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1.1. Listeriosis murina experimental 
 

La listeriosis murina experimental es y ha sido un modelo de infección ampliamente 

utilizado en el estudio de la inmunidad celular, especialmente la dirigida contra 

patógenos microbianos intracelulares.  

 

En los años 60, Mackaness caracteriza el curso de la infección de la listeriosis 

murina experimental por vía intravenosa y demuestra por primera vez la existencia 

de una inmunidad mediada por células (Mackaness, 1962, 1964, 1968). A partir de 

los estudios pioneros de Mackaness y gracias a las características propias del 

modelo (listeria crece fácilmente en medios de cultivo comunes, causa infecciones 

experimentales reproducibles y fácilmente cuantificables y no conlleva un riesgo 

excepcional para los manipuladores) la listeriosis murina experimental se convierte 

en uno de los modelos animales más utilizados para el estudio de los mecanismos 

de defensa del organismo contra los patógenos intracelulares facultativos 

(Kaufmann, 1988; Czuprynski y Haak-Frendscho, 1997; Edelson y Unanue, 2000).  

 

La utilización de la listeriosis murina como modelo experimental, ha contribuido de 

forma importante no solo al concepto de que la inmunidad mediada por células T es 

un componente esencial de la resistencia del organismo a las infecciones 

intracelulares, sino también al estudio de las complejas interacciones entre la 

inmunidad específica (adquirida) e inespecífica (innata) en el establecimiento de una 

inmunidad eficaz contra las infecciones bacterianas. 

 

Finalmente, y en parte debido al notable aumento en los últimos años de casos de 

listeriosis sistémica en la especie humana que han afectado, especialmente a 

individuos aparentemente inmunocompetentes, la utilización de la listeriosis murina 

experimental como modelo para el estudio de la enfermedad en esta especie se ha 

visto incrementado. No obstante, si bien existen numerosos datos relativos al 

establecimiento de una inmunidad eficaz contra la infección, aspectos como la vía de 

entrada al organismo, dosis infectiva y patogenia de las lesiones nerviosas durante 

la listeriosis humana no han sido completamente elucidados.  
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1.1.1. Listeria monocytogenes 
 

Listeria monocytogenes es un bacilo gram-positivo,  anaerobio facultativo, no 

esporulado, catalasa positivo, oxidasa negativo que crece fácilmente en agar sangre 

produciendo β-hemólisis incompleta (Gray y Killinger, 1966; Farber y Peterkin, 1991). 

Posee un flagelo polar y es móvil a temperatura de 25ºC. Aunque su crecimiento es 

óptimo entre 30-37ºC, es capaz de multiplicarse a temperatura de refrigeración (4-

10ºC), cualidad que permite su separación de otros contaminantes mediante el 

cultivo prolongado a esta temperatura (técnica de enriquecimiento en frío). Aunque 

listeria monocytogenes crece bien en medios de cultivo comunes (Gray y Killinger, 

1966), se han desarrollado también medios selectivos para su aislamiento a partir de 

especímenes clínicos (Schuchat y col, 1991). En estos especímenes, L. 

monocytogenes  puede adoptar  aspecto de coco, diplococo o difteroide y ser 

variable a la tinción de Gram.  

 

El género Listeria comprende siete especies diferentes: L. monocytogenes, L 

seeligeri, L. welshimeri, L. innocua, L. ivanovii, L. grayi and L. murray (Seeliger y 

Jones, 1986; Rocourt y col 1992), de las cuales L. monocytogenes es el principal 

patógeno. L ivanovii, aunque ha sido aislada en casos de listeriosis en la especie 

humana, es principalmente patógeno en animales. De acuerdo con los antígenos 

somáticos (O) y flagelares (H), existen dieciséis serovares de L. monocytogenes, de 

las cuales los tipos 4b, 1/2a y 1/2b son los más frecuentemente detectados en los 

aislamientos clínicos (Gellin y Broome, 1989).  

 

1.1.2. Curso de la infección 
 

El curso de la listeriosis murina experimental ha sido clásicamente caracterizado 

gracias al estudio microbiológico e histopatológico del bazo e hígado, órganos diana 

de la infección listérica. Aunque la infección por vía intravenosa ha sido la vía más 

ampliamente utilizada en la caracterización de la infección, otras vías como la 

intraperitoneal, subcutánea, oral e intragástrica también han sido utilizadas. 
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1.1.1. Caracterización microbiológica de la infección 

 

Tras la inoculación intravenosa de L. monocytogenes, aproximadamente el 60-90 % 

del inóculo es rápidamente eliminado de la circulación por  las células de Kupffer en 

el hígado donde la mayoría de las bacterias son inactivadas (Mackaness, 1962; 

Lepay y col, 1985). El 10-40% restante es captado principalmente por  macrófagos 

esplénicos situados en la zona marginal de la pulpa blanca del bazo y en menor 

medida por células pertenecientes al sistema mononuclear fagocítico presentes en la 

pulpa roja (Conlan, 1996). Durante las 2-4 horas siguientes, el inoculo inicial es 

reducido aproximadamente al 50% en ambos órganos. Tanto en el bazo como en el 

hígado, las listerias que sobreviven a esta primera barrera de defensa proliferan de 

forma exponencial,  provocando una infección progresiva del parénquima hepático y 

esplénico  alcanzando el máximo entre los tres y cuatro días post-infección (d.p.i). Es 

a partir de este momento cuando los recuentos de listerias comienzan a disminuir 

progresivamente hasta desaparecer alrededor del 10o d.p.i. (Mackaness, 1962; 

Lepay y col, 1985).  

 

Cuando la vía subcutánea es utilizada, el curso de la infección es similar al de la vía 

intravenosa aunque está ligeramente retardado. Tras la inoculación, Listeria 

monocytogenes se disemina rápidamente desde el lugar de inoculación a los  

linfonodos regionales y de allí al hígado y el bazo. El máximo de multiplicación 

bacteriana en los órganos diana ocurre entre el 4o y 5o  d.p.i. y disminuyen 

progresivamente siendo casi inexistentes el 9o d.p.i. (Marco y col., 1991; Prats y col., 

1992). 

 

Tras la inoculación oral o intragástrica, Listeria monocytogenes invade el epitelio 

intestinal y/o las placas de Peyer, se disemina a los ganglios linfáticos regionales y 

posteriormente vía la circulación, al hígado y bazo (Czuprynski y Haak-Frendscho, 

1997; Marco y col, 1997). Listeria es detectada en pequeñas cantidades en el bazo y 

en el  hígado  a las 24 y 48 horas post-infección (h.p.i.) respectivamente. Tras un 

ligero aumento, los recuentos descienden gradualmente, desapareciendo del hígado 

el 6o d.p.i. y del bazo el 5o d.p.i. (Marco y col., 1992; Marco y col, 1997). 
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1.1.2. Caracterización histopatológica 

 

La primeras lesiones  tras la infección por la vía intravenosa son visibles 24 h.p.i.  

En el hígado, estas lesiones consisten en pequeños acúmulos de células 

inflamatorias compuestos principalmente por neutrófilos (PMNN) y, en menor 

número, por macrófagos. Las listerias son poco o raramente visibles en este estadio 

de la infección. A 48 h.p.i., las lesiones son de mayor tamaño y los PMNN en el 

centro son rodeados por varias capas de macrófagos asociados a la presencia de 

numerosas listerias. A 72 h.p.i., los PMNN en el centro de la lesión aparecen 

picnóticos, acompañados de gran cantidad de restos celulares y la presencia de 

macrófagos es más numerosa. En el cuarto d.p.i., los PMNN han prácticamente 

desaparecido, la inflamación pasa a ser puramente granulomatosa y se observan 

gran cantidad de figuras mitóticas. Posteriormente, durante los días quinto y sexto 

post-infección, los focos de inflamación aparecen de forma más dispersa y las 

listerias son ya difícilmente visibles (Mackaness, 1962).  

 

En el bazo, tras una infección por vía intravenosa o intraperitoneal, las primeras 

lesiones son ya visibles a 6-12 h.p.i. y consisten en pequeños acúmulos de PMNN 

en la zona marginal de la pulpa blanca y en la pulpa roja (Marco y col, 1991; Conlan, 

1996). Gracias a la utilización de técnicas inmunocitoquímicas (Domingo y col, 

1986),  Listeria monocytogenes es detectada en el citoplasma de células fagocíticas 

en la zona marginal de la pulpa blanca (Marco y col, 1991).  

 

A 24 h.p.i., los infiltrados de PMNN  son más extensos y afectan también a la pulpa 

blanca. Las listerias son visibles tanto en el interior de los microabscesos como en 

zonas sin inflamación aparente. Posteriormente los folículos linfoides aparecen 

deplecionados e infiltrados masivamente por PMNN. Este infiltrado inflamatorio se 

extiende tanto a la pulpa blanca como a la pulpa roja y adquiere un carácter 

piogranulomatoso o necrotizante con la presencia de trombosis. Es a partir del 4o 

d.p.i cuando, tras una infección subletal, las lesiones son menos prominentes y las 

listerias son raramente visibles, posiblemente un reflejo del comienzo de la 

superación de la infección en el bazo (Mackaness, 1962; Marco y col 1991; Conlan, 

1996). En este estadío de la infección se observa una gran actividad mitótica y una 

proliferación de folículos secundarios prominentes (Marco y col, 1991). 
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Mediante la utilización de la vía i.p y s.c, se ha observado la presencia de una 

infección generalizada de los linfonodos produciendo una linfadenitis 

piogranulomatosa y/o necrotizante acompañada de una intensa depleción linfoide. 

La reacción inflamatoria se localiza tanto en el córtex interfolicular como en el 

paracórtex, especialmente alrededor de las vénulas de endotelio alto. En los 

animales que no resisten la infección estas lesiones progresan hacia una linfadenitis 

necrotizante. La distribución de las lesiones es diferente en los ganglios linfáticos 

que drenan el lugar de inoculación. En este caso las lesiones son localizadas 

principalmente en los senos subcapsulares y medulares reflejando el carácter 

aferente de la infección. Las lesiones en los ganglios linfáticos desaparecen 

alrededor del 6 d.p.i acompañados de una prominente actividad regenerativa de este 

órgano (Marco y col, 1991).  

 

Las lesiones observadas tras la inoculación por vía subcutánea son similares  a las 

producidas tras la inoculación peritoneal e intravenosa pero difieren en intensidad y 

distribución. Además, de la misma manera que los recuentos bacterianos, la 

aparición de las lesiones esta también ligeramente retardada.  

Tras la infección,  Listeria  se disemina rápidamente a los ganglios linfáticos que 

drenan la zona de inoculación. Posteriormente, macrófagos infectados con  listerias 

diseminan la infección por vía hematógena al bazo y al hígado, resultando de ello un 

cuadro lesional equivalente a la vía intravenosa e intraperitoneal (Marco y col, 1991).  

 

1.1.3. Lesiones nerviosas 

 

El sistema nervioso central es un órgano comúnmente afectado durante el curso de 

la listeriosis en la especie humana, siendo responsable de la alta mortalidad y la 

presencia de secuelas en los individuos afectados (Farber y Peterkin, 1991). 

