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Nouvelles approches diagnostiques 
dans la list6riose humaine* 
J-L. GAILLARD**, Y. GHOLIZADEH** et B. PRON** 

RESUME Deux nouvelles approches sont actuellement propos6es pour le dia- 
gnostic de la list6riose humaine. Leur principale indication est la list6- 

riose neuro-m6ning6e de l'adulte. La premi6re approche est l 'amplification g6nique 
par la polymerase chain reaction ~ partir d'6chantillons de liquide c6phalo-rachidien 
(LCR). Le seuil de d6tection atteint avec les techniques publi6es est de 200 unit6s for- 
mant colonies par ml de LCR. La seconde approche est le s6rodiagnostic par d6tection 
des anticorps anti-list6riolysine O. Elle permet un  diagnostic indirect des list6rioses 
neuro-m6ning6es avec culture n6gative du sang et du LCR. La valeur de ces 
m6thodes doit ~tre pr6cis6e par des 6tudes prospectives contr616es. 

M o t s - c l ~ s  : List6riose - Listeria monocytogenes - Polymerase chain reaction - S6rodia- 
gnostic - Anticorps antMist6riolysine O. 

Le diagnostic de list6riose repose, en pratique cou- 
rante, sur l'isolement de Listeria monocytogenes 
partir de pr616vements provenant de sites norma- 
lement st6riles comme le sang, le liquide c6phalo- 
rachidien (LCR) ou le liquide amniotique. La 
plupart des auteurs s'accordent pour reconnaltre 
les insuffisances de cette approche, en particulier 
dans les list6rioses neuro-m6ning6es (1, 2, 3, 4). 
Deux nouvelles m6thodes diagnostiques ont 6t6 
r6cemment propos6es. La premi6re est l'amplifi- 
cation g6nique par la polymerase chain reaction 
(PCR) h partir d'6chantillons de LCR (5, 6). La 
seconde est le s6rodiagnostic par d6tection des 
anticorps anti-list6riolysine O (ALLO) (7). 

LA PCR 

PCR et Listeria 

Les grandes 6pid6mies de list6rioses survenues 
ces derni6res ann6es ont conduit les profession- 
nels de l'industrie alimentaire a promouvoir le 
d6veloppement de techniques plus rapides et plus 

sensibles que les techniques bact6riologiques tra- 
ditionnelles, pour la d6tection de L. monocytogenes 
dans les aliments. Plusieurs travaux ont ainsi 6t6 
consacr6s a l'amplification g6nique par PCR appli- 
qu6e ~ L. monocytogenes (5, 8, 9, 10, 11). Diff6rentes 
s6quences nucl6otidiques sp6cifiques de cette 
esp6ce ont 6t6 propos6es, appartenant au g6ne 
codant pour I'ARN ribosomal 16S (ARNr 16S) ou 
des g6nes de virulence comme les g6nes iap 
(codant pour la prot6ine p60) et hly (codant pour la 
list6riolysine O). Ces s6quences sont utilis6es 
comme cibles d'amplification e t /ou  comme 
sondes de d6tection. 

Une approche originale de type PCR "universelle" 
visant a d6tecter les principaux pathog6nes m6nin- 
g6s, dont L. monocytogenes, a 6t6 publi6e tr6s 
r6cemment (12). Elle consiste en une amplification 
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d'une r6gion conserv6e du g6ne ARNr 16S a l'aide 
d 'un  couple d'amorces dites universelles, suivie 
d 'une d6tection par une sonde oligonucl6otidique 
interne sp6cifique d 'une des esp6ces ou groupes 
bact6riens suivants : Neisseria meningitidis, Haemo- 
philus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Strepto- 
coccus agalactiae, Escherichia coli et autres 
ent6robact6ries, Staphylococcus aureus et L. mono- 
cytogenes. Cette m6thode,  s6duisante dans son 
principe, n 'a  pas encore 6t6 6valu6e ~ partir  
d'6chantillons cliniques. 

