIGENICA DE LA LISTERIA MONOCYTOGENES

ANTIGENOS FACTOR (ES)
SEROTIPOS FACTORES O FACTORES H PARA ABSORBER ESPECIFICOS
1a I, 1L, (IID* A B TIPO 3 O 1
1b I, I1, (IID A B, C TIPO 1a H c
2 I, II, (IID B, D TIPO 1 H
38 11, (1), IV A B TIPO 1 0 w
2 0

3b m, (1), Iv A B, C TIPO 1a H c
4a m, v, A B, C TIPO 4¢ O x

VII, TX
b (1), Vv, vI A B C TIFO 42 O vI
4c (11D, v, VII A, B, C TIPO 4b O vIL
4ab (1), V, VI, A, B, C TIPO 4c O VI, IX,

VII, IX
4d (IID), VI, VIII A, B, C TIPO 4b O VI
e (IID), V, VI, A, B C TIPO 3 O Vv, VI, VIII, IX

VIII, IX

(*) Los factores incluidos entre paréntesis ocurren irregularmente.



RES UMEN

1—8e presenta el primer caso de Listeriosis humana en adulto aparente-
mente adquirido en la zona metropolitana de Caracas, con enfermedad
crénica (Lupus eritematoso) y bajo tratamiento con corticoides desde
hace un afio, condiciones éstas que actualmente se describen como
causas predisponentes importantes en la epidemiologia de la Listeriosis.

2—No ha sido posible, hasta el momento establecer la puerta de entrada
del gérmen,

3—Se llama la ateneidn de la poca frecuencia con que la Listeriosis
humana ha sido sefialada en Venezuela.

4—Pensamos que si tal vez se identificaran mejor el grupo de Bacilos
Gram positivos denominados “Difteroides” posiblemente habrian mas
aislamientos especialmente si ellos lo son de: casos neonatales,
liquido céfalo raquideo, secreciones uterinas, etc., etc.

5—Hacemos una actualizacién de los procedimientos y métodos de diag-
nostico en la esperanza de ser util a los que ejercen la hbacteriologia
médica y veterinaria.

6.—Consideramos de mucho interés repetir las palabras de Moody ¥y
Cherry, citadas por Busch (3): “Todo bacilo Gram positivo, uniforme-
mente tenido, semejantes a un difteroide, que es mavil, produce hemo-
lisis beta en agar sangre y ha sido aislado de sangre, liquido céfalo-
raquideo, u otros tejidos, es casi seguro sea una Listeria monocytogenes”.

7—Se presenta el primer aislamiento en Venezuela de Listeria monocy-
togenes tipo 1b.. '

COMPOSICION DE ALGUNOS MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS
EN EL AISLAMIENTOQ DE LISTERIAS

CALDO TIOCIANATO

Tiocianato de potasio . .. .. .. .. .. .. .. 375 g.
Triptosa o Biosate .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. 200 g.
Dextrosa .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. 2.0 g.
Cloruro de Sodio .. .. .. .. .. .. .. .. .. 5.0 g.
Fosfato disédico .. .. .. .. .. v oo v o o 25 g.
Agua destilada .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. 1.000.0 ml

AGAR SANGRE CON ACIDO NALIDIXICO (BEERENS)

Extracto de carmne .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. 3.0 g
Triptosa (Difco) . .. .. .. .. .. .. .. .. .. 10.0 g.
Cloruro de sodio .. .. o o o 56 o 50 5 s 5.0 g.
Acido nalidixico .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. 0.04 g.
Agar en polv0 .. s: o sw sy i g oih G an G 15.0 g.
Agua destilada .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. 1.000.0 ml
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Es posible también agregarle a 20 ml. de agar base estéril, antes (e
afadirle la sangre, I ml. de una solucién de acido nalidixico al 008 g
por ciento.

MEDIO DE Mc. BRIDE (MODIFICADO)

Phenyl ethanol agar (Difeo) .. .. .. .. .. .. 355 g.
Glicina .. .. 10.0 g.
ClorurodeLItlo O 05 g.
Agua destilada .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. 1.000.0 ml

Esterilizar 20’ a 121°C.

Si se va a sembrar material muy contaminado se puede afiadir 200
mceg. de (actidiona) por ml.

CALDO CON SULFATO DE POLIMIXINA B.

Utilice caldo triptosa que contenga 25 U. (3.12 mecg.) de sulfato de
Polimixina B por ml.

Mantenga los hisopos, tejidos, ete., en este caldo.

Proceda como bara un enriquecimiento en frio.

Haga pases del caldo a placas de triptosa-agar que contengan 25 U de
polimixina B. por ml. de medio.

SOLUCION BUFFER-FOSFATO CON PEPTONA Y TRIPSINA O PEPSINA
(SEGUN WILKINSON Y HALL, 1971).

Estos autores recomiendan estas soluciones en cantidades de 1 ml
en tubos de Kahn para utilizarlos en la siembra de pequefios fragmentos
de tejidos triturados. Incubarlos a 37°C por 24 horas con agitaciones peri6-
dicas del contenido.

Peptona .. . vh B3 Wae dene 0 D%
Tripsina (Difeo cermfzcada 1: 250 025 %
Solucion-buffer-fosfato pH 72 .. .. .. .. .. .. CB8.
Pepsina (National Biochemicals Corp.) .. .. .. .. 2 %
Solucién-buffer fosfato pH 72 .. .. .. .. .. .. .. CS8.
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