 

A diferencia de los rumiantes donde la romboencefalitis es la lesión predominante, 

en la especie humana la forma más frecuente es una meningitis o meningo-

encefalitis (Gray y Killinger, 1966; Lorber, 1997; Schuchat y col, 1997; Mylonakis y 

col, 1998), siendo la afección del parénquima cerebral consecuencia de la extensión 
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del proceso meníngeo (Gray y Killinger, 1966). La presencia de cuadros de 

romboencefalitis o de abscesos/cerebritis es poco usual en la especie humana (Gray 

y Killinger, 1966; Gellin y Broome, 1989; Lorber, 1997; Mylonakis y col, 1998). 

 

En la encefalitis listérica de los rumiantes las lesiones son consecuencia de una 

ascensión neurotrópica vía diferentes nervios craneales, especialmente el nervio 

trigémino, afectando principalmente el tronco cerebral (Charlton y Garcia, 1977) . Sin 

embargo, en la especie humana la afección del sistema nervioso central (SNC) se 

asume que es probablemente consecuencia de una diseminación hematógena (Gray 

y Killinger, 1966).  

 

Cuadros de meningitis y meningoencefalitis comparables a los observados en la 

especie humana han sido reproducidos utilizando  diversos modelos  experimentales 

en animales de laboratorio. Aunque la vía intracraneana y/o intracerebral han sido 

ampliamente utilizadas (Tsai y col, 1980; Frei y col, 1993; Seebach y col, 1995), la 

utilización de vías de infección sistémica como la vía intravenosa, subcutánea u oral 

permiten el estudio de la patogenia de estas lesiones en un contexto más cercano a 

la infección real donde la diseminación hematógena de la bacteria es considerada. 

 

Las lesiones nerviosas durante la listeriosis murina experimental tras la infección por 

vía subcutánea o intravenosa, consisten principalmente en una 

leptomeningitis/meningoencefalitis mixta (PMNN y macrófagos)  acompañada de 

coroiditis y ventriculitis supurativa con presencia de listerias en el interior de PMNN y 

macrófagos. La presencia masiva de PMNN en los  ventrículos  llega en algunos 

casos a obliterar el lumen ventricular (Marco y col, 1992, Berche, 1995, Altimira y col, 

1999). La ingestión repetida por la vía oral causa lesiones en el SNC similares a la 

descritas anteriormente (meningitis, coriomeningitis) pero acompañada también de 

cuadros de romboencefalitis (Altimira y col., 1999). 

 

Durante la listeriosis murina experimental por vía subcutánea, la aparición de 

lesiones nerviosas es un fenómeno tardío en el curso de la infección, aumentando 

en incidencia y  gravedad cuando los recuentos bacterianos en el hígado y bazo 

comienzan a disminuir (Prats y col, 1992). De hecho, Berche muestra que la 

aparición de meningoencefalitis durante la listeriosis murina es consecuencia de una 
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bacteriemia persistente resultado de la multiplicación de la listeria en el hígado y 

bazo (Berche, 1995). Por la vía oral, y a diferencia de dosis únicas, la utilización de 

dosis repetidas de L. monocytogenes causa probablemente una bacteremia 

subclínica persistente que permite el desarrollo de lesiones en el SNC de los ratones 

infectados (Altimira, y col. 1999). 

  

Se han expuesto dos hipótesis principales para explicar el acceso de L. 

monocytogenes al SNC. L. monocytogenes podría alcanzar el espacio 

subaracnoideo a través de vasos leptomeningeos y diseminarse posteriormente a 

través del líquido cefalorraquídeo (LCR). Alternativamente, L. monocytogenes podría 

acceder al SNC a través del endotelio fenestrado presente en los plexos coroideos. 

Debido a que es en  esta  zona donde células del sistema monocluear fagocítico 

migran normalmente al SNC, la posibilidad de que macrófagos infectados ejerzan de 

vehículo para la entrada de L. monocytogenes al encéfalo ha sido considerada 

(Marco y col, 1992, Altimira y col, 1999; Drevets, 1999; Drevets 2001). Estudios de la 

patogenia de la meningitis causada por Streptococcus suis en cerdos, muestran que 

monocitos circulantes infectados migran al LCR siendo el plexo coroideo el principal 

punto de acceso (Williams y Blakemore, 1990). 

 

Durante la listeriosis murina experimental, L. monocytogenes  circula en el torrente 

sanguíneo de forma libre y también en el interior de fagocitos, principalmente 

macrófagos y en menor medida PMNN,  (Drevets, 1999). Independientemente de la 

localización de entrada al SNC, experimentos in vitro muestran que L. 

monocytogenes libre en el torrente sanguíneo puede invadir directamente las células 

endoteliales o diseminarse a partir de células fagocíticas infectadas previamente 

adheridas a la célula endotelial (Drevets y col, 1995). De hecho, ha sido sugerido 

que la activación de las células endoteliales durante la fase bacteriémica de la 

infección por L. monocytogenes puede facilitar la adhesión  y la transmigración de 

monocitos infectados promoviendo la infección del SNC (Drevets, 1999).     
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1.1.3. Inmunidad contra la infección 
 

La inmunidad contra la infección listérica puede ser dividida en dos fases. La 

primera, inespecífica, mediada principalmente por células del sistema mononuclear 

fagocítico, neutrófilos y células asesinas naturales y, la segunda,  una fase de 

inmunidad adquirida, necesaria para  la resolución completa de la infección, mediada 

principalmente por linfocitos T específicos.  

1.1.4. Inmunidad inespecífica 

 

La respuesta inmune inespecífica durante la listeriosis es llevada a cabo gracias a la 

interacción entre varios tipos celulares, básicamente células del sistema 

mononuclear fagocítico, neutrófilos y células asesinas naturales, la producción de 

numerosas citocinas y la activación del sistema del complemento (Unanue, 1997). 

De hecho, la resistencia temprana a la infección listérica es independiente de la 

presencia de linfocitos T o B, de forma que ratones deficientes en linfocitos T y B  

resisten la infección temprana de la misma forma que ratones completamente 

immunocompetentes (Rogers y Unanue, 1993). 

 

Como ya ha sido mencionado anteriormente, la primera barrera de defensa 

inespecífica durante la infección listérica es llevada a cabo por células del sistema 

mononuclear fagocítico, especialmente las células de Kupffer hepáticas que eliminan 

de la circulación aproximadamente entre el 60-90% del inóculo (Mackaness, 1962, 

Gregory y col, 2002). Sin embargo, se ha sugerido recientemente que la mayoría de 

las listerias eliminadas por las células de Kupffer permanecen en realidad adheridas 

extracelularmente sin ser inicialmente fagocitadas. Se ha postulado que es la 

interacción posterior de los neutrófilos reclutados en el hígado rápidamente tras la 

infección con las células de Kupffer la responsable de la fagocitosis  e inactivación 

de la mayoría de las listerias (Gregory y col, 2002; Gregory y Wing, 2002). El resto 

del inóculo es captado principalmente por  macrófagos esplénicos situados en la 

zona marginal de la pulpa blanca del bazo y en menor medida por mononuclear 

fagocitos de la pulpa roja (Conlan, 1996). 
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Los neutrófilos, que aparecen en los focos de infección en las primeras 24h,  juegan 

un papel clave en la fase temprana de la infección. Czuprynski y colaboradores 

muestran en un modelo de fagocitosis in vitro  la alta capacidad listericida de PMNN 

peritoneales obtenidos en la fase temprana de la infección y sugieren la importante 

contribución de los PMNN en la resistencia contra la listeriosis y posiblemente contra 

otros patógenos intracelulares (Czuprynski y col, 1984).   

 

Estudios tomando como órgano de referencia el bazo, muestran que durante los tres 

primeros días tras la infección se produce un incremento significativo de la 

capacidad listericida en este órgano que coincide con una afluencia masiva de 

neutrófilos. Contrariamente, el numero de células mononucleares fagocíticas no 

empieza a incrementarse hasta el día 3 o 4 post-infección, sugiriendo que la llegada 

temprana y masiva de neutrófilos al bazo limita de forma importante la multiplicación 

de la listeria antes de que ocurra la afluencia de los macrófagos inflamatorios (Kratz 

y Kurlander, 1988).   

 

Posteriormente, la importancia de los PMNN ha sido demostrada por numerosos 

autores gracias a la utilización de anticuerpos monoclonales que deplecionan 

específicamente la población de neutrófilos in vivo.  

 

Cuando ratones infectados con una dosis subletal de listeria por vía sistémica son 

deplecionados de PMNN mediante el anticuerpo RB6-8C5 o son tratados con un 

anticuerpo contra el receptor de la fracción 3 del complemento (5C6), se produce un 

incremento de la mortalidad de los animales asociado a un aumento de listerias en el 

bazo  y en el hígado (Rosen y col, 1989; Rogers y Unanue, 1993; Conlan y North, 

1994, Czuprynski y col, 1994). En el hígado, este incremento de mortalidad está 

asociado a una ausencia total de PMNN en los focos de infección hepáticos y a un 

incremento del numero de bacterias visibles en el interior de hepatocitos (Conlan y 

North, 1991, 1993, 1994, Czuprynski y col, 1994). A partir de estos resultados, ha 

sido sugerido que una de las funciones de los PMNN  en el hígado durante la fase 

temprana de la infección es la  de lisar los hepatocitos infectados permitiendo la 

exposición extracelular de las bacterias, su fagocitosis y eliminación, previniendo al 

mismo tiempo su  diseminación a través del parénquima hepático (Conlan y North, 

1991, 1992, 1993, Gregory y col, 1996). Otros autores sugieren que, en condiciones 
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normales, la infección de los hepatocitos por Listeria inicia un proceso de apoptosis 

en estas células, promueve la liberación de moléculas quimiotácticas para los 

neutrófilos e incrementa la adhesión de neutrófilos, resultando en la formación de 

microabcesos  y en la inhibición de la multiplicación de las listerias (Boury y 

Czuprynski, 1995; Rogers y col, 1996). Además, la depleción de neutrófilos puede 

resultar en una menor activación y en un menor reclutamiento de monocitos hacia 

los focos de infección (Rakhmilevich, 1995). 

 

El incremento del número de bacterias en el bazo de animales deplecionados de 

neutrófilos, es generalmente menor que en el hígado. Este hecho parece ser debido 

a una menor permisividad de las células esplénicas a la multiplicación intracelular de 

la listeria (Conlan y North, 1994).  

 

Este incremento de la carga bacteriana y de la mortalidad asociada no ocurre 

cuando la deplección de neutrófilos se induce tardíamente tras la infección (5 y 7 

d.p.i.) probablemente debido a la presencia de macrófagos listericidas  activados en 

los focos de infección (Rogers y Unanue, 1993). Sin embargo, un estudio de  

Rakhmilevich (Rakhmilevich, 1995) muestra que cuando el anticuerpo es 

administrado a 4 y 6 días postinfección, los ratones también desarrollan un infección 

letal. 

 

Si la temprana llegada de los PMNN limita de forma importante la multiplicación de la 

listerias, los macrófagos, que empiezan a acumularse en los focos de infección entre 

las 24-72 horas post-infección  contribuyen a la disminución de la carga bacteriana y   

tienen una importancia fundamental en la fase tardía de la infección. La secreción de 

factores estimulantes de colonias durante la fase temprana de una infección 

primaria, principalmente CM-CSF,  induce la llegada al hígado de numerosos 

monocitos sanguíneos derivados de la medula ósea (Gregory y Wing, 1993a).    