PCR et list6riose 

Chez l 'homme, la "PCR Listeria" a 6t6 exclusive- 
ment  appliqu6e au diagnostic des formes neuro- 
m6ning6es de la list6riose. Le premier  travail 
publi6 a utilis6 des LCR d'origine humaine artifi- 
ciellement contamin6s par L. monocytogenes (5). Les 
6chantillons, lys6s par sonication, 6taient soumis 
une PCR amplifiant un fragment de 606 paires de 
bases (pb) du g6ne hly. La limite de d6tection obte- 
nue apr6s simple migration en gel d'agarose suivie 
d 'une r6v61ation par le bromure d '6thidium 6tait 
de 105 unit6s formant colonies (UFC)/ml. 

Jaton et coll., dans un travail r6trospectif, ont 6tu- 
di6 des 6chantillons de LCR pr61ev6s lors de list& 
rioses neuro-m6ning6es  bact6r iologiquement  
document6es (6). Deux protocoles ont 6t6 pr6ala- 
blement 6valu6s in vitro : apr6s une premi6re PCR, 
les amplifiats 6talent soit d6tect6s a l 'aide d 'une 
sonde froide intrag6nique en dot-blot, soit r6am- 
plifi6s a l 'aide d 'amorces internes (nested-PCR); 
dans ce dernier cas, I 'ADN amplifi6 6tait visualis6 
apr6s migration en gel d'agarose et coloration par 
le bromure d'6thidium. Deux couples d'amorces 
6taient employ6s, permettant  l 'amplification de 
fragments  du  g6ne iap d 'une  taille de 468 et 
287 pb. La sensibilit6 des deux m6thodes s'est av6- 
r6e comparable,  avec un  seuil de d6tection de 
200 UFC / ml. 

Plus s imple et v i r tue l lement  moins  sujette 
d'6ventuelles contaminations, la "PCR dot-blot" a 
6t6 choisie pour  l '6tude des LCR. Les r6sultats 
obtenus ont 6t6 les suivants. Sur 17 6chantillons 
de LCR positifs en culture pour L. monocytogenes, 
14 ont 6t6 trouv6s positifs en PCR; en ce qui 
concerne les 3 faux-n6gatifs, la culture de L. mono- 
cytogenes avait 6t6 peu abondante et tardive, ou 
l '6chanti l lon n'6tait  qu 'un  surnageant  recueilli 

apr6s centrifugation. Sur 7 6chantillons de LCR 
pr61ev6s lors de ponctions lombaires de contr61e 
au cours du traitement de list6rioses neuro-m6nin- 
g6es, et rest6s st6riles en culture, 3 ont 6t6 trouv6s 
positifs en PCR. Cependant, un  fort pourcentage 
de faux-positifs 6tait enregistr6 lors de ce travail. 
Sur 14 6chantillons de LCR pr61ev6s au cours de 
m6ningites dues a d'autres germes, 4 6taient posi- 
tifs en PCR, soit pr6s de 30 % de faux-positifs. Ces 
faux-positifs 6taient attribu6s a des contamina- 
tions, non pas au cours de la PCR, mais au 
moment  de la collecte des LCR au laboratoire, qui 
avait eu lieu au moment  de l '6pid6mie de list& 
riose (Suisse). 

LE SERODIAGNOSTIC PAR DETECTION 
DES ALLO 

Les tests pratiqu6s 

Jusqu'a ces derni6res ann6es, le diagnostic s6rolo- 
gique des list6rioses avait 6t6 tr6s d6cevant. La 
m6thode classique par agglutination utilisait des 
suspensions d 'ant ig6nes  bact6riens dits soma- 
tiques et flagellaires, pr6par6es a partir des deux 
principaux s6rovars de L. monocytogenes. Elle 6tait 
tout a la fois peu sp6cifique, du fait de l'existence 
d 'antig6nes communs  entre L. monocytogenes et 
d'autres bact6ries a Gram positif, et peu sensible 
(13). Les autres tests propos6s (r6action de fixa- 
t ion du compl6ment ,  immuno-pr6cipi ta t ion,  
immuno-h6molyse passive), utilisant 6galement 
des antig6nes non caract6ris6s, pr6sentaient les 
mSmes d6fauts (14, 15). La situation s'est radicale- 
ment  transform6e avec la mise au point de tests 
fond6s sur la d6tection des anticorps dirig6s contre 
la list6riolysine O (7, 16), principal facteur de viru- 
lence de L. monocytogenes (17, 18). Ces tests ont fait 
la preuve de leur valeur en pathologie humaine  
(7) et v6t6rinaire (16), mais ne sont pas encore dis- 
ponibles dans le commerce. 

