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DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL LEGIONELOZELOR

36.1. DATE GENERALE

36.1.1. O minidefinitie

Legionelele sunt mici bacili, ocazional cu forme filamentoase. Au perete de tip gram-
negativ, dar fixeaza prost coloranii de anilind. Nesportlasi. Uzual mobili prin unul sau
mai mulfi flageli subpolari. Aerobi, cultivda numai pe medii suplimentare cu L-cisteind si
saruri de fier. Catalazopozitivi, oxidazonegativi sau slab pozitivi. Inactivi asupra car-
bohidratilor.

36.1.2. Repere taxonomice

Sunt incadrati in famitia Legionellaceae, genul Legionella, care in prezent reunegte
35 de specii cu 5§ serogrupe definite prin antigenul somatic lipopolizaharidic. Cu ajutorul
anticorpilor monocionali in cadrul serogrupelor au fost definite serovaruri, care sunt
markeri epidemiologici utili, dar putin accesibili.

36.1.3. Habitat

Habitatul natural al legionelelor sunt sursele si rezervoarele naturale sau artificiale
de apa, unde stabilesc relagii complexe cu microbiocenozele proprii acestor biotopuri:
cianobacteriile sau algele verzi Ic furmizeazd nutriengi prin transformarea CO2 in compugi
organici; amoebele le ingera in numar mare §i le mentgin viabile In acrosoli. C#ldura
(35—45°C) lc favorizeaza multiplicarea. Produc cantitdli mari de glicocalix, care le
favorizeazi persistenga gi acumularea in tuburi si conducte de cauciuc, sticli, chiar
siliconate. Suprafeiele de otel inoxidabil gi de cupru le sunt mai putin favorabile, dar fierul,
zincul si aluminiu! le favorizeaza cresterea. In apa distilala supravietuiesc si un an. Au fost
izolate din ndmol, noroi $i apa dc ploaic, dar niciodaia din sol gi pulberi.

Sunt transmise prin aerosolii produsi de instalajitle de conditionare a aerului,
nebulizatoare, ploaie.

36.1.4. Factori de patogenitate

Legionelele sunt bacterii facultativ intracelulare. Afectarea mai multor organe in
cursul legionelozelor sugereaza intervengia unor toxine, dintre care mai importante apar:
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a O citotoxind termostabild, care protejeazd legioneiele de efectul bactericid al
polimorfonuclearelor neutrofile prin deprimarea formarii de super-oxid, a fost identificata
la mai multe specii de Legionella. Este letald pentru embrionii de gaina si culturile celulelor
ovariene ale hamsterilor de China.

a O proteazd, produsd de Legionella pneumophila, inoculati intranazal la cobai
produce efecte similare cu cele din boala legionarilor umani: zone alveolare de hemoragie
si edem cu moartea a 25% din animale in 30 minute si a 25% pana 1a 24 ore; restul de
50% din supravietuitori dezvoltd dupi 24 ore leziuni preumonice fibrinopurulente con-
fluente,

m Hemolizinele produse de legionele lizeaz eritrocitele mai multor specii (om, iepure,
oaie, cobai), dar cel mai puternic efect i) au asupra eritrocitelor de cline.

Endotoxina pare a avea un efect limitat in patogenia legionelozelor.

36.1.5. Receptivitatea la legioneloze

Receptivitatea la infec§ia aerogenad cu legionele este mai mare §i evolutia imbolna-
virilor mai gravi dupid varsta de 50 ani si [a imunosupresati. Plagile, inclusiv cele pos-
toperatorii, in contact cu apa contaminati pot fi poarta de intrare pentru legionele.

Tabelul 36.1. Speciile de Legionella patogene pantru om

Specii Noumar Izolare de 12 om Rispuns Boala

de serogrupe imun la om cauzatd la om
Loanisa t + + Pn
L.bozemanit 2 + + Pa
L cincinnatiensis | + > 08 Pn
L dumoffii 1 + + Pn
L feeleit 2 + * SGI1:Pn, FP

SG2:Pn

L gormanii | + + Pn
L.hackeliaz 2 + a'aa Pn
L.longbeachae 2 + + Pn
L.maceachernii I + Pn
IL.micdadei | + + Pn, FP
L. pneumophila 15 + + Pn, FP
L. wadsworthii | + + Pn
Abrevieri: SG — serogrup; FP — febrd de Pontiac; Pn — pneumonie; ... — lipsa informafillor.
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36.1.6. Legionelozeie