 

Durante la fase temprana de la infección por listeria monocytogenes, la producción 

de citocinas juega un papel importante en el control inicial de la multiplicación de la 

bacteria.  
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Durante una infección subletal, TNF-α es producido localmente en los órganos 

donde se multiplica la listeria, alcanzando el máximo de su producción entre 24 y 72 

h.p.i.  (Nakane y col, 1992; Poston y Kurlander, 1992). Este incremento de la 

producción de TNF-α es asociado a la  llegada de PMNN al hígado y bazo y a un 

incremento de la capacidad listericida en ambos órganos (Kratz y Kurlander, 1988). 

Cuando ratones infectados con una dosis subletal de Listeria monocytogenes son 

tratados con un anticuerpo contra TNF-α previamente a la infección o durante las 

primeras 72 horas se produce una exacerbación de la infección que conlleva a un 

incremento de la mortalidad  asociada a un incremento del numero de bacterias en el 

bazo e hígado y a una importante disminución del numero de células inflamatorias  

en los focos de infección (Havell, 1987; Nakane y col, 1988; Havell, 1989; Nakane y 

col, 1992; van Furth y col, 1994). Por contra, la administración previa a la infección  

de TNF-α recombinante protege contra una infección letal (Havell, 1989).   

La supresión de la resistencia a la infección causada por la administración de un 

anticuerpo anti TNF-α es debida en parte a la inhibición de la generación de 

macrófagos activados (Nakane y col, 1988; Langermans y col, 1992). 

Adicionalmente, van Furth y col, sugieren que los anticuerpos anti-TNF-α inhiben el 

flujo de granulocitos y monocitos a los focos de infección, probablemente debido a  

que inhiben el efecto estimulante de TNF-α en la expresión de moléculas de 

adhesión endotelial y la producción de chemoquinas en las células endoteliales y por 

lo tanto bloquean la migración transendotelial de las células fagocitarias (van Furth y 

col.,1994 ). 

 

Como ha sido mencionado anteriormente, la producción temprana de TNF-α permite 

la generación de macrófagos activados. La estimulación de macrófagos no 

listericidas por TNF-α y también por IFN-γ induce una sobre-regulación del receptor 

de la fracción 3 del complemento y por tanto de la capacidad fagocítica mediada por 

este receptor así como de la capacidad listericida (Drevets y col, 1996). 

 

De hecho, el sistema del complemento es otro de los mecanismos involucrados en la 

defensa inespecífica durante la listeriosis murina. L. monocytogenes activa la vía 

alternativa del complemento, permitiendo su opsonización y posterior fagocitosis 

principalmente por células expresando el receptor C3 como los macrófagos 
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activados o inflamatorios (van Kessel y col, 1981; Drevets y Campbell, 1991; Croize 

y col, 1993). La opsonización de L. monocytogenes por la fracción C1q del 

complemento también contribuye a la fagocitosis por los macrófagos (Alvarez-

Dominguez y col, 1993). 

  

Sin embargo, la fagocitosis a través del receptor de la fracción 3 del complemento es 

esencial para desencadenar en los macrófagos activados la eliminación de la 

bacteria. El bloqueo del receptor de la fracción 3 del complemento en macrófagos 

listericidas por medio de anticuerpos específicos inhibe su capacidad listericida 

(Drevets y col, 1993). Cuando la fagocitosis ocurre por medio de otros receptores 

diferentes al receptor de la fracción 3 del complemento, la capacidad listericida es 

inhibida (Drevets y col, 1993; Schlech, 1996). 

 

La secreción precoz  de IFN-γ  juega también un papel importante en el control de la 

infección. IFN-γ es detectado en la circulación, en los bazos y ganglios linfáticos de 

animales infectados 24 horas tras la infección (Nakane y col, 1990, Dunn y North, 

1991). La administración, previa a la infección, de un anticuerpo neutralizante contra 

IFN-γ  conlleva la incapacidad para controlar una infección subletal (Nakane y col, 

1990; Dunn y North, 1991). La producción de IFN-γ en este estadio de la infección es 

llevada a cabo principalmente por las células asesinas naturales. Las listerias son 

fagocitadas por los macrófagos, los cuales secretan TNF-α al mismo tiempo que 

procesan los antígenos bacterianos. La presencia de TNF-α y posiblemente de estos 

antígenos derivados de listeria induce la producción de IFN-γ por parte de las células 

asesinas naturales que a su vez estimulan la capacidad listericida de los macrófagos 

(Dunn y North, 1991;  Wherry y col, 1991; Poston y Kurlander, 1992; Unanue, 1997). 

Adicionalmente, IFN-γ contribuye directamente a la eliminación de la listeria en el 

hígado mediante la activación de la capacidad microbicida de los hepatocitos 

(Gregory y Wing, 1993b). 

La producción de IFN-γ por las células asesinas naturales permite al hospedador 

incrementar temporalmente el poder de la defensa inespecífica contra la infección 

antes que la respuesta inmune dependiente de linfocitos T pueda ser generada. 
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IL-12 es otra citocina esencial en la defensa contra la infección listérica. IL-12 es 

secretada por macrófagos tras la infección y media la producción de IFN-γ por las 

células asesinas naturales. En la ausencia de IL-12, se produce un aumento 

marcado de la multiplicación de la listeria en los órganos diana consecuencia de la 

falta de producción de IFN-γ  por las células asesinas naturales . Además, IL-12 es 

una de las principales citocinas que participa en la comunicación entre la inmunidad 

innata y adquirida facilitando el la producción de IFN-γ  por los linfocitos T (Unanue, 

1997).  

1.1.5. Inmunidad específica 

 

La resistencia del organismo a la infección y la eliminación completa de la listeria de 

los tejidos en los animales infectados así como la resistencia a una infección 

posterior es dependiente de la instauración de una inmunidad celular mediada por 

células T (North, 1973, 1975; Emmerling y col, 1977; Takeya y col, 1977) y la 

posterior activación de los macrófagos (Mackaness,1962, 1964, 1968).  

 

Tanto los linfocitos T ayudantes (CD4+) como los citotóxicos/supresores (CD8+) son 

necesarios para la instauración de una resistencia eficaz contra la infección 

(Kaufmann y col, 1985; Czuprynski y Brown, 1987; Kaufmann, 1987; Sasaki y col, 

1990). Sin embargo, experimentos en los que han sido utilizados ratones deficientes 

en el complejo mayor de histocompatibilidad de clase I o clase II (MHCI/MHCII), 

sugieren que los linfocitos T CD8+ son probablemente las células efectoras 

principales y críticas en la defensa contra la infección por Listeria monocytogenes 

(Gregory y Liu, 2000).  

 

La secreción de factores solubles, especialmente IFN-γ, constituye uno de los 

principales mecanismos efectores mediante el cual los linfocitos T específicos y las 

células asesinas naturales median la resistencia contra la infección listérica 

(Mackaness, 1968; Gregory y Wing, 1993b).  Tanto los linfocitos T ayudantes (CD4+) 

como los citotóxicos (CD8+) son responsables de la producción de IFN-γ durante la 

infección (Nakane y col, 1991).  
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Tras la infección por L. monocytogenes, antígenos derivados de Listeria asociados al 

complejo mayor de histocompatibilidad II (MHCII) son presentados por células 

presentadoras de antígeno a los linfocitos T ayudantes específicos. Estos linfocitos 

secretan IFN-γ e  interleucina 2 y activan respectivamente  a los macrófagos y a los 

linfocitos T citotóxicos. A su vez, los linfocitos citotóxicos activados secretan IFN-γ 

incrementando así la capacidad bactericida de los macrófagos (Kaufmann, 1987). De 

hecho, la producción de IFN-γ durante la infección por L. monocytogenes está 

correlacionada con la activación de macrófagos y la eliminación de la bacteria. La 

administración de un anticuerpo neutralizante a ratones infectados inhibe la 

generación de macrófagos activados e inhibe la capacidad del ratón a eliminar la 

bacteria (Buchmeier y Schreiber, 1985). Del mismo modo, la administración de IFN-γ 

recombinante a ratones infectados incrementa la resistencia de los animales y 

disminuye la multiplicación de la Listeria (Sasaki y col, 1990; Gregory y Wing, 

1993b). Adicionalmente, ha sido sugerido que la activación de la capacidad 

microbicida de los hepatocitos es uno de los mecanismos efectores por los cuales   

IFN-γ contribuye a la defensa contra la infección en el hígado (Gregory y Wing, 

1993b).  

 

La patogenicidad de Listeria monocytogenes depende de su capacidad para escapar 

del endosoma y multiplicarse en el citoplasma de las células infectadas. Antígenos 

derivados de Listeria en esta localización son entonces presentados en la membrana 

celular  acompañados del MHC I, siendo este hecho crítico para la inducción de 

immunidad (Gregory y Liu, 2000). Los linfocitos T citotóxicos específicos reconocen 

los antígenos derivados de Listeria que son presentados acompañados del complejo 

mayor de histocompatibilidad I (MHCI) y producen la lisis de las células infectadas, 

permitiendo así la fagocitosis de las bacterias por macrófagos con alta capacidad 

listericida (Kaufmann, 1987, Gregory y Liu, 2002). La capacidad citolítica de los 

linfocitos T CD8+ ocurre mediante dos mecanismos diferentes; el primero 

dependiente de la secreción de perforina, el cual parece ser importante en la fase 

temprana de la infección, y el segundo, importante en una fase más tardía,  

dependiente de la interacción de CD95 (Fas) con su ligando (FasL) (Wing y Gregory, 

2002). 
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Los linfocitos CD4 son la subpoblación de linfocitos T más abundante en las lesiones 

granulomatosas presentes en los órganos de los animales infectados. Su activación 

contribuye a la protección contra la infección mediante la atracción y subsecuente 

activación de células mononucleares provenientes del torrente circulatorio (Mielke y 

col, 1989).  Sin embargo, en el caso de una re-infección, el rápido reconocimiento de 

hepatocitos infectados por los linfocitos T específicos es suficiente para limitar el 

número de listerias sin necesidad de reclutar un gran número de células 

mononucleares fagocíticas derivadas de la médula ósea (Gregory y Wing, 1993b).    

 

 

1.2. Inflamación y moléculas de adhesión celular  
 

Fundamentalmente, la inflamación se caracteriza por la acumulación de leucocitos 

en los lugares donde se localiza el estimulo inflamatorio. Cuando la inflamación es 

consecuencia de la invasión por un microorganismo, la respuesta inflamatoria tiene 

como objetivo localizar, destruir y eliminar el agente invasor.  

 

Clásicamente, la acumulación de leucocitos en los focos de inflamación era 

explicada por la presencia en estas células de receptores para moléculas 

quimiotácticas liberadas en el lugar donde el estímulo inflamatorio estaba localizado. 

Gracias a la presencia de un gradiente de concentración de estas moléculas, los 

leucocitos eran guiados al espacio extravascular y posteriormente al origen del 

estímulo. En este modelo, el endotelio jugaba únicamente un papel pasivo basado 

en la simple retracción celular que permitía  el paso de las células inflamatorias al 

espacio extravascular (Cronstein y Weissmann, 1993).  

 

Sin embargo, ha sido mostrado posteriormente que el reclutamiento de los leucocitos 

y su posterior extravasación a los focos de infección es el resultado de un complejo 

proceso de sucesivas interacciones mediadas por la expresión de moléculas de 

adhesión celular en la membrana de las células endoteliales e inflamatorias.  

