Septbre. 1941

127

Estructura del antigeno ciliar de
Listerella monocyfogenes (')

Por ENRIQUE SAVINO y NESTOR MORALES VILLAZON

Lios mieroorganismos correspondientes a la denominacién de Lis-
terella monocytogenes, reconocidos como agentes etiolégicos de enfer-
medades del hombre y de los animales, son bacterias ciliadas y mé-
viles. Para la mayor parte de los autores son mondtricos y de
flagelo polar; sin embargo, Mc GaueHEY (citado por PATERSON
1939), empleando el método de Limrrson (1930) para la coloracién
de las cilias, lo encuentra multiflagelar y peritrico. Esta observa-
cién ha sido confirmada por PATERsoN (1939), en un mayor nfime-
ro de cepas de Listerella. Nosotros hemos podido corroborar esta
afirmacion utilizando el mismo método arriba ecitado.

A semejanza de lo que se observa con la Pasteurella pseudo-
tuberculosis o con algunos microorganismos del grupo Coli-anaero-
genes, Listerella monocytogenes es una bacteria inmévil o muy mé-
vil cuando se desarrolla a 37°C, y en cambio es muy mévil si crece
a 20-22°C.

Listerella monocytogenes presenta el tipo de aglutinacién ciliar,
esto es el que se observa cuando se colocan bacterias muy jovenes,
crecidas a 20-22°C, en presencia del suero especifico. (#).

I. — ANTECEDENTES

Diversos son los autores gue han observado diferencias de cardec-
ter antigénico en los microorganismos clasificados como Listerella
monocytogenes.

(1) Trabajo presentado el 26 de noviembre de 1940, en la Reunién de Co-
municaciones del persomal del Imstituto Bacteriolégico.

(2) La aglutinacién ciliar junta a las bacterias en grandes grumos. La agi-
tacién los deshace con facilidad y de este modo la suspensién bacteriana
cobra nuevamente el aspecto homogéneo.
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SeasToNE (1935), realizd experimentos de aglutinaeién con seig
cepas de Listerella: una de origen cunicular, aislada por MuUrgrAY,
WEBB y SWANN (1926) en una epizootia de estos animales; otra de
origen humano (BurN, 1934-1935-1936) ; la tercera de origen bovi-
no (Jonms y LortTug, 1934), dos de oveja y una de gallina, las tres
aisladas por TeEn BroEck en 1931-1932. SEASTONE encontrd que las
cepas humanas, bovinas, ovinas y aviar aglutinaban con cualguiera
de los sueros, en cambio la cepa de MURRAY, ¢t ol aglutinaba Gni-
camente con s MiSMO SUEro.

JuneHERR (1937}, al comparar dos cepas de Listerella monocy-
togenes aisladas de enecefalitis de oveja con dos humanas de Burn
(1934-1935-1936), comprobd que las dos primeras eran antigéniea-
mente idénticas a una de las cepas de BUrW, y diferentes de la otra
restante.

WeeB y Barser (1937), estudiaron con idéntica finalidad, las si-
guientes cepas de Listerella: dos de origen cunicular (MURRAY, ef al.
1926), dos humanas (Sceurrz, ef al, 1923-1934 y Giesow, 1935), v
una de jerbos (Pirie, 1927). Dichos autores llegaron a la conclu-
sién que la cepa aislada de jerbos era muy semejante, claro esti
desde el punto de vista antigénico ,a una de las originarias de conejo
¥ que la otra cepa cunicular, también de MURRAY, era idéntica a
las aisladas en el hombre por ScHULTZ ef al., v por GIBSON.

JUuLIANELLE y Pong (1939), aislavon Listerella monocytogenes de
la sangre de un paciente con mononucleosis infeeciosa y estudiaron
su comportamiento suerolégico frente a dos eepas humanas (BURN,
1934-1935-1936 y ScHULTZ, ef al., 1933-1934 y 1938); dos de origen
cunicular (MuUrrAv, ef al., 1938) y tres aisladas por SEaSTONE (1935)
de animales bovino, ovino y eaprino.