Notre laboratoire r6alise en routine un test de type 
dot-blot utilisant comme antig6ne de la list6rioly- 
sine O native, purifi6e a partir de surnageants de 
culture de L. monocytogenes (7). C'est a c e  jour le 
seul test a avoir 6t6 valid6 chez l 'homme. La r6ali- 
sation du test comporte un traitement pr6alable 
des s6rums des patients, ayant pour but d'61iminer 
les anticorps anti-streptolysine O. La pr6sence 
d'anticorps anti-streptolysine O, m~me a des titres 
faibles comme cela est le cas pour une part impor- 
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tante de la population g6n6rale, provoque en effet 
de fausses r6actions positives dues a la parent6 
antig6nique qui existe entre la list6riolysine O et la 
streptolysine O. Le test pratiqu6 ne d6tecte que les 
IgG. I1 est positif dans 50 % a 60 % des list6rioses 
prouv6es par culture du germe, en retenant  
comme significatif un titre de 200 ou plus (le titre 
est l ' inverse de la plus forte dilution du s6rum 
donnant  encore une r6action visible sur le filtre de 
nitrocellulose).Tr6s r6cemment, notre laboratoire 
a d6velopp6 un  test en Western-blot util isant 
comme antig6ne un polypeptide produit par g6nie 
g6n6tique, qui correspond aux 411 premiers acides 
amin6s de la list6riolysine O. D6pourvu de la par- 
tie pr6sentant  la plus forte homolog ie  avec la 
streptolysine O, cet antig6ne permet une r6action 
en une seule 6tape, sans adsorption pr6alable des 
s6rums (19). 

Cin~tique de production des ALLO 

Les donn6es concernant la cin6tique de produc- 
tion des ALLO au cours de la list6riose humaine 
sont tr6s imparfaites, puisque la date de contami- 
nation par L. monocytogenes n'est jamais connue 
avec pr6cision. De notre exp6rience, il appara~t 
cependant  que des IgG sp6cifiques sont d6tec- 
tables d6s les premiers jours de la maladie clinique 
et persistent pendant 6 a 12 mois a des taux 6lev6s. 
En revanche, nous n 'avons jamais pu mettre en 
6vidence de r6ponse significative de type IgM 
chez les patients que nous avons 6tudi6s. Uinfec- 
tion exp6rimentale d'animaux comme le mouton a 
permis r6cemment d'analyser la cin6tique de pro- 
duction des ALLO au cours de la list6riose (20). 
Des IgG sp6cifiques peuvent  ~tre mis en 6vidence 
d6s le 9e jour apr6s l 'administration des bact6ries 
par voie orale, et pr6sentent un taux maximal vers 
le 20e jour. Leur taux diminue ensuite tr6s lente- 
ment. La production d'IgM est inconstante et tran- 
sitoire, entre le 9e et le 20e jour. 

D~tection des ALLO dans la list6riose 
neuro-m4ning6e de l'adulte 

Les m6ningo-enc6phal i tes  et les enc6phalites 
d '6tiologie inconnue,  avec culture du  LCR et 
h6mocultures n6gatives, sont actuel lement  les 
meilleures indications du s6rodiagnostic (21). It 
faut souligner que la recherche des ALLO s'effec- 
tue sur des 6chantillons de s6rum. Elle est en effet 
sans int6r6t dans le LCR, puisque les taux des 
ALLO de type IgG dans ce l iquide ne font que 

refl6ter les taux sanguins et qu'il n'existe pas de 
produc t ion  intrath6cale d6tectable d 'ALLO de 
type IgM. 