Los leucocitos deben adherirse al endotelio antes de dejar la circulación y migrar 

hacia los tejidos. Esta adhesión y posterior migración transendotelial tiene lugar 
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principalmente en a nivel de las venas postcapilares en los tejidos no linfoides y en 

las venas de endotelio alto presentes en los linfonodos (Adams y Shaw, 1994). 

Una vez los leucocitos han dejado el torrente sanguíneo y han pasado al 

compartimento extracelular, son entonces capaces de seguir el gradiente 

quimiotáctico hacia el lugar de origen del estímulo. 

1.2.1. El proceso de reclutamiento celular  
 

El proceso de adhesión endotelial previo a la extravasación de los leucocitos se 

divide principalmente en dos etapas que ocurren de forma consecutiva: 

 

- Adhesión transitoria de los leucocitos al endotelio induciendo un fenómeno 

de �rolling�.  

- Activación leucocitaria y adhesión firme. 

 

1.2.1.1. Fase de adhesión transitoria o fenómeno de �rolling” 
 

Esta primera fase del proceso de extravasación leucocitaria consiste en la adhesión 

transitoria de los leucocitos circulantes al endotelio produciendo un fenómeno de 

�rolling” de los leucocitos a lo largo de la vasculatura.  Esta interacción transitoria 

permite al leucocito encontrar factores de activación específicos expresados en la 

membrana de la célula endotelial que inducirán su adhesión firme y posterior 

extravasación. En caso de ausencia de estos factores de activación, la célula 

inflamatoria  perderá contacto y volverá al torrente sanguíneo (Adams y Shaw, 

1994). 

 

Esta interacción transitoria está mediada por proteínas de la familia de las selectinas.  

Las selectinas son proteínas de membrana  que contienen un dominio extracelular  

aminoterminal de tipo lectina  seguido por un módulo similar al factor de crecimiento 

epitelial, múltiples copias de la unidad repetida de consenso de la proteína 

reguladora del complemento, y un corto dominio intracitoplasmático. La familia de las 

selectinas está compuesta de tres miembros: P-selectina, E-selectina y L-selectina, 

denominados según la célula donde fueron identificados por primera vez: plaqueta, 

endotelio y linfocito respectivamente (Bevilacqua y col, 1991).  
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P-selectina (CD62P, GMP-140, PADGEM) se encuentra de forma constitutiva en la 

membrana de los gránulos densos de las plaquetas, en los megacariocitos y en los 

corpúsculos de Weibel-Palade de las células endoteliales. La expresión de P-

selectina en las células endoteliales se concentra especialmente en pequeñas venas 

y vénulas, precisamente las regiones del endotelio donde ocurre principalmente al 

migración de leucocitos  (McEver y col, 1989). 

  

La expresión de P-selectina está regulada a dos niveles diferentes. Tras activación 

del endotelio por trombina, histamina o radicales de oxígeno, P-selectina es 

transportada en pocos minutos y de forma transitoria desde los gránulos secretores 

a la superficie celular (McEver y col, 1989). Adicionalmente, en las células 

endoteliales, la síntesis de P-selectina está regulada a nivel transcripcional por 

citocinas como TNF-α o por LPS (Weller y col, 1992; Sanders y col 1992; Hahne y 

col, 1993; Gotsch y col, 1994).  

 

E-selectina (ELAM-1), se expresa únicamente en células endoteliales activadas. 

Tras la activación de la célula endotelial por diversas citocinas (TNF-α, IL-1α, IL-1β), 

endotoxina o sustancia P, la célula endotelial sintetiza “de novo” E-selectina y es 

expresada de forma transitoria en el endotelio (Bevilacqua y col 1987; Dianzani y 

Malavasi, 1995). 

 

L-selectina (LEC.CAM-1, LECAM-1, LAM-1, MEL-14, Leu-8, TQ1, DREC.56), se 

expresa de forma constitutiva en todos los leucocitos excepto en una subpoblación 

de linfocitos T de memoria (Konstantopoulos y McIntire, 1996).   

 

La selectinas  reconocen secuencias específicas de carbohidratos presentes ya sea 

en los leucocitos (P- y E selectina) o en el endotelio (L-selectina). Oligosacáridos 

como sialyl Lewisx y su isómero sialyl Lewisa actúan como ligandos para las tres 

selectinas (Konstantopoulos y McIntire, 1996). Adicionalmente, PSGL-1, una 

glicoproteina expresada en los leucocitos e inicialmente definida como específica 

para la P-selectina, contribuye también a la unión de L- y E-selectina aunque 

probablemente con afinidades relativas diferentes (Konstantopoulos y McIntire, 

1996; McEver y Cummings, 1997). 
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La contribución de cada una de las selectinas al reclutamiento de las diferentes 

células inflamatorias ha sido ampliamente estudiado in vitro, tanto en modelos 

estáticos como en condiciones de flujo, e in vivo mediante la utilización da la 

microscopía intravital. Estos estudios han puesto en evidencia que tanto L-, P- y E-

selectina median la adhesión transitoria y el fenómeno de �rolling�  de determinadas 

subpoblaciones de leucocitos en diferentes condiciones experimentales, tanto en 

endotelios activados como en endotelios no estimulados (Lasky, 1992; Munro y col, 

1992; Abbasi y col, 1993; Tedder y col, 1995; Frenette y Wagner, 1996).  

Adicionalmente, la expresión de L-selectina en los linfocitos media principalmente el 

tráfico de estas células a través de los órganos linfoides (Dianzani y Malavasi, 1995). 

 

1.2.1.2. Fase de activación leucocitaria y adhesión firme 
 

Tras el primer contacto mediado por las selectinas, diferentes factores de activación 

presentes en la superficie endotelial como, PAF (factor activador de plaquetas), 

componentes de la pared bacteriana, productos del complemento y especialmente la 

presencia de factores quimiotácticos para diferentes leucocitos activan la capacidad 

adhesiva de las células inflamatorias induciendo una adhesión más estable al 

endotelio (Adams y Shaw, 1994; Zimmerman y col 1996).  Adicionalmente, ha sido 

también demostrado que la interacción previa de L-selectina con su ligando actúa 

como factor de activación del PMNN induciendo su adhesión (Gopalan y col, 1997).     

 

Este incremento de la capacidad adhesiva de los leucocitos es debida a la sobre-

regulación y, particularmente,  a la alteración de la conformación extracelular de 

moléculas pertenecientes a la familia de las integrinas (Huber y col, 1991; Cronstein 

y Weissmann, 1993; Mackay y Imhof, 1993).  

 

Las integrinas son una familia de glicoproteínas heterodiméricas de membrana 

compuestas de una subunidad α y β. La familia se subdivide en diversas subfamilias 

dependiendo de la subunidad β que contienen. Las integrinas más importantes en la 

interacción leucocito-endotelio  son las pertenecientes a la familia β2, denominadas 

moléculas leucocitarias de adhesión celular, y las integrinas β1 también llamadas 
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proteínas VLA (�very late antigen�). Las integrinas β2 contienen la subunidad β2 

(CD18) apareada a las diferentes subunidades alfa CD11a (LFA-1), CD11b (Mac-1) 

o CD11c (gp150,95) mientras que las integrinas β1 contienen la subunidad β1 

(CD29) apareada a las diferentes subunidades alfa CD49a-CD49f (Cronstein y 

Weissman, 1993; Adams y Shaw, 1994). 

 

LFA-1 (CD11a/CD18; �lymphocyte function antigen�) en linfocitos, Mac-1 

(CD11b/CD18) en PMNN y monocitos y VLA-4 (CD49d/CD29) en linfocitos, 

monocitos y eosinófilos, son las principales integrinas involucradas en la mediación 

de la adhesión leucocitaria al endotelio (Cronstein y Weissmann, 1993; Adams y 

Shaw, 1994). 

  

Estas moléculas de adhesión se expresan de forma constitutiva en todos los 

leucocitos y tras su activación interaccionan con miembros da la superfamilia de las 

inmunoglobulinas expresados en el endotelio. Las integrinas β2 interaccionan con 

las moléculas de adhesion intercelular -1 y -2 (ICAM-1, ICAM-2). Por su parte, VLA-4 

interacciona con la molécula de adhesión celular vascular-1(VCAM-1).  

 

Si bien ICAM-2 se expresa de forma constitutiva en el endotelio y participa al 

reclutamiento celular basal, la síntesis y expresión de ICAM-1 y de VCAM-1 en las 

células endoteliales es estimulada por la presencia de citocinas (IL-1, TNF-α) y de 

LPS, participando al reclutamiento de leucocitos al endotelio inflamado (Cronstein y 

Weissmann, 1993; Hahne y col, 1993; Haraldsen  col, 1996).   

 

La expresión de ICAM-2 e ICAM-1 en la célula endotelial contribuye a la migración 

de PMNN a través del endotelio en condiciones basales y de activación mediante su 

interacción con LFA-1 y Mac-1 (Issekutz y col, 1999).  

 

La interacción VCAM-1/VLA-4,  media principalmente  la adhesión de monocitos, 

linfocitos, basófilos y eosinófilos a células endoteliales previamente activadas por 

citocinas o LPS (Adams y Shaw, 1994; Elangbam, 1997). 
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MadCAM es otro miembro de la familia de las inmunoglobulinas que se expresa en 

células endoteliales de mucosas e interacciona con L-selectina y la integrina α4β7. 

La interacción de MAdCAM con la integrina α4β7 es importante en la migración de 

los linfocitos hacia las diferentes mucosas del organismo (Adams y Shaw, 1994).  

 

1.2.2. Expresión en modelos de inflamación 
 

Como ha sido mencionado anteriormente, durante un proceso infeccioso, la 

capacidad del sistema inmunitario para eliminar el patógeno invasor es dependiente 

de la capacidad  de los leucocitos para migrar a través de la barrera endotelial y 

dirigirse a la zona inflamada.  

 

El papel clave que juegan las moléculas de adhesión en este proceso es evidente en 

pacientes que sufren una inmunodeficiencia caracterizada por un déficit de adhesión 

leucocitaria-1 (LAD-1). Se trata de una rara enfermedad caracterizada por una 

reducción o una ausencia total de integrinas β2 en los leucocitos que impide la 

migración de neutrófilos a los lugares de infección. En estos pacientes, esta 

disminución del reclutamiento leucocitario se traduce en la presencia de infecciones 

bacterianas y fúngicas recurrentes (Adams y Shaw, 1994). Otra enfermedad similar, 

LAD-2, caracterizada por una deficiencia en la capacidad migratoria de los 

neutrófilos es debida a la ausencia en estas células del principal ligando de las 

selectinas, sialyl Lewis X, que impide la interacción con E- y P-selectina (Mckay y 

Imhof, 1993).  

 

La utilización de ratones genéticamente deficientes en una o varias moléculas de 

adhesión celular y el desarrollo en los últimos años de anticuerpos específicos para 

las diferentes moléculas de adhesión ha permitido evaluar el papel que juegan éstas 

moléculas en el proceso de reclutamiento celular en diferentes modelos de 

inflamación, y ha contribuido de forma importante al estudio de la patogenia de 

numerosas enfermedades inflamatorias.  