PaTErRsoN, més tarde, (1939), publica un trabajo sobre la consti-
tucién del antigeno ciliar de Listerella monocytogenes. Hmplea 27
cepas de diferentes orvigenes: una de conejo (MUrrAY, ef al., 1926) ;
una de jerbo (Pmir, 1927); cuatro de ovejas (dos de Giry, 1931,
1933 y 1937, y dos de JUNGHERR, 1937) ; una de cabra (JUNGHERR,
1937) ; una de bovino (Jowazs y Larrum, 1934) ; una de gallina aisla-
da por TN Broex (SEasronm, 1935) ; seis de origen humano, de las
cuales dos fueron aisladas per NYFELDT de angina monocitica (1929-
1932) vy las cuatro restantes pertenecen a los casos de ScHULTZ, ef.
al., (1933-1934 y 1938), Bury (1934-1935-1936), Gisson (1935) y
Carpy (1936), v finalmente 12 cepas de gallina, aisladas en Ingla-
terra, una por Mc GAvueHEY, euatro por C. V. WATKINS y siete por
Parersow (1937). PATErsow efectia su estudio sobre la composicién
ciliar de Lasterella monocytogenes empleando el método de absorcién
de aglutininas. De acuerdo a los resultados clasifica estas veintisie-
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te cepas en tres grupos. Rl grupo 1: de estructura ciliar: AB; el
grupo 2: ABC; el grupo 3: BD. En el primer grupo incluye todas
lag cepas de gallinag aisladas en Inglaterra (menos una de ellas la
cepa L. 5/13), las de Murray, et al., PRIE, NYFELDT y SCHULTZ, 6
al. En el grupo 2 coloea la cepa de galling L S/13, aislada en In-
glaterra, y la de Texn Browmcx (Hstados Unidos de Norteamérica) y
las cepas de JuNcHERR, Jonms y LIiTTLE, BURN, Giun y Carev. El
grupo 3 es muy particular pues, esti representado Ginicamente por la
cepa de GiBronN. También investiga PaTErsoN la constitueién anti-
génica de la cepa humana de WriguaT v MacerEeor (1939), encon-
trando gue su estructura es diferente a la de las 27 cepas de liste-
relas por él estudiadas.

1I. — MATERIAL, METODOS Y RESULTADOS

Nosotros hemos estudiado el antigeno ciliar de cinco cepas de Lis-
terella momocytogenes: una de conejo, denominada 58 XXIII, (Mu-
RRAY, ef al., 1926) ; dos humanas, aisladas una por PORZECANSEI y
Bareorria (1939), y otra por Savivo (1940), cepas que hemos desig-
nado con los nombres « Montevideo» y «dJ. L.y, respectivamente,
una ecuarta de origen ovino y una quinta de bovino, aisladas en
Estados Unidos de Norteamérica (SEASTONE, 1935).

Preparacion de suero aglutinanie de conejo.-— Con cada una de
las cepas de Listerella monocytogenes, estudiadas en este trabajo, se
prepard el correspondiente sumero aglutinante.

Para la inmunizacién de los animales se utilizaron listerelas vi-
vas, muy moéviles, suspendidas en solucién salina.

Con méas pormenores diremos gue: listerelas, pertenecientes a co-
lonias lisas bien desarrolladas en agar Fildes —en las cuales se
habia previamente determinado sus propiedades culturales y sus
reacciones bioquimicas — eran sembradas en frascos de agar Fildes
y asi incubadas a 20-22°C, durante 48 horas. Tios desarrollos bacte-
rianos obtenidos al cabo de este tiempo, se suspendian en solucibn
salina y se llevaban a una concentracién de 5.000 millones de bacte-
rias por ml. (opacidad).