Din cele 35 specii de Legionella, cunoscuie in prezent, numai pentruz 12 a fost
argumentatd clinic, microbiologic si serologic patogenitatea la om (tabelut 36.1).
Patogenitatea naturald pentru animale este necunoscutid. Principalul agent etiologic al
infecjiilor este Legionella pneumophila, specie cu 15 serogrupe, dintre caré serogrupul 1

determind cele mai multe infectii.
Principalele doua boli produse de legionele sunt:
® Boala legionarilor, care are o incubatic de 5—6 zile si se manifesifca o pneumonie,

in general severa (focare fibrinopurulente extensive, cu tendinf} de excavare la, imun-
odeprimati, reactie pleurald), cu manifestari multisistemice (digestive, renale, hepatice,

psihice). Boala evolueaza mortal la 15—20% din pacienti.
a Febra de Pontiac este tot o infectie respiratorie acuta, dar fird pneumonie, Are

incubatie scurt3 de cca 36 ore §i evolueaza benign, cu febra, cefalee, mialgii, spre vindecare

spontana dupi 5—6 zile, _
Mai rar legionelozele se manifestd ca pericardite, abcese la nivelul punctelor de

hemodializd, peritonite, infectii ale plagilor.
Uneori, dupd vindecarea clinich, persistd o infecfie latenid cu Legionella, care

intrejine multi ani un titru ridicat al anticorpiior.

36.2. INVESTIGATIA ETIOLOGICA A LEGIONELOZELOR

36.2.1. Diagnosticul direct (microbiologic)

36.2.1.1. Prelevate patologice

In functie de forma clinicd a infectiei se prelevd si se examineazi: aspirat
transtraheal, spalaturi bronsici, biopsii pulmonare, exsudat plcural, pericardic (dack
exista). Sputa asigurd sanse minime de izolarc a legionelelor. Din probe de sange
heparinat, se separ3 prin centrifugare leucocitele, care sunt lizate si InsAminiate pe mediul

de izolare, puroi din exsudate din abcese si plagi.
Pentru depistarea antigenica a legionelclor infectante se preleva probe de urina.

36.2.1.2. Microscopia directa

Coloratia Gram este practic inutila, coloratia Giménez sau coloragia Dietcrle prin

impregnatie argenticd dau rezultate nesatisficatoarc.
Indicata este coloratia imunofiuorescentd directd, care arc sensibilitatea de

40—509%, dar specificitatea de 95%.
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36.2.1.3. Izolarea si identificarea

Frapa 1. Se epuizeaza prelevatele necontaminate pe o placi cu gelozd BCYE (Biffered
Charcoal Yeast Extract), care prin conginutul in clorhidrat de L-cisteini gi pirofosfat feric
satisface necesitifile nuiritive specifice legionelelor, iar prin cirbunele activat previne
oxidarea fotochimic} in extractul de levuri. Pentru izoliri din prelevate contaminate rezul-
tate mai bune decat utilizarea unui mediu seiectiv prin adaos de aatibiotice (polimixin B,
cefazolin, vancomicind) da decontaminarea chimicid prin acidifierea probelor la pH 2
inainte de cultivare. Pentru hemoculturi se foloseste mediul CYE difazic adijionat cu
L-cistein3 si pirofosfat feric,

Singura carboxifili este L gormanii. Pentru a-i asigura izolarea, se incubeazi cul-
turile 12 37°C in atmosfera cu 2,5% CO2z (borcan cu lumanare). Concentratii de CO2 peste
5%, sunt inhibitorii pentru legionele.

Ftapa {I. Se urmaresc culturile 7 zite. Primele colonii apar abia dupa 2—3 zile de
incubare. In subculturi legionelele cresc mai rapid: in 1—2 zile.

Inijial colenitle sunt punctiforme si cultura poate fi observall in ariile confluente,
Diametrul lor creste progresiv si ajunge la 1—2 mm dupa 3 zile si la 3—4 mm dupd o
saptamani. Sunt rotunde, cu margini usor neregulate, convexe, stralucitoare, verzui. Ex-
aminate cu lupa, in transparenfl, au aspect reticulat de «slicld tdiatd». Se repick 2—3
colonii pe un mediu clar, e.g. gelozd Feeley-Gorman, pentru a obtine cultura pur3 cu
caracterele necesare identificarii.

Etapa Ifl. Se identifica izolatele pe baza nrmitoarelor caractere:

@ Microscopice. Legionelele apar ca bacili gramnegativi polimorfi de 0,3—0,9 um
grosime §i 2—20 u#m lungime palid coloraji. Pe frotiurile colorate Dieterle sau Giménez se
fixeazs mai intens colorantul. In primele subculturi L pneumophila prezinti granule
sudanofile de S-hidroxibutirat, care umfla corpul bacililor.