 

Así, la importancia de las selectinas en el reclutamiento celular, especialmente de 

neutrófilos y monocitos/macrófagos ha sido puesta en evidencia mediante la 
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utilización de ratones deficientes en E- y P-selectina, los cuales expresan un fenotipo 

de deficiencia de adhesión leucocitaria caracterizado por infecciones muco-

cutáneas, proliferación de células  plasmáticas en los órganos linfoides, 

hipergammaglobulinemia y deficiencia en el fenómeno de �rolling� (Bullard y col, 

1996). Estos animales muestran una inhibición casi completa de la migración inicial 

de neutrófilos en un modelo de peritonitis infecciosa y un aumento de la morbilidad  y 

mortalidad acompañada de una bacteriemia persistente en un modelo de infección 

sistémica por Streptococcus pneumoniae (Bullard y col, 1996; Muñoz y col, 1997). La 

deficiencia en la capacidad de adhesión y migración leucocitaria es también evidente  

cuando los animales son deficientes en E-selectina y en CD18 (ligando de ICAM-1) . 

En este caso los animales muestran una incapacidad total para el reclutamiento de  

neutrófilos  a las zonas inflamadas. De hecho, la viabilidad de estos animales está 

seriamente reducida debido a su incapacidad de instaurar una respuesta inflamatoria 

adecuada (Mizgerd y col, 1999; Forlow y col, 2000). La contribución directa de ICAM-

1 al reclutamiento leucocitario ha sido puesta de manifiesto mediante la utilización de 

ratones genéticamente deficientes en ICAM-1 en modelos de inflamación  (Kunkel y 

col, 1996) y también en modelos de isquemia/reperfusión  (Jones y col, 2000). 

Adicionalmente, la contribución de ICAM-1 en la defensa contra patógenos 

bacterianos queda ilustrada en un modelo de infección bacteriana por Staphyloccous 

aureus en ratón, donde la ausencia de ICAM-1 reduce significativamente la 

protección contra la enfermedad sistémica pero también el desarrollo de artritis en 

estos animales (Verdrengh y col, 1996). 

 

Mediante estudios immunohistoquímicos, la correlación entre la expresión de las 

diferentes moléculas de adhesión y la infiltración leucocitaria ha sido descrita en 

múltiples procesos inflamatorios tales como la enfermedad inflamatoria intestinal 

(IBD), artritis sépticas, procesos inflamatorios renales, dermatitis y  asma entre otros 

(Wegner y col, 1990 ; Bruijn and Dinklo, 1993; Nakamura y col, 1993; Tang y col, 

1994; Bruijn and Heer, 1995; Henseleit y col, 1996; Austrup y col, 1997; Fuhlbrigge y 

col, 1997; Walter e Issekutz, 1997). De la misma manera, E-selectina, P-selectina e 

ICAM-1 participan también en el reclutamiento leucocitario al SNC. En un modelo de 

meningitis experimental inducida por citocinas, la deficiencia de E- y P-selectina 

provoca una inhibición casi completa de la extravasación leucocitaria al SNC (Tang y 

col, 1996). Contrariamente, E- y P-selectina  no parecen estar involucradas en el 
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reclutamiento de células inflamatorias en un modelo de encefalitis autoinmune 

experimental en ratón (Engelhardt y col, 1997). Sin embargo, la expresión de ICAM-1 

juega un papel importante en el reclutamiento de los linfocitos en este mismo modelo 

(Steffen y col, 1994; Dopp y col, 1994). La sobre-regulación de la expresión de 

ICAM-1 en el SNC ha sido también descrita  en la microcirculación cerebral 

alrededor de placas activas  en casos de esclerosis múltiple en la especie humana 

(Sobel y col, 1990), en  modelos de contusión cerebral (Isaksson y col, 1997) y en 

modelos de encefalitis bacteriana y parasitaria experimental (Engelhardt y col, 1994; 

Weber y col, 1995; Rudin y col, 1997; Deckert-Schlüter y col, 1999). 

 

La contribución de las diferentes moléculas de adhesión a la patogenia de la 

listeriosis in vivo no han sido estudiados. Sin embargo, estudios in vitro muestran 

que la infección de células endoteliales humanas por Listeria monocytogenes induce 

la expresión y sobre-regulación de E-selectina, P-selectina e ICAM-1 en estas 

células, e induce la adhesión de PMNN (Krull y col, 1997; Drevets, 1998), siendo la 

adhesión de los neutrófilos inhibida cuando son utilizados anticuerpos monoclonales 

específicos (Drevets, 1997). Adicionalmente, la infección in vitro de hepatocitos con 

L. monocytogenes induce la sobre-expresión de ICAM-1 facilitando la adhesión de 

los neutrófilos a estas células (Boury y Czupynski, 1995). 

 Estas observaciones sugieren que la capacidad de L. monocytogenes para 

estimular la adhesión leucocitaria por medio de la expresión de moléculas de 

adhesión endotelial puede ser un mecanismo patogénico importante durante  la 

listeriosis.



 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. OBJETIVOS 
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El objetivo general de este trabajo es contribuir al conocimiento de la patogenia de la 

listeriosis murina experimental mediante el estudio de los mecanismos involucrados 

en el reclutamiento celular a los focos de infección, y en especial  al sistema 

nervioso central. La listeriosis murina experimental se caracteriza por la rápida 

llegada de PMNN y macrófagos a los órganos diana (hígado, órganos linfoides y 

sistema nervioso central). En general, la eliminación de los agentes patógenos por el 

sistema inmunitario depende en gran medida de la capacidad  de los leucocitos para 

traspasar la barrera endotelial y dirigirse al lugar de infección. De acuerdo con estas 

premisas generales, uno de los objetivos principales de este trabajo doctoral fue el 

estudio de la expresión de moléculas de adhesión en el transcurso de la listeriosis 

murina experimental. En concreto, se pretende caracterizar la expresión de aquellas 

moléculas principalmente involucradas en el reclutamiento de neutrófilos y 

monocitos/macrófagos hacia los focos de infección.  

 

Las  lesiones nerviosas en la listeriosis murina experimental se caracterizan por la 

afluencia masiva de PMNN hacia las meninges y al sistema ventricular. Sin 

embargo, de la misma manera que el rápido reclutamiento de estas células a los 

focos de infección es vital para el control inicial de la infección, no se puede excluir la 

posibilidad de que el reclutamiento de neutrófilos en el sistema nervioso central sea 

también responsable de la mayoría de las secuelas observadas en la listeriosis 

humana. Por otra parte, es conocida la capacidad de las células fagocitarias (PMNN, 

macrófagos) para vehicular listerias y generalizar la diseminación de la bacteria por 

diferentes zonas del organismo. Según estos presupuestos, otro de los objetivos 

fundamentales de este trabajo doctoral ha sido estudiar en qué medida la 

modulación de la migración del PMNN al sistema nervioso central podría modificar el 

patrón lesional característico de la listeriosis murina experimental.  

 

En resumen, los objetivos concretos que se plantearon para el desarrollo de este 

trabajo  doctoral fueron: 

   



Objetivos 

33  

1. Puesta a punto y estandarización de técnicas inmunohistoquímicas adecuadas 

para la detección de E-selectina, P-selectina e ICAM-1 en tejidos de ratón fijados 

en formol e incluidos en parafina.  

 

2. Estudiar la expresión de E-selectina, P-selectina e ICAM-1 en el transcurso de la 

listeriosis murina experimental y determinar  la posible existencia de correlación 

entre  la expresión de dichas moléculas y las lesiones inflamatorias observadas.  

 

3. Intentar elucidar la importancia de los PMNN en la patogenia de las lesiones 

nerviosas durante la listeriosis murina experimental mediante la utilización del 

anticuerpo monoclonal RB6-8C5, el cual depleciona específicamente la población 

de PMNN �in vivo �.
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En este trabajo, hemos desarrollado técnicas inmunohistoquímicas para la detección 

de las moléculas de adhesión endotelial E-selectina, P-selectina e ICAM-1 en tejidos 

de ratón fijados en formol e incluidos en parafina. La estandarización de  estas 

técnicas ha sido llevada a cabo mediante la caracterización de su expresión en 

ratones normales y en un modelo de activación endotelial por lipopolisacárido 

bacteriano (LPS). Gracias a la utilización de esta técnicas, hemos caracterizado la 

expresión de las moléculas de adhesión P-selectina,  E-selectina e ICAM-1 durante 

el curso de la listeriosis murina experimental por vía subcutánea. El estudio 

cronológico de la expresión de estas moléculas in situ, junto a la caracterización 

histopatológica y microbiológica de la infección, nos ha permitido estudiar el papel 

que juegan en el reclutamiento leucocitario a los órganos diana, especialmente al 

sistema nervioso central. Adicionalmente, se han dilucidado algunos aspectos 

relativos a la importancia de los neutrófilos en el control y la eliminación de Listeria 

monocytogenes en el sistema nervioso central.  

 

El estudio de la expresión de E-selectina, P-selectina e ICAM-1 en diferentes 

modelos experimentales de infección e inflamación ha sido llevado a cabo 

tradicionalmente en muestras congeladas (Dustin y col, 1986; Fries y col, 1993; Kuzu 

y col, 1993; Gotsch y col, 1994; Henseleit y col, 1996, ). Si bien esta técnica tiene la 

ventaja de una mejor conservación antigénica, era necesaria la puesta a punto de 

una técnica inmunohistoquímica que permitiera detectar la expresión de E, P-

selectina e ICAM-1 en tejidos de ratón fijados en formol, e incluidos en parafina; 

hecho que permite una mejor resolución morfológica y una visualización más precisa 

de la localización de esta moléculas y su posible asociación a las lesiones presentes 

en los órganos estudiados. Adicionalmente, la utilización de estas técnicas permiten 

la realización de estudios retrospectivos. Con objeto de poner a punto éstas 

técnicas, se estandarizó la expresión de estas moléculas en ratones normales y en 

ratones sometidos a un modelo de activación endotelial mediante la inyección 

sistémica de LPS. 

 

 

E-selectina no fue detectada en los animales normales en ninguno de los órganos 

estudiados. La ausencia de expresión constitutiva de E-selectina ha sido descrita 
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previamente en estudios in vitro e in vivo tanto utilizando técnicas de biología 

molecular como mediante técnicas inmunohistoquímicas en tejidos congelados. 

Únicamente, tras activación endotelial, E-selectina es rápidamente sintetizada y 

expresada de forma transitoria en el endotelio (Bevilacqua y col 1987, Fries y col, 

1993, Henseleit y col, 1996; Neumann y col, 1996). 

Es nuestro modelo de activación endotelial, E-selectina fue principalmente detectada 

en la superficie endotelial de vénulas pero también en  capilares, arteriolas y en 

grandes vasos de la mayoría de  órganos estudiados, con la excepción del 

parénquima nervioso y las células endoteliales de los sinusoides hepáticos.  

La expresión de E-selectina in vivo  ha sido previamente estudiada en tejidos 

congelados humanos y animales siendo los resultados variables posiblemente 

debido a las diferentes condiciones en las que fue investigada.  En un modelo de 

activación endotelial similar al utilizado en nuestro trabajo, la expresión de E-

selectina fue detectada en vénulas del pulmón, riñón y corazón de ratones 

inoculados con LPS (Fries y col, 1993). Neumann y col.,  describen la expresión de 

E-selectina en vasos pulmonares pero no en el riñón ni en el hígado tras 

estimulación con TNF-α (Neumann y col, 1996). Adicionalmente, la expresión de E-

selectina ha sido también descrita en vénulas de la dermis, de la mucosa y 

submucosa intestinal y en los capilares glomerulares renales en diferentes modelos 

de inflamación (Cotran y Pober, 1989; Munro y col, 1989; Bruijn y Dinklo, 1993; 

Nakamura y col, 1993; Silber y col, 1994).  