Los conejos se inoculaban una vez por semana. Las primeras
inyecciones (0,1-0,25-0,5-1 ml., de la predicha suspensiéon) se
administraban por via subcuténea. Después la inmunizacién pro-
seguia por via intravenosa (0,1-025-05-1 ml, de esa misma
suspension). Cabe advertir, por otra parte, que cada vez se utili-
zaban suspensiones bacterianas confeccionadas con cultivos muy
recientes.
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Transcurridos 10 dias después de la dltima inyeccién intravenosa
(82 de la inmunizacién total), los animales eran sangrados (pun-
cién cardiaca). La sangre, coagulada «in vitro », era centrifngada
v el guero sobrenadante recogido en tubos de ensayo.

Bl suero aglutinante asi obtenido, se conservaba en frio, sin agre-
gado de sustancia conservadora alguna.

TRECNICA PARA EL ESTUDIO DE LA CONSTITUCION DEL ANTIGENO CILIAR
DE Listerella monocylogenes.— Se recurrié al conocido métoda de
la absorcién de aglutininas.

A 0,1 ml., de suero aglutinante (vide supra), se agregaban 10 ml.,
de una suspension bacteriana con 100.000 millones de listerelas por
ml. (opacidad), que habian desarrollado en agar Fildes (48 horas
a 20-22°C). Los tubos eon la mezcla suero-bacterias, eran prime-
ramente colocados en baflo de agua (50°C), durante 2 horas y, luego,
transportado a la cdmars fria, donde permanecian toda una noche.
41 dia siguiente, los tubos con suerc-bacterias eran centrifugados.
Una vez lograda la sedimentacién de las bacterias, el liquido sobre-
nadante se recogia para realizar con él las pruebas de aglutinacion.

Como testigo se empled el mismo suero aglutinante sin absorber,
al que se traté en la misma forma que al absorbido, con la Gnica
diferencia que, en lugar de la suspensién bacteriana, a 0,1 ml. de
suero se afiadié 10 ml. de solucién de cloruro de sodio al 0,85 %.

La suspensién bacteriana para realizar la prueba de aglutinacién
se obtenia con la misma téenica descripta al hablar de la prepara-
cién del suero aglutinante. Esto es, siembras en agar Fildes, ineu-
bacas a 20-22°C durante 48 horas, cuyos desarrollos eran al cabo
de este tiempo suspendidos en solucién salina y llevados a una con-
centracién de 5.000 millones de bacterias por ml.

Bl titulo aglutinante de los sueros absorbidos y sin absorber se
determinaba colocando en una serie de tubos de ensayo, 0,5 ml.
de diluciones decrecientes de suero y un igual volumen de la sus-
pensién de bacterias (vida supra). Hstas mezclas suero-bacterias
permanecian una hora en bafio de agua (50°C). Después se proce-
dia a ver la aglutinacién. EI titulo aglutinante del suero estaba
dado por la dilucién limite de suero capaz de aglutinar a la sus-
pensién de bacterias. En otras palabras, ese limite indica el ni-
mero de dosis aglutinantes contenidas en un ml., de suero.

La Tabla N° 1 muestra los titulos aglutinantes de los sueros
para las diferentes cepas de Zusterella. De su examen deducimos
que cualquiera de los sueros especificos preparados con cada una de
las cepas estudiadas es capaz de aglutinar a todas estas cepas de
listerelas en un titulo igual o algo menor que para la cepa ho-
moénima.
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Taspa I
Titulos obtenidos en los ensayos de aglutinacién
Suspensiones bacterianas
Suero aglutinante
Montevideo J. L. Coaejo Oveja Bovino
Montevideo .. ....... .. .. 6.400 6.400 6.400 3.200 3.200
JoLo oo 6.400 6.400 6.400 3.200 3.200
Conejo ................. 3.200 3.200 3.200 1.600 1.600
Oveja .................. 6.400 6.400 1.600 6.400 6.400
Bovino 3.200 1.600 1.600 3.200 3.200
Tapra IT
Resultado de la absorcion de aglutininas
. Suspnesiones Suspensiones bacterianas de aglutinaciéon
Suero agluti- .
bacterianas

