SR | - S S

DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL LISTERIOZEI

35.1. DATE GENERALE

35.1. 1. O minidefinitie

Listeriile sunt mici bacili grampozitivi, nesporulati, neacidorezistenti. Aerobi si
microaerofili, cultivd intre 1 si 45°C, fiind mobili numai in cubturile la 20—25°C,
Catalazopozitivi i oxidazonegativi, ataci zaharurile fermentativ.

35.1.2. Repere taxonomice

Genul Listeria reuneste 8 specii, dintre care numai doud, L.monocytogenes si
L.ivanovii, pot imbolnivi omul. Din combinatii ale antigenilor somatici (factorii O) si
flagelare (factorii H) rezultd mai multe serovaruri. L.monocytogenes are 13 serovaruri,
L. ivanovii numai unul.

35.1.3. Habitat

Listeriile au rispandire cosmopoliti si sunt ubicvitare in ambianta noastra: se
izoleaza din apele de suprafasa, apele reziduale, sol, nimof; sunt prezente in fecalele unei
game largi de animale (mamifere, pasiri, pesti, nevertebrate) si in vegetale in descom-
punere.

Pot contamina alimente ca lapte, branzeturi, carne, zarzavaturi, iar capacitatea dc
a tolera substangele conservante §i de a cregte ia temperatura frigiderelor ridicA probleme
deosebite pentru conscrvarea prin refrigerare a alimentelor contaminate cu Listeria.

La om portajul fecal st genital de Listeria variaza intre 0,6 si 70%, cu o medie de
5—109%.

Cu o astfel de raspandire, intelegem de ce principala poarti de intrare in organism
este cea orala, dar si transmiterea sexuala este posibila.

35.1.4. Factori de patogenitate

L monocytogenes este o bacterie facultativ intracelulard a carei virulenid este deter-
minatd de mai multi factori:

= Hemolizine, listeriolizine « §i B, oxigenlabile i tiolactivate asemanitor streptolizinei
O. L.ivanovii produce o hemolizina asemanitoare listeriolizinei 8, dar antigenic diferiti.
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= Structuri parietale sau de invelis care determini monocitoza §i imunosupresie.
w Adezine, invazine (fosfolipazi etc.), superoxiddismutazi si catalazi, care ii asigura
supravietuirea in fagozomi.

35.1.5. Receptivitatea la listerioze

La adultul normoreactiv infectiile cu L. monocitogenes evolueazi In general inaparent.
Infectii manifeste clinic sunt, in general, mai rare $i benigne.

Gazda imunocompromisi (alcoolici, imunosupresati etc.) au receptivitatea crescuti.
Dar cel mai receptiv la listerioza, care se transmite transplacentar, este fatul.

35.1.6. Listeriozele

Infectiile cu L.monocytogenes dupi ingestia de doze masive prin consum de alimente
in care bacteria s-a multiplicat evolueaza ca foxiinfectii alimentare cu sindrom diareic. Alte .
infectii, relativ benigne, ale adultului normoreacliv sunt: angind cu mo.m::murc"t'eorzdr@.f:ojrﬁ9
Junctivitd, infectii ale tractusului wrinar sau genital, cutanate.

Foarte grave sunt meningoencefalitele $i septicemiile cu L.monocytogenes 1a gazde
imunocompromise.

Aproape 1/2 din listerioza umana evolueazi ca infectie perinatald. Gravida in ultimul
irimestru de sarcind poate face o infecjie benignA sau inaparenta, care se fransmite
transplacentar produsului matur cu meningoencefalitd sau septicemie cu noduli recrotici
diseminati predominant in ficat,

Infecyii cu L.ivanovii au fost rar semnalate.

35.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA IN LISTERIOZE

35.2.1. Diagnosticul microbiologic

35.2.1.1. Prelevate patologice

Se examineazi probe de alimente, fecale, urinl, exsudate, lichid cefalorahidian saun
sange, in raport cu localizarea infectiei 1a adult. De la avortoni sau nou-nascutii prematuri
si infectati se preleva probe de fesut hepatic, creier, lichid cefalorahidian, sange.