En nuestro modelo, algunos vasos meníngeos y células sinusoidales hepáticas 

mostraron un patrón de expresión diferente caracterizado por la presencia de una 

reacción puntiforme débil en el interior del citoplasma. La detección de E-selectina 

en esta localización podría corresponder al compartimento lisosomal, descrito  

recientemente, donde E-selectina es rápidamente internalizada tras su expresión en 

la membrana celular (Kuijpers y col, 1994). 

 

ICAM-1fue detectada de forma constitutiva en células endoteliales - principalmente  

en vasos de mediano calibre y capilares- de todos los órganos estudiados tal y como 

ha sido descrito en tejidos congelados en la especie humana (Dustin y col, 1986; 

Kuzu y col, 1993; Kang y col,1996). Tras la activación por LPS, en nuestros 

experimentos ICAM-1 se sobreexpresó de manera evidente, tanto en lo relativo a la  

intensidad de la inmunotinción como en lo referente a la cantidad de vasos reactivos. 
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Además de  la expresión endotelial de ICAM-1, y como ha sido ya descrito por otros 

autores, ICAM-1 fue también detectada en  células epiteliales de los plexos 

coroideos,  queratinocitos basales, células epiteliales pulmonares y en folículos 

linfoides de los órganos linfoides secundarios (Dustin y col, 1986; Koopman y col, 

1991; Silber y col, 1994; Bell y Perry, 1995; Kang y col, 1996; Steffen y col, 1996). 

 

La expresión de P-selectina en tejidos humanos in vitro e in vivo , ha sido descrita en 

los corpúsculos de Weibel-Palade de células endoteliales, en plaquetas y en 

megacariocitos (McEver y col, 1989).  En nuestros experimentos, P-selectina fue 

detectada en megacariocitos y en plaquetas circulantes de ratones control pero no 

en el endotelio de los diferentes órganos estudiados. Sin embargo, la expresión de 

P-selectina en la superficie endotelial fue claramente detectada tras la infección por 

L. monocytogenes. Este hecho sugiere que el epitopo de P-selectina reconocido por 

el anticuerpo utilizado en nuestro trabajo está probablemente enmascarado cuando 

la molécula se encuentra en el interior de los corpúsculos de Weibel-Palade de la 

célula endotelial (Coughlan y col, 1994). Es conocido que P-selectina se halla pre-

formada en los corpúsculos de Weibel-Palade de las células endoteliales y que,  tras 

la activación del endotelio, es rápidamente transportada a la superficie celular, 

localización funcional de la molécula (McEver y col, 1989). Es en esta localización 

donde P-selectina parece ser detectada por el anticuerpo utilizado en nuestro 

trabajo.  

 

En resumen, los resultados obtenidos mediante la detección de la expresión de E-

selectina, P-selectina e ICAM-1 en tejidos fijados en formol e incluidos en parafina 

están en concordancia con los resultados obtenidos previamente  por otros autores 

en tejidos congelados. Sin embargo, gracias a la mejor preservación de la morfología 

tisular, la utilización de esta técnica permite una localización más precisa de la 

expresión de estas moléculas, especialmente en el curso de procesos inflamatorios. 

Adicionalmente, la disponibilidad de estas técnicas nos ha permitido establecer el 

patrón de expresión de estas moléculas durante la listeriosis murina experimental, 

donde la migración de neutrófilos y monocitos/macrófagos a los lugares de 

multiplicación bacteriana es esencial en la defensa inicial contra la infección 

(MacKaness 1962; Czuprinsky y col, 1994; Conlan, 1997). 
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En el modelo murino de listeriosis por  vía subcutánea, utilizado en nuestro trabajo, 

las lesiones típicas de listeriosis septicémica que afectan al hígado,  bazo y nódulos 

linfáticos comenzaron a ser evidentes hacia el 2o dpi.  El desarrollo de estas lesiones 

fue precedido el 1er dpi por la inducción de la expresión endotelial de P-selectina y la 

sobre-expresión de ICAM-1 prácticamente en todos los órganos estudiados. Este 

incremento generalizado de la expresión de ambas moléculas refleja posiblemente 

un estado de activación endotelial inespecífico, debido a la diseminación sistémica 

de la bacteria, que permitiría a los leucocitos explorar el organismo en busca del 

origen del estímulo inflamatorio. Tras esta primera fase de activación endotelial 

inespecífica, la sobre-expresión de ambas moléculas estuvo principalmente asociada 

a la presencia de lesiones inflamatorias en los órganos diana de la infección.  

 

A diferencia de lo observado en el modelo de activación endotelial por LPS, E-

selectina fue detectada únicamente de forma esporádica en nuestro modelo de 

listeriosis murina.  La expresión de E-selectina en únicamente un bajo número de 

capilares y vénulas de un reducido número de animales pudiera ser debida a una 

baja sensibilidad de la técnica. Sin embargo,  debido al hecho de que pudo ser 

detectada en la mayoría de órganos  en nuestro modelo de estimulación endotelial 

por LPS, la posibilidad de que E-selectina juege un papel menos importante que P-

selectina e ICAM-1 en el reclutamiento  de células inflamatorias durante la listeriosis 

murina experimental no puede ser descartada.  

 

En el hígado,  ICAM-1 fue sobreexpresada rápida e intensamente en los sinusoides 

hepáticos, en las venas centrolobulillares y, de forma muy débil, en vasos del 

espacio porta, al mismo tiempo que P-selectina era expresada en venas y capilares 

del espacio porta y también en las venas centrolobulillares. Sin embargo, P-selectina 

no fue expresada en ningún momento en los sinusoides hepáticos. Esta misma 

distribución de la expresión de ambas moléculas en el hígado ha sido previamente 

descrita en un modelo de endotoxemia murino (Essani y col, 1998). De la misma 

manera, E-selectina tampoco fue detectada en las células endoteliales de los 

sinusoides hepáticos en ninguno de los animales y a diferencia de la P-selectina 

únicamente dos animales mostraron una débil expresión en algunos capilares y 

vénulas del espacio porta durante los días tercero y cuarto pi. 
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Se acepta generalmente que el contacto inicial de los leucocitos con la célula 

endotelial ocurre a través de la interacción entre moléculas de la familia de las  

selectinas y sus ligandos, provocando un fenómeno de «rolling» y de frenado de los 

leucocitos (Cronstein y Weissmann, 1993; Adams y Shaw, 1994; Elangbam y col, 

1997). Sin embargo, la ausencia de expresión de selectinas en las células 

sinusoidales en nuestros experimentos refleja posiblemente la falta de necesidad del 

fenómeno de «rolling» de los leucocitos en los sinusoides hepáticos. En 

concordancia con nuestros resultados, Essani y col, muestran que la utilización de 

anticuerpos contra P-, L- y E-selectina en un modelo de endotoxemia murino, no 

tiene ningún impacto en el número de PMNN presentes en los sinusoides hepáticos 

(Essani y col, 1998). De hecho, ha sido sugerido que en el hígado, durante un 

proceso inflamatorio, los neutrófilos pueden ser atrapados en el sinusoide hepático 

únicamente de forma mecánica como resultado de un aumento del volumen celular 

de las células endoteliales activadas, una constricción sinusoidal activa y una 

disminuida capacidad deformable del neutrófilo (Essani y col, 1998). Este  hecho, 

facilita probablemente la interacción de las integrinas del neutrófilo activado con 

ICAM-1 en las células sinusoidales sin necesidad de un contacto previo mediante las 

selectinas. Sin embargo, la expresión de P-selectina en el endotelio venoso a nivel 

centrolobulillar y portal sugiere que P-selectina contribuye probablemente al 

reclutamiento leucocitario en estas localizaciones y no a nivel de los sinusoides. 

Apoyando esta interpretación, Essani y col, muestran en un modelo de endotoxemia,  

que la administración de un anticuerpo anti-P-selectina aunque no reduce el número 

de PMNN en los sinusoides hepáticos sí provoca una disminución de la marginación 

leucocitaria tanto a nivel centrolobulillar como a nivel portal (Essani y col, 1998). En 

este mismo modelo, la administración de una anticuerpo anti-ICAM-1 no previene la 

acumulación de neutrófilos en el sinusoide aunque sí el daño del parénquima 

hepático, sugiriendo que la expresión de ICAM-1 en los sinusoides es necesaria 

para la extravasación de los neutrófilos pero no para su �secuestro� en el espacio 

sinusoidal (Essani y col, 1995). Gregory y col., han sugerido que la fuerte expresión 

de ICAM-1 en el sinusoide hepático, que ocurre rápidamente tras la infección por 

Listeria monocytogenes ,facilita la adhesión de PMNN a las células de Kupffer y la 

posterior eliminación de la Listerias (Gregory y col, 2002). 
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Es de destacar que tras la primera fase de expresión de ambas moléculas ocurrida 

durante los dos primeros días post-infección, una segunda fase de activación 

endotelial fue observada entre los días 5-8 pi coincidiendo con el momento de mayor 

prevalencia y gravedad de la lesiones hepáticas y cuando los recuentos bacterianos 

fueron máximos en este órgano. Sin embargo, a diferencia de la primera fase donde 

se observó una activación endotelial generalizada, en esta segunda fase se pudo 

observar un aumento de  la expresión de P-selectina y una re-localización de ICAM-

1 a nivel de los espacios porta claramente asociada a la presencia de infiltrados 

inflamatorios periportales. La fuerte expresión de ICAM-1 en los sinusoides quedó 

restringida a las zonas adyacentes a las lesiones inflamatorias. Este hecho podría 

ser interpretado como un intento del organismo de reclutar las células inflamatorias 

de forma más localizada a esos lugares donde la Listeria ha sido capaz de sobrevivir 

y multiplicarse, con el objetivo fundamental de fagocitar y eliminar las bacterias de 

una forma más eficiente. Al mismo tiempo, esta estrategia, evita posiblemente un 

daño hepático extenso resultado de una posible migración generalizada hacia el 

espacio sinusoidal. Adicionalmente, ICAM-1 fue detectada en la membrana de los 

hepatocitos de algunos animales. La expresión de ICAM-1 en hepatocitos infectados 

con Listeria monocytogenes  ha sido demostrada in vitro, y tiene como consecuencia 

un incremento de la adherencia de neutrófilos asociada a un aumento del estrés 

oxidativo hacia los hepatocitos (Boury y col, 1995). En consecuencia, la expresión de 

ICAM-1 en los hepatocitos infectados con Listeria  facilitaría la adhesión de los 

neutrófilos y la posterior lisis de la célula infectada permitiendo la exposición 

extracelular de las bacterias, así como su fagocitosis y eliminación. Adicionalmente, 

prevendría la  diseminación de las bacterias a través del parénquima hepático 

(Conlan y North, 1991, 1992, 1993, Gregory y col, 1996).  