nante de absorcién | Montevadeo J. L. Conejo Oveija Bovino
Montevideo |Montevideo . 0 0 0 0 0
» J. L. ... 260 0 0 800 800
> Conejo ..... {00 0 0 200 200
» Oveja ...... 0 0 0 0 0
» Bovino ..... 0 0 0 0 0
J. L. Montevideo . 0 3.200 3.200 0 0
» N 0 0 0 0 0
» Conejo ..... 0 0 0 0 0
> Oveja ...... 0 3.200 3.200 0 0
> Bovino ..... 0 1.600 3.200 0 0
Conejo Montevideo . 0 1.600 1.600 0 0
> J. L. ... 0 0 0 0 0
» Conejo ..... 0 0 0 0 0
> Oveja ...... 0 1.600 3.200 0 0
» Bovino ..... 0 1.600 1.600 0 0
Oveja Montevideo . 0 0 0 0 0
> J. L. ..o 1.600 0 0 1.600 1.600
> Conejo ..... 1.600 0 0 1.600 1.600
» Oveja ...... 0 0 0 0 0
» Bovino ..... 0 0 0 0 0
Bovino Montevideo 0 0 0 0 0
» J. L. .. 1.600 0 0 1.600 800
» Conejo ..... 1.600 0 0 1.600 1.600
> Oveja ...... 0 0 0 0 0
> Bovino ..... 0 0 0 0 0

Nota: El signo 0 indica que el tibulo aglutinante es menor de 200.
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En la Tabla 2 estdn contenidos los resultados de la absorcién de
aglutininas. De su analisis llegamos a la conclusién que las cepas
<« Montevideo » (de PorzeEcANSKY y BA1GorrIA), « Oveja», v « Bo-
vino » responden a una misma constitucién antigénica y por otra
parte «J. L.» y « Conejo» (de MURRAY, ef al.), tienen también
igual comportamiento suerolégico.

De nuestros experimentos deducimos que estas cinco cepas de
Lasterella las podemos dividir en dos grupos de acuerdo a la cons-
titucién del antigeno ciliar.

TaBra I1I

Agrupacion de las cepas segin conslitucion del antigeno ciliar

Grupo Cepas Constitucién del antigeno ciliar
1 J. L. y Conejo .............. A.B.
2 Montevideo, Oveja y Bovino .. B.C.

JII. — RESUMEN

En el presente trabajo se estudia la constitucién del antigeno
ciliar, de 5 cepas de Listerella monocytogenes, de distinto origen.

- En estas cepas de Lisierella hemos reconocido la presencia de tres
fracciones antigénicas; lo cual permite reunirlas en dos grupos di-
ferentes. Cada grupo posee dos antigenos ciliares, uno es comin
a los dos grupos, el otro, en eambio, es caracteristico de cada
grupo.

E1 primer grupe comprende lag cepas «J. I » y « Conejo». La
primera fué aislada por nosotros en el hombre (un caso de menin-
goencefalitis) y la segunda por MURRAY, ¢t al. en conejo. El segun-
do grupo incluye la cepa « Montevideo », aislada por PORZECANSKI
y Balgorria, también en un enfermo de meningoencefalitis, y las
cepas de origen bovino y ovino (SEasToNE, 1935). ’

IV. — CONCLUSIONES

1. — Las observaciones sobre los caracteres antigénicos de los
mieroorganismos del género Listerelle unidas g los caracteres mor-
folégicos, eulturales y bioquimicos, nos induee a pensar que se trata
de un género representado por una sola especie, monocytogenes, con
caracteres bien definidos que permiten su identificacién. Son bae-
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terias patdgenas del hombre y de los animales, que se caracterizan
por su marcado neurotropismo y por la monocitosis que producen
en la infeccién del conejo y en la angina monocitica del hombre.

2.—La cepa humana aislada por nosotros en un caso de me-

ningoencefalitis tiene una estructura antigénica ciliar diferente a la
cepa de PorRZECANSKI y BAIGORRIA (también de origen humano) e
igual a la de Mugray, et al., (conejo).

Al terminar debemos expresar nuestro agradecimiento al Dr. B.

PoRZECANSKI por las cepas de Listerello que nos envié y que nos
facilité la realizacién de este trabajo.
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