Nous  avons rapport6 r6cemment  une s6rie de 
10 observations de list6rioses neuro-m6ning6es 
avec sang et LCR st6riles, diagnostiqu6es unique- 
ment  par la mise en 6vidence d 'une r6ponse signi- 
ficative vis-a-vis de la list6riolysine O (22). Les 
tableaux r6alis6s 6taient tout a fait comparables a 
ce que l 'on peut observer au cours de list6rioses 
neuro-m6ning6es bact6riologiquement documen- 
t6es (3, 23). Etaient tout particuli6rement remar- 
quables : l'$ge des patients (_> 50 ans dans 7 cas); la 
notion, dans 5 cas, d 'un  ou plusieurs facteurs de 
risque tels que 6thylisme, cirrhose, corticoth6ra- 
pie ou maladie de syst6me; l'existence, dans 4 cas, 
d ' une  atteinte d ' une  ou plusieurs paires cr~- 
niennes; la constatation, dans tous les  cas, d 'une  
r6ponse favorable a l 'administration d 'une ami- 
nop6nicilline, seule ou associ6e a un aminoside 
(tableau I). 

Le s6rodiagnostic par d6tection des ALLO a une 
valeur diagnostique indiscutable dans les list6- 
rioses neuro-m6ning6es. Son int6r~t est d 'autant 
plus grand qu'il  est tr6s souvent positif d6s les 
premiers jours d'hospitalisation. Ceci est tr6s cer- 
tainement dr1 au d61ai qui existe entre le d6but des 
signes cliniques et l ' admiss ion des patients a 
l'h~pital (en moyenne 10 jours, dans notre s6rie). 
Cependant,  il faut rappeler que la sensibilit6 de 
ce test, 6valu6e a partir de list6rioses bact6riologi- 
quement  document6es,  n'est que de 50 a 60 %. 
Enfin, 6ventualit6 rare mais qui m6rite d 'etre  
connue, ce test peut  6tre faussement positif au 
cours d'enc6phalites herp6tiques. Uhypoth6se la 
plus vraisemblable rendant  compte de ces faux- 
positifs est celle de la r6activation d 'une "cicatrice 
s6rologique" anti-list6riolysine O au cours de 
l'infection par le virus HSV1. Ce type de stimula- 
tion asp6cifique, polyclonale, est bien document6 
pour l 'ensemble des virus du groupe des Herp6s 
virus, m6me s'il est surtout connu pour le virus 
d'Esptein-Barr. 

D~tection des ALLO dans les autres formes 
de list4riose 

Les list6rioses materno-n6onatales avec atteinte 
patente du foetus ou de l'enfant s 'accompagnent 
quasi-constamment d 'une r6ponse anti-list6rioly- 
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sine O chez la m6re, t6moignant de l ' importance 
du foyer infectieux dans ces formes (7). Mais on 
attend surtout du  s6rodiagnostic qu'il d6montre 
la responsabilit6 6ventuelle de L. monocytogenes 
lorsqu'une femme enceinte pr6sente un  6pisode 
f6brile. Les indications de la recherche des ALLO 
dans ce cadre particulier restent a d6finir. Nous 
n 'avons jamais constat6 de r6ponse s6rologique 
6vocatrice de list6riose r6cente chez les femmes 
enceintes f6briles que nous avons 6tudi6es. Ce 
r6sultat n'est pas surprenant. D 'une part, la surve- 
nue  d 'une  list6riose est un 6v6nement  peu fr6- 
quent. D'autre part, les patientes 6taient trait6es 

par une aminop6nicilline en m~me temps que le 
le r  s6rum 6tait pr61ev6 et nous 6tait adress6 pour 
la recherche des ALLO. En tout  6tat de cause, 
aucun cas de list6riose ne nous a 6t6 signal6 chez le 
foetus ou l 'enfant h la suite de l '6pisode f6brile. 

I1 faut noter que l 'interpr6tation des r6sultats du 
s6rodiagnostic est parfois difficile pour des titres 
juste significatifs (200 en dot-blot). D 'oh l'int6r6t 
de r6aliser le test en parall61e sur un  s6rum pr61ev6 
en d6but de grossesse et conserv6 en s6roth6que 
(s6roth6que "toxoplasmose", par exemple). Enfin, 
nous avons 6t6 confront6s h des r6ponses s6rolo- 
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giques faussement  posit ives vis-a-vis de la list6- 
riolysine O, chez des femmes enceintes pr6sentant  
une infection t~ cytom6galovirus.  I1 s 'agit tr6s cer- 
tainement,  la encore, d ' une  s t imulat ion polyclo- 
hale dans le cadre des infections t~ virus d u  groupe 
Herp6s. 