® De cultivare. Sunt strict aerobe, Nu cultivd pe geloza-singe, ¢i numai pe mediu
special imbogatit, formand colonii ¢cu aspectul descris mai sus. Examinate in camera
obscuri sub radiatie ultravioleta coloniile unor specii sunt fluorescente (tabelul 36.2).

» Biochimice. Unele caractere sunt pozitive (mobilitatea, catalaza), altele negative
(reducerea nitratilor, ureaza, fermentarea carbohidratilor), iar altele variabile cu specia
{pigmentogeneza pe mediu aditionat cu tirozind, oxidaza, hidroliza hipuratului, producerea
de fS-lactamazd) (tabelul 36.2).

= Structura antigenica este identificatd prin coloratie imunofiuorescentd sau aglutinare
cu seruri specifice de specie §i serogrup. Utilizarea anticorpilor monoclonali evitd reactiile
incrucisate intra- sau interspecifice in cadrut genului Legionella sau cu alte genuri (Yersinia
pestis, Pseudomonas fluorescens etc.).

m [dentificarea acizilor grasi din structura peretelui celular sau a ubiguinonelor din
membrana citoplasmicd se face prin cromatografie gaz-lichid, metodd inaccesibild inca
majoritafii [aboratoarelor.

Etapa IV. Se analizeazd st interpreteaza rezultatele testelor de identificare si se
completeazi buletinul de analiza, Daca specificitatea izolarii este de 100%, sensibilitatea
nu depaseste 80%.
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Tabelul 36.2. Caractere dilerentiale ale speciilor da Lagionelle patogene peniru om

Caractere L |L.bo-|Lcin-| Ldu-\ L fe- | L gor4{ L hae| L lon L.ma{ L mic|L pne{L wad
ani- | zema- cin- | mof-{ eleti | ma- | cke- | gbe- | cea- | da- | umo-| swor-
sa | ol | nati-|1 fii nii | liae |achae| cher-| dei | phila| thii
ensis nii

Crestere pe gelozdi-singe —_— - =~ =-]| = - = = =] =] =
Crestere pe gelozi BCYE + + + + + + + + - + + +
Autofluoresceni + + - + -_ + -— -— — — — —
Granule sudanofile -— - —_ - - - - -— —4 — + —
Mabilitate + + + + + + + + + -_— + -
Brunificare pe mediul + + + + + + + <+ + - + —
cu tirozind
Catalazi + + + + + + + + + + + +
Reducerea nftragitor S oo llallalaoll ol ol = |l = _—
Acld din carbohidrai — — -— - -— -— -— - - — — =
Oxidazd + \' — —_ —_— —_— + + + + v =
B-Lactamaza + v + — + + v — || = + +
Hidroliza hipuratulul - | — — — v — — — -_— —_ + —

Simboluri: In coloana «Autofluorescenjiis: «+» — alb-albastru, «—» — absent; in alte coloane: «r» —

90% din tlpin pozitive; «—» — =909, din wlpini negative; ... — lipsa informapillor; ¥V — reacjit

variabile.

36.2.1.4. Detectarea antigenilor de Legionella in probele de urina

Se face prin ELISA, metoda radioimunologica sau latex-aglutinare. 1a o specificitate
si sensibilitate asemanitoare, detectarea antigenului urinar permitc un diagnostic mai
rapid decat izolarea legionelelor.

36.2.2. Diagnosticul serologic

Se preleva probe de ser precoce (in prima saptimani de boald) si tardiv (dupa 15,
apoi dupi 30 zile de la prima recoltd). Se urmaresc anticorpii prin imunofluorescenta
indirectd. Semnificative pentru diagnostic sunt titruni peste 1:128 (L prieumophila) sau
1:256 (alte specii) ori o crestere mai mare de 4 ori a titrului in serurile tardive fatd de
serul precoce.
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36.2.3. Biopreparate $i medicamente pentru diagnosticul
de laborator $i tratamentul legionelozelor

= Seruri imune anti-Legionella cu specificitate de specie §i serogrup pentru iden-
tificarea antigenic3 a izolatelor prin aglutinare sau imunofluorescensa.

a Seturi de reactivi pentru identificarea antigenilor solubili de Legionella prin ELISA,
RIA sau latex-aglutinare,

s Antigen pentru serodiagnostic prin imunofluorescen indirecti.

s Antibioticul de elecjie pentru terapia legionelozelor: eritromicina, asociaty in
cazurile foarte grave cun rifampicini.