 

Otro hallazgo relevante en nuestro experimento ha sido la expresión de ICAM-1 en el 

epitelio biliar coincidiendo con la presencia de colecistitis piogranulomatosas y de 

listerias libres y/o fagocitadas en los conductos biliares. Durante la infección por 

Listeria monocytogenes, y coincidiendo con el periodo de máxima multiplicación  

bacteriana, Listeria es eliminada por la vía entero-hepática a  través del sistema biliar 

(Briones y col, 1992). Esta observación sugiere que ICAM-1 contribuye 

probablemente a la  eliminación de la Listeria por la vía entero-hepática facilitando el 

paso de neutrófilos y macrófagos a través del epitelio biliar.  
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En resumen, en la fase inicial de la listeriosis murina experimental, los leucocitos son 

reclutados en el hígado posiblemente por dos vías migratorias diferentes, una vía 

selectina-independiente a través del  sistema sinusoidal hepático  y otra, siguiendo el 

mecanismo clásico donde la interacción previa mediada por P-selectina  seguida de 

una interacción firme mediada por ICAM-1 permite la extravasación de los leucocitos 

a nivel post-sinusoidal y del espacio porta. Es de destacar que la máxima expresión 

de ambas moléculas en el espacio porta ocurre entre el 4o y 5o dpi, coincidiendo con 

la disminución de la expresión de ICAM-1 en el sinusoide y con la presencia de 

numerosos macrófagos en las lesiones inflamatorias. Esta observación sugiere que 

los PMNN que acceden al hígado en la fase inicial de la infección  son 

probablemente reclutados  a través del sistema sinusoidal, permitiendo una llegada 

rápida a los focos de infección; por el contrario, los monocitos/macrófagos son 

reclutados principalmente a nivel del espacio porta gracias a la fuerte expresión 

endotelial de P-selectina e ICAM-1. 

 

De la misma forma que en el hígado, la ausencia de expresión tanto de P- como de 

E-selectina en el bazo, sugiere que debido al carácter sinusoidal de la circulación en 

este órgano, donde las células circulantes están en íntimo contacto con células 

endoteliales y macrófagos de la zona marginal de la pulpa blanca, el fenómeno de 

�rolling� mediado por las selectinas es probablemente innecesario. Sin embargo, no 

se puede descartar la presencia de otras moléculas como L-selectina, la cual está 

involucrada en la migración de linfocitos a los linfonodos a través de las vénulas de 

endotelio alto (VEA) (Girard y Springer, 1995).  

 

La sobre-expresión - rápidamente tras la infección- de ICAM-1 en la zona marginal 

de la pulpa blanca y su expresión �de novo� en las arteriolas centrales y 

trabeculares, junto a la posterior presencia de la mayoría de las lesiones en estas 

localizaciones (zona marginal y en la vaina linfoide periarteriolar), sugiere que ICAM-

1 participa de forma importante en el reclutamiento leucocitario en éste órgano, 

especialmente en la zona marginal de la pulpa blanca. De hecho, debido a las 

características de la vascularización esplénica, es en esta localización donde se 

produce el primer contacto entre la sangre y el parénquima esplénico. 

Adicionalmente, es en esta localización donde Listeria puede acceder a la pulpa 
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blanca posiblemente vehiculadas en el interior de macrófagos o libremente gracias a 

su capacidad de transmisión intracelular (Conlan,1996). 
 

 

En los linfonodos,  tal y como ha sido descrito previamente (Marco y col, 1991), las 

lesiones de carácter piogranulomatoso asociadas a la presencia de Listeria se 

localizaron principalmente en la zona paracortical de los nódulos linfáticos. Estas 

lesiones estuvieron acompañadas de la expresión de P-selectina e ICAM-1 en el 

endotelio de las VEA. El hecho de que únicamente los linfonodos con presencia de  

linfadenitis mostraran expresión de P-selectina e ICAM-1 en las VEA sugiere que 

ambas moléculas contribuyen probablemente al reclutamiento de células 

inflamatorias, especialmente PMNN, a través de este endotelio altamente 

especializado. Ha sido previamente sugerido que tras una infección sistémica, 

Listeria monocytogenes llegaría a la zona paracortical de los nódulos linfáticos 

posiblemente vehiculada en el interior de fagocitos siguiendo la vía de migración 

normal de estas células a éstos órganos (Marco y col, 1991). Probablemente, la 

llegada y la posterior multiplicación de Listeria monocytogenes en esta zona induce 

la expresión de P-selectina e ICAM-1 en las VEA favoreciendo así el reclutamiento 

de células inflamatorias hacia el linfonodo afectado. Este hecho explicaría la 

ausencia de expresión de ambas moléculas en linfonodos no lesionados.  

 

 

El sistema nervioso central es un órgano comúnmente afectado durante el curso de 

la listeriosis en la especie humana y también en otras especies, siendo responsable 

de la alta mortalidad y de la presencia de posibles secuelas en los individuos 

afectados (Gray y Killinger, 1966; Farber y Peterkin, 1991; Schuchat y col, 1991). 

Cuando el SNC está afectado, las meningitis y meningoencefalitis purulentas son las 

lesiones más frecuentes en la listeriosis humana. Aunque con mucha menor 

incidencia, la presencia de abscesos en el tronco del encéfalo y/o cerebritis sin 

afeccción meníngea han sido también descritos (Mylonakis y col, 1998). Sin 

embargo, los mecanismos y vías de migración de los leucocitos a través de la 

barrera hemato-encefálica,  así como la vía de entrada de la bacteria al SNC durante 

la listeriosis no han sido completamente elucidados.  
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En este estudio, y como ha sido previamente descrito por otros autores utilizando la 

vía de inoculación subcutánea (Prats y col, 1992), la aparición de lesiones nerviosas 

fue un fenómeno relativamente �tardío� tras la infección que coincidió con el periodo 

de máxima replicación bacteriana en el hígado y bazo y con un periodo de 

bacteriemia alrededor del 3er dpi. De hecho, la bacteriemia es probablemente debida 

a la liberación de listerias a la circulación desde las lesiones inflamatorias hepato-

esplénicas con intensa replicación bacteriana (Prats y col, 1992; Berche, 1995). De 

la misma forma que por la vía subcutánea, cuando  es utilizada la vía de infección 

intravenosa, la presencia de bacteriemia persistente parece ser también un evento 

necesario para el acceso de Listeria monocytogenes al SNC (Berche, 1995).  

 

Como ocurrió en el resto de los órganos estudiados, rápidamente tras la infección y 

previamente a la aparición de lesiones nerviosas, se observó una inducción y una 

sobre-regulación generalizada de la expresión de P-selectina e ICAM-1 en el SNC. 

La expresión de ambas moléculas fue especialmente intensa en vénulas del espacio 

subaracnoideo y especialmente en aquellas situadas a nivel del surco del 

hipocampo. Sin embargo, esta expresión inicial no estuvo relacionada ni con la 

presencia de lesiones ni con la presencia de Listeria. 

 

En el SNC, las primeras lesiones consistieron principalmente en una leptomeningitis 

purulenta/piogranulomatosa asociada a la presencia variable de listerias.  Es de 

destacar que la reacción inflamatoria estuvo localizada principalmente en el espacio 

subaracnoideo situado a nivel del surco del hipocampo, localización donde la 

expresión endotelial de P-selectina e ICAM-1 era más intensa. Paralelamente, el 

infiltrado inflamatorio estuvo también relacionado con la expresión intensa de ICAM-

1 en las meninges.  Estas observaciones sugieren que tanto P-selectina como ICAM-

1 participan en el reclutamiento de PMNN y monocitos/macrófagos hacia el espacio 

subaracnoideo durante la listeriosis murina experimental. Resultados similares han 

sido descritos tras la inyección intracraneal de LPS, donde los PMNN fueron 

únicamente observados alrededor de vasos localizados en la fisura del hipocampo, 

los cuales presentaron una fuerte expresión de ICAM-1 (Bell y Perry, 1995). De la 

misma manera, una fuerte inducción de la expresión de P-selectina ocurre en 

prácticamente todas las vénulas leptomeníngeas (Gotsch y col, 1994). La 

contribución de las selectinas al reclutamiento de células inflamatorias hacia el LCR 
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ha sido mostrada en un modelo de meningitis inducida por citocinas en ratones 

deficientes en E- y P-selectina (Tang y col, 1996). La importancia de ICAM-1 en el 

reclutamiento leucocitario inicial en el SNC ha sido también demostrado en un  

modelo de meningitis en ratas (Weber y col, 1995). Adicionalmente, se ha sugerido 

que la expresión de ICAM-1 en  las leptomeninges puede promover la migración de 

los leucocitos a lo largo del sistema ventricular de una manera eficiente (Endo y col, 

1998). 

 

Resultados similares en cuanto al patrón de distribución lesional han sido descritos 

tras la inoculación intracerebral de Listeria monocytogenes (Seebach y col, 1995) y 

en un modelo de meningitis inducida por citocinas (Tang y col, 1996). En estos 

estudios, PMNN y macrófagos fueron detectados en primera instancia en las 

meninges provocando una gran exudación hacia el  LCR. Este hecho, reafirma la 

hipótesis de que la ruta de llegada de las células inflamatorias al SNC está 

posiblemente relacionada con la expresión de P-selectina e ICAM-1en los vasos del 

espacio subaracnoideo observados en nuestro modelo, y que esta vía de entrada es 

probablemente  independientemente de la vía de entrada de la Listeria a éste 

órgano.  Adicionalmente, la presencia de  ventriculitis y coroiditis en nuestro modelo 

fue un fenómeno posterior a la inflamación meníngea y no estuvo relacionada con la 

expresión de P-selectina e ICAM-1 en el endotelio de los plexos coroideos, 

indicando que las células inflamatorias llegan al SNC principalmente a nivel de los 

vasos subaracnoideos y no a través del endotelio fenestrado de los plexos coroideos 

como ha sido sugerido previamente (Prats y col, 1992). Sin embargo, esta hipótesis 

no descarta la posible llegada de Listeria monocytogenes al SNC por otras vías. 

 

A este respecto, dos mecanismos diferentes de acceso de Listeria monocytogenes al 

SNC han sido sugeridos.  El primero postula que Listeria monocytogenes, libre en la 

sangre como consecuencia de su liberación a la circulación desde el hígado y bazo, 

podría adherirse y penetrar directamente en el endotelio de la barrera hemato-

encefálica. La capacidad de Listeria monocytogenes para penetrar y multiplicarse en 

células endoteliales de la microcirculación cerebral ha sido demostrada in vitro 

(Wilson y Drevets, 1998). Alternativamente, la segunda hipótesis sugiere que Listeria  

podría acceder al SNC vehiculada pasivamente en el interior de fagocitos (Drevets y 

col, 1995, Drevets, 1999; Drevets, 2001). De hecho, este mecanismo  ha sido 
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demostrado en otras infecciones bacterianas del SNC como la meningitis porcina por 

Streptococcus suis (Williams y Blakemore, 1990). Ha sido sugerido que el endotelio 

fenestrado del plexo coroideo es quizás la vía de entrada de diferentes bacterias 

neurotrópicas al líquido cefalorraquídeo vehiculadas por células fagocitarias 

(Williams y Blakemore, 1990; Prats y col, 1992).  Sin embargo, en nuestro modelo, 

este hecho parece improbable ya que la presencia de coroiditis/ventriculitis fue un 

fenómeno posterior a la presencia de meningitis. Adicionalmente,  en las lesiones 

iniciales observadas a nivel ventricular, las células epiteliales de los plexos coroideos 

permanecieron intactas y no se observó exocitosis celular a través del epitelio. En 

concreto, las lesiones consistieron en una acumulación de gran número de células 

inflamatorias en el espacio ventricular - especialmente PMNN-  y la presencia de 

numerosas listerias libres y en el interior de fagocitos. Estos resultados sugieren que 

el desarrollo de coroiditis es probablemente consecuencia de a la acumulación 

pasiva en el espacio ventricular de células inflamatorios provenientes del espacio 

subaracnoideo. Adicionalmente, la fuerte expresión de ICAM-1 en los vasos 

periventriculares asociada con imágenes de marginación celular y diapedesis 

sugiere que estos vasos contribuyen también al reclutamiento inflamatorio hacia el 

ventrículo. La fuerte sobre-regulación de ICAM-1 en las células epiteliales coroideas 

y en las células ependimarias observadas en nuestro trabajo han sido también 

descrita en otros modelos inflamatorios del SNC (Deckert-Schlüter y col, 1994;  

Steffen y col, 1996; Endo y col, 1998).  Probablemente, la inducción de ICAM-1 a lo 

largo de la superficie ventricular contribuye, de la misma manera que en la meninge, 

a mantener las células fagocitarias debidamente adheridas, favoreciendo de esta 

manera la migración hacia los focos de infección.  Ha sido también sugerido que la 

expresión de ICAM-1 en el epitelio coroideo tiene una función co-estimulatoria 

durante la presentación antigénica y de activación de las células epipléxicas (Steffen 

y col, 1996).  