Les formes  bact6r i6miques de list6riose sont  le 
plus souvent  s6ro-n6gatives (7). Ce fait n 'es t  pas 
6tonnant  dans la mesure  oh, dans  la p lupar t  des 
cas, ces infections surv iennent  volontiers dans le 
contexte d 'une  immuno-d6press ion  et ne s 'accom- 
p a g n e n t  pas  de foyer  t issulaire  patent .  La 
recherche des ALLO a ainsi une  valeur  diagnos- 
tique tr6s m6diocre dans les 6pisodes f6briles iso- 
16s chez des sujets immunod6pr im6s .  A l 'inverse, 
ce test m6rite d'etre r6alis6 chez les patients  pr6- 
sentant une  bact6ri6mie document6e  t~ L. monocy- 
togenes dans un  but  pronostique.  La constatation 
d ' un  titre 61ev6 en ALLO est en effet, dans ce cas, 
tr6s 6vocatrice de l 'existence d ' u n  foyer infectieux 
pass6 inaper~u (endocardite, par  exemple).  

CONCLUSION 

Les list6rioses neu ro -m6n ing6es  cons t i tuen t  le 
pr inc ipa l  c h a m p  d ' app l i c a t i on  des  nouve l l es  
m6 thodes  d iagnos t iques  que  sont  la PCR et le 

s6rodiagnostic par d6tection des ALLO. On at tend 
de ces techniques qu'elles appor tent  u n  gain de 
sensibilit6 substantiel par rapport  aux cultures bac- 
t6riologiques traditionnelles. A ce jour, la PCR n'a  
pas r6pondu  tt cet objectif. Ce n'est  pas seulement  
u n  probl6me de performance,  m6me si des am6- 
liorations sont  n6cessaires en terme de sensibilit6 
et de sp6cificit6. A u  cours des list6rioses neuro-  
m6ning6es,  le LCR contient  souvent  peu  ou pas 
de germes.  En effet, l ' infection int6resse initiale- 
men t  le parenchyme c6r6bral et ne se propage que 
secondai rement  et incons tamment  aux m6ninges  
(1, 24, 25). Les m6thodes  d 'amplif icat ion tt partir  
d '6chan t i l lons  de LCR, quel les  qu 'e l les  soient,  
connaitront  ainsi toujours  des limites. Le s6rodia- 
gnostic par  d6tection des ALLO ne connait  pas ce 
handicap.  I1 reste cependant  t~ en am61iorer la sen- 
sibilit6 et la praticabilit6. Enfin, comme tout  test 
s6rologique, il ne pe rme t  qu ' un  diagnostic r6tros- 
pectif.  En conclus ion,  si la PCR et la s6rologie 
ALLO sont des approches s6duisantes, leur valeur 
r6elle m6rite d 'etre pr6cis6e par  des 6tudes pros- 
pectives contr616es, dans  des conditions normales  
d'utilisation. 
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S U M M A R Y  D I A G N O S I S  OF H U M A N  LISTERIOSIS : 
NEW A P P R O A C H E S  

Two n e w  approaches  have  been  p r o p o s e d  for d iagnos i s  of h u m a n  listeriosis. They  
a im pr inc ipa l ly  to d i agnose  central  n e r v o u s  sys t em (CNS) infect ions in adults .  The 
first a p p r o a c h  is the  de tec t ion  of Listeria monocytogenes D N A  in cerebrospinal  f lu id  
(CSF) by  m e a n s  of p o l y m e r a s e  chain react ion amplif icat ion.  The de tec t ion  l imit  w i t h  
pub l i shed  p rocedures  is 102 colony fo rming  u n i t s / m l  of CSF. The second app roach  is 
serodiagnosis  based  u p o n  the de tec t ion  of anti- l isteriolysin O. This latter app roach  is 
sui table for d i a g n o s i n g  cu l ture-negat ive  listeriosis of CNS. Cont ro l led  p rospec t ive  
s tudies  are n e e d e d  in the  fu tu re  to eva lua te  these  n e w  m e t h o d s .  

K e y - w o r d s  • L is te r ios i s  - Listeria monocy togenes  - P o l y m e r a s e  cha in  r eac t i on  - 
Serodiagnos is  - Ant i - l is ter iolysin  O. 
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