35.2.1.2. Microscopia directa
Microscopia directa orienteazi diagnosticul citre listerioza ¢and, in prelevate necon-

taminate, depisteaza bacili fini grampozitivi in contextul unei reactii inflamatorii cu
polimorfonucleare si macrofage.
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35.2.1.3. Izolarea si identificarea

Etapa I. Se epuizeaza preievatele necontaminate pe o placi cu geloza-sange, iar cele
contaminate pe gelozA-sange selectivd prin adaos de acid nalidixic (40 ug/ml) si
tripaflavind (40 ug/m}), cu incubare peste noapte la 37°C in atmosfera cu 10% CO2.
Procentul izolarilor creste dac3, in afara epuizirii inifiale pe gelozd-sange, prelevatele
patologice se insamanieaza pentru imbogdtire tn bulion cu tioglicolat de sodiu, cu incubare
la 4°C si cu repicari siptimanale pe mediul selectiv.

Etapa II. Se urmareste aparifia coloniilor rotunde cu diametrui de 0,5—1,5 mm,
usor convexe, S, cenusii-atbistrii, cu irizagie albastra-verzuie la iluminare oblic3, vascoase,
dar usor emulsionabile. Coloniile de L.monocytogenes se Inconjura dupa 48 ore cu o zona
ingustd de S-hemoliza, iar cele de Livanovii cu zone duble sau triple de S-hemoliza
pronuntati. Se verific3 microscopic 2—3 colonii pentru prezenta bacililor fini grampozitivi
§i se repica pe pania de gelozi-sange, pentru acumularea de culturd purd necesara iden-
tificarii.

Etapa I11. Se identifica izolatele suspecte pe baza urmatoarelor caractere:

@ Microscopice. Listeriile sunt bacili grampozitivi, colorati uniform, de 0,4—0,5 gm
diametru §i 0,5—2 um lungime. In culturi batrane apar in forme filamentoase. Se dispun
izolat, in scurte lanturi (confuzie posibila cu streptococii), in palisade si unghiuri (confuzie
posibila cu corinebacteriile). Morfologic pot fi confundate si cu Erysipelothrix.

s Testul catalazei, pozitiv pentru listerii, elimind confuzia cu streptococii
catalazonegativi.

a Testele de mobilitate diferenyjiaza listeriile, mobile, de corinebacterii i Erysipelothrix,
organisme imobile. Testele se fac pe culturi incubate la 22—25°C. In preparatul umed intre
lam3 st lamela listeriile au misciri dezordonate de rostogolire, iar insAméangate prin injepare
in coloana de gelozi moale opacifiazd mediui intens cu aspect umbeliform.

u Testul cheratoconjunctivitei (testul Anton) dupd inocnlarea culturii in sacul con-
junctival la iepure sau cobai diferentiazd L monocytogenes si L.ivanovii, care dau testul
pozitiv, de listeriile nepatogene cu test negativ.

a Testul CAMP. Pe geloza cu sange de berbec L.monocytogenes da testul pozitiv cu
S.aureus, iar Livanovii cu Rhodococcus equi.

m Identificarea serovarurilor de L.monocytogenes se facc corect numai in
laboratoarele de referingd prin reactii de aglutinare pe lama §i in tuburi. Prezint} intcres
epidemiologic.

Etapa IV, Se analizeazi, se interpreteazi rezultatelc testelor de identificare si se
redacteaza buletinul de analiza.

35.2.2. Diagnosticul serologic

Se urmireste dinamica anticorpilor anti-Listeria monocytogenes prin RFC, imuno-
precipitare sau hemaglutinare inderectd, utilizAnd antigeni tripsinafi si seruri adsorbite
(pentru a elimina reactiile incrucigate cu stafilococi $i enterococi). Titruri de 1:60 sunt
suspecte, iar cresterea de cel putin 4 ori a titrului dupa {0—14 zile certifica listerioza. O
reacjie negativd nu poate exclude infectia cu L.monocytogenes, dat fiind predominanta
mecanismelor imunitare celulare.
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35.2.3. Biopreparate pentru diagnosticul listeriozei

a Seruri aglutinante anti-O si anti-H sunt dificil de preparat, iar utilizarea ior, de
regula, este limitatl in laboratoarele de referinga.

= Antigeni tripsinati pentru serodiagnostic prin aglutinare in tub, RFC eic.