 

En resumen, en nuestro modelo, tras la infección por Listeria monocytogenes, la 

aparición de lesiones nerviosas coincide con un periodo de bacteriemia. Las lesiones 

iniciales consisten en una leptomeningitis purulenta asociada a la fuerte expresión 

endotelial de P-selectina e ICAM-1 en vénulas del espacio subaracnoideo, 

especialmente en aquellas situadas en la fisura del hipocampo. La afluencia masiva 

de PMNN al espacio subaracnoideo provoca la acumulación pasiva de células 
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inflamatorias y de listerias en los ventrículos provocando el desarrollo de coroiditis. 

La presencia de ventriculitis y coroiditis purulentas está acompañada de una fuerte 

expresión de ICAM1 en las células epiteliales del plexo coroideo y células 

ependimarias, hecho que permite posiblemente a los leucocitos �rastrear� la 

superficie ventricular en busca de la bacteria. Adicionalmente, las células 

inflamatorias pueden acceder al ventrículo a partir de los vasos periventriculares, los 

cuales muestran también una fuerte expresión endotelial de ICAM-1. 

 

Los PMNN son las principales células que acceden al SNC durante la listeriosis 

murina experimental (Prats y col, 1992; Berche, 1995; Altimira y col, 1999). En 

nuestro trabajo, adicionalmente a la identificación morfológica, la presencia de 

PMNN fue corroborada inmunohistoquímicamente mediante la utilización del 

anticuerpo F7/4 (Hirsch y col, 1983). Aunque la fuerte presencia de PMNN en el 

espacio subaracnoideo contribuye probablemente a la eliminación de Listeria 

monocytogenes,  la secreción de mediadores inflamatorios y/o tóxicos por parte de 

los PMNN puede contribuir también al establecimiento de lesiones progresivas del 

parénquima cerebral.  

 

Adicionalmente, aunque son los monocitos/macrófagos las células que han sido 

tradicionalmente consideradas como células potencialmente capaces de vehicular 

listerias en su interior y colaborar a la diseminación de la bacteria (Berche, 1995), el 

examen de frotis sanguíneos de los animales infectados  en nuestro modelo muestra 

también la presencia de PMNN circulantes vehiculando listerias.   Recientemente, 

Drevets ha mostrado que Listeria es capaz de circular en el torrente sanguíneo de 

forma libre y en el interior de macrófagos y de PMNN y que la capacidad invasora 

del SNC es mayor cuando las listerias son vehiculadas en el interior de fagocitos 

(Drevets , 1999). 

 

En nuestro último trabajo, la depleción de la población de neutrófilos mediante la 

utilización del anticuerpo RB6-8C5  a 2.5 y 3.5 dpi estuvo correlacionada con un 

aumento de los recuentos sanguíneos de Listeria monocytogenes y con la presencia 

de una bacteriemia persistente.  Este aumento de la carga bacteriana en la 

circulación  sanguínea fue consecuencia de una mayor capacidad de replicación de 

la bacteria en los órganos diana de la infección especialmente el bazo y el hígado 
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como muestran los recuentos microbiológicos. En los órganos de los animales 

deplecionados de PMNN más precozmente, las lesiones consistieron en  extensas 

áreas de parénquima con abundante multiplicación bacteriana sin la presencia 

evidente de reacción inflamatoria. Sin embargo algunos de los animales 

deplecionados en el día 3.5 pi mostraron una cierta capacidad de contención de la 

replicación bacteriana en estos órganos tal y como mostraron los recuentos 

bacterianos, así como la presencia de una reacción inflamatoria piogranulomatosa 

asociada a la presencia de listerias. El papel crítico de los PMNN en la disminución 

de la carga bacteriana en el hígado y bazo durante los tres primeros días 

postinfección ha sido ampliamente descrito por otros autores mediante la 

administración del anticuerpo RB6-8C5 previamente o rápidamente tras la infección 

(Rogers y Unanue, 1993; Appelberg y col, 1994; Conlan y North, 1994; Czuprynski y 

col, 1994; Rakhmilevich, 1995; Czuprynski y col, 1996; Gregory y col, 1996; Conlan, 

1997; ). En nuestro modelo, los PMNN son esenciales para limitar la multiplicación 

de Listeria monocytogenes en el hígado y bazo durante los 4 primeros días 

postinfección. Tras el 4o dpi, la resistencia adquirida es quizás suficiente aunque 

mucho menos efectiva que en los animales control. En consecuencia, la disminución 

de la carga bacteriana en el hígado y bazo durante los primeros 4 dpi  es 

probablemente crucial para el desarrollo de una respuesta eficaz durante la 

listeriosis murina experimental. 

 

Como ha sido mencionado con anterioridad, una bacteriemia persistente es 

necesaria para la invasión del SNC durante la listeriosis murina experimental 

(Berche, 1995). Coherentemente con la prolongada bacteriemia observada en los 

animales deplecionados de PMNN, las lesiones en el SNC fueron más frecuentes en 

estos animales que en los animales control.  Sin embargo, en la mayoría de ellos las 

lesiones consistieron en la presencia de grandes cantidades de listerias alojadas en 

el velo del cuarto ventrículo sin reacción inflamatoria asociada. Únicamente unas 

pocas células de apariencia mononuclear ligeramente positivas al antígeno 7/4 se 

observaron en el espacio subaracnoideo de la fisura del hipocampo. El significado 

de la presencia de grandes cantidades de Listeria en esta localización particular en 

varios de los animales deplecionados de PMNN es incierto. Sin embargo, la 

presencia de una leve inflamaciónen el espacio subaracnoideo y no en el lugar 

donde la mayoría de listerias fueron localizadas sugiere que la vía de acceso de los 
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leucocitos al SNC es posiblemente independiente de la vía de entrada de Listeria 

monocytogenes. En este experimento la expresión de moléculas de adhesión 

endotelial P-selectina e ICAM-1 mantuvo el mismo patrón que en el estudio 

precedente. A diferencia de los animales control que presentaron una 

leptomeningitis purulenta principalmente en la fisura del hipocampo, en los animales 

deplecionados de PMNN se observó la presencia de células débilmente positivas al 

antígeno 7/4, probablemente células inmaduras de la serie mielomonocítica 

liberadas de la médula ósea.  

 

Es de destacar la ausencia de macrófagos o linfocitos en el SNC de los  animales 

deplecionados de PMNN. Este hecho sugiere que la migración inicial de PMNN al 

SNC durante la listeriosis murina experimental pudiera ser  un pre-requisito para el 

posterior reclutamiento de los macrófagos. Este hecho ha sido previamente descrito 

en otros órganos durante la listeriosis murina experimental (Conlan y North, 1994; 

Rakhmilevich, 1995; Conlan , 1997). 

 

En resumen, nuestras observaciones sugieren que los PMNN tienen una función 

esencial en la prevención del acceso y/o la multiplicación de L. monocytogenes en el 

SNC y que la migración inicial de PMNN puede ser necesaria para el reclutamiento 

posterior de macrófagos y linfocitos activados al SNC.  

 

 

 

 

 

 



 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5. CONCLUSIONES 
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1. La expresión de E-selectina e ICAM-1 en tejidos de ratón fijados en formol e 

incluidos en parafina puede ser detectada mediante la utilización de los 

anticuerpos monoclonales 10E9.6 (E-selectina) y KAT-1 (ICAM-1), 

respectivamente. La distribución de la expresión de ambas moléculas en tejidos 

de ratón fijados en formol e incluidos en parafina es similar a la previamente 

descrita en tejidos congelados. 

 

2. El anticuerpo policlonal contra P-selectina utilizado en este trabajo permite la 

detección de P-selectina en el interior de plaquetas, megacariocitos, y en la 

membrana plasmática de las células endoteliales, pero no cuando la molécula se 

encuentra en el interior de los corpúsculos de Weibel-Palade de la célula 

endotelial.  

 

3. Rápidamente tras la infeccion con Listeria monocytogenes y previamente a la 

aparición de las lesiones, se produce una inducción y sobre-regulación 

generalizada de P-selectina e ICAM-1, respectivamente . Tras esta primera fase 

de activación endotelial inespecífica, la sobre-expresión de ambas moléculas 

está asociada a la presencia de lesiones inflamatorias en los órganos diana de la 

infección, especialmente hígado, órganos linfoides secundarios y SNC. 

 

4. En el hígado, la aparición de las lesiones inflamatorias está correlacionada con 

la expresión de ICAM-1 en los sinusoides hepáticos y de P-selectina e ICAM-1 

en las venas centrolobulillares y en los vasos situados en el espacio porta.  

 

5. Tras la infección por Listeria monocytogenes, la aparición de lesiones nerviosas 

coincide con un periodo de bacteriemia. Las lesiones iniciales consisten en una 

leptomeningitis purulenta asociada a una fuerte expresión endotelial de P-

selectina e ICAM-1 en  vénulas del espacio subaracnoideo, especialmente en 

aquellas situadas en la fisura del hipocampo.  

 

6. La aparición de ventriculitis y/o coroiditis purulentas en nuestro modelo es un 

fenómeno posterior a la presencia de meningitis y está asociado a una intensa 
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expresión de ICAM-1 las células epiteliales coroideas y en las células 

ventriculares, pero no en el endotelio fenestrado de los plexos coroideos.  Sin 

embargo, numerosos vasos periventriculares muestran una fuerte expresión 

endotelial de ICAM-1 asociada a imágenes de diapedesis y extravasación de 

neutrófilos. 

 

7. La depleción de neutrófilos inducida mediante la administración del anticuerpo 

monoclonal RB6-8C5 facilita la multiplicación de Listeria en el bazo e hígado de 

los animales infectados y provoca una bacteriemia prolongada. 

 

8. La depleción de neutrófilos mediante la administración del anticuerpo 

monoclonal RB6-8C5 durante la listeriosis murina experimental facilita la 

multiplicación de Listeria monocytogenes en el SNC pero aparentemente no 

previene o interfiere su acceso al encéfalo. 

 

9. La migración inicial de neutrófilos al SNC durante la listeriosis murina 

experimental parece ser independiente de la via de acceso de Listeria 

monocytogenes al encéfalo. 
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