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Introducere

Dupa Bind, sunt mai mult de 20 de ani de cand problemele pe care le pune
Listeria vizeaza atat domeniul medical uman cat si cel veterinar.

O formidabila evolutie a avut loc de cand cunostintele transmiterii listeriozei de la
animale la oameni s-au aprofundat. (Menudier si col., 1996). Din primii ani de descifrare
a epizootologiei si epidemiologiei listeriozei, ea a fost considerata antropozoonoza si
chiar ca “antropozoonoza viitorului”. Odata cu acumularea de noi cunostinte si pe baza
perfectionarii metodelor de izolare a bacteriei din diferite substraturi si materiale
patologice, acest punct de vedere a fost reconsiderat. Transmiterea bolii de la animale
la om nu se poate exclude, desi confirmarile in aceasta directie sunt rare, dar trebuie
subliniat faptul ca sursele de infectie pentru om pot fi reprezentate de rezervoare mult
mai vaste. lzolarea speciei Listeria monocytogenes din sol, apa, plante, din tubul
digestiv al diferitelor specii de animale si al oamenilor clinic sanatosi, dar mai ales din
diferite produse alimentare demonstreaza ca omul se poate infecta prin surse mult mai
diverse decét cele reprezentate de animale, sugeréndu-se chiar posibilitatea infectiilor
endogene la purtatorii animali si umani, sub actiunea diferitilor factori care micgoreaza
rezistenta organismelor. In prezent se cunosc si cazuri de infectie interumana, n
special cele intraspitalicesti dar care, ca si cele aparute in urma relatiei animal-om sunt
foarte rare.

Observarea unor forme epidemice ale bolii a pus in evidenta rolul alimentelor in
transmiterea bolii la om (Hird, 1987). Dezvoltarea interesului pentru cercetarea acestei
bacterii si lupta impotriva ei au modificat profund nevoile de tehnici analitice. Este de
fapt o inlocuire a domeniului de patologie cu cel de igiena alimentara. Specialistii se
ocupa mai putin de materiale patologice (in general monomicrobiene si adesea
contaminate) si mai mult de produse alimentare care intr-un numar mare de cazuri sunt
putin bogate in Listeria, la momentul analizei, adesea polimicrobiene, susceptibile de a
evolua mai ales daca produsele sunt refrigerate (Bind, 1990). In ceea ce priveste
receptivitatea, practic toate animalele salbatice sau domestice sunt sensibile la infectia
cu Listeria (Larpent, 2000).

De la descrierea primelor cazuri de boala la om si, mai ales dupa ce s-a stabilit

ca unele produse alimentare pot sta la originea imbolnavirilor sporadice sau colective,
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iar procentul de mortalitate printre persoanele bolnave poate atinge valori de 20-30%,

s-a acordat o foarte mare atentie cunoasterii si masurilor de prevenire a acestei
toxiinfectii alimentare. Dovada o constituie congresele internationale asupra listeriozei
care, incepand cu anul 1957 (GIESSEN-Germania) se repeta cu regularitate la intervale
de cétiva ani iar in unele tari dezvoltate (SUA, Franta) s-au elaborat programe speciale
pentru monitorizarea speciei Listeria monocytogenes in alimente.

Definita ca "microorgansim al carui principal mijloc de transmitere la oameni este
prin intermediul alimentelor contaminate in timpul productiei i procesarii* (World Health
Organisation Working Group, 1988), Listeria monocytogenes este considerat a fi
agentul infectios care induce cea mai mare mortalitate in cazul contaminarii. De
asemenea cregterea segmentului de populatie susceptibil de infectie, datoritd unor boli
care afecteaza statusul imunitar, malnutritiei sau chiar datorita Tmbatranirii, fac din
listerioza umana o boala demna de luat in serios.

In acest context, trebuie avut in vedere faptul ca, infectiile produse de Listeria,
nu pot fi inca controlate eficient, datoritd necunoasterii incidentei reale la bolnavii cu
toxinfectii alimentare, intrucat prevalenta in produsele alimentare de origine animala,
dar si vegetala nu este evaluata complet si permanent. Chiar daca contaminarea
omului cu Listeria are rareori o origine directa animal-om, prezenta acestei bacterii la
rumegatoare domestice (bovine, ovine) poate avea ca si consecinte contaminarea
produselor alimentare destinate omului.

Urmarind acest aspect, cu elementele sale incerte sau inca necunoscute, in
cadrul studiilor efectuate, s-a urmarit investigarea, aprofundarea, clarificarea si
completarea datelor din literatura de specialitate cu observatii proprii. Astfel, am cautat
sa evidentiem si sa aprofundam elementele revelatorii pentru clarificarea rolului
alimentelor de origine animala, dar si a animalelor ca purtatoare de germeni, in
declangarea toxinfectiilor alimentare la om.

Legat de acest subiect de interes deosebit, s-a abordat si tematica tezei luate in
studiu, cu titlul : "Cercetari bacteriologice privind Listeria monocytogenes si implicatiile
sale epidemiologice". Teza de doctorat are un volum de 253 pagini, si este structurata
conform criteriilor in vigoare, in doua parti : prima parte care cuprinde un studiu
bibliografic, cu date cat mai recente asupra subiectului cercetat, si a doua parte in care
sunt descrise cercetarile proprii. Lucrarea este ilustrata cu 47 de tabele si 72 de grafice,

in majoritatea lor color.
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in prima parte, redactatd in cadrul a 4 capitole sunt prezentate aspecte legate
de taxonomia, fiziologia, epidemiologia si patogeneza listeriilor, precum si date
referitoare la principalele metode de izolare si identificare aplicate la ora actuald. in
ultimul capitol din prima parte sunt abordate implicatiile speciei Listeria monocytogenes
in patologia veterinara.

A doua parte, de cercetari proprii, elaborata in patru capitole si unul de concluzii
generale, urmareste aspecte legate de portajul bacteriei la animale domestice de
interes zootehnic (cap. 5), frecventa bacteriei in alimente de origine animala si furaj
insilozat (cap. 6), manifestarea listeriozei din punct de vedere clinic si epidemiologic in
doua focare de listerioza ovina (cap. 7), precum si un capitol in care s-a studiat
sensibilitatea tulpinilor izolate fata de antibiotice (cap. 8). In ultimul capitol (cap.9) sunt
prezentate sintetic concluziile generale.

in primul capitol din partea bibliograficd, sunt descrise date recente referitoare
la taxonomia, morfologia si fiziologia genului Listeria, urmarindu-se si rezistenta speciei
Listeria monocytogenes la diferiti factori fizici sau chimici.

Capitolul 2 este structurat in 3 subcapitole, si prezinta tehnici de imbogatire a
probelor, urmarind apoi principalele metode de izolare si identificare pentru Listeria
monocytogenes, din alimente.

in cadrul capitolului 3 sunt tratate date referitoare la etiologia, epidemiologia si
patogeneza listeriozei, iar in capitolul 4 sunt prezentate implicatile speciei Listeria
monocytogenes in patologia veterinara, fiind descrisa listerioza ca boala infectioasa, la
animalele domestice de interes zootehnic.

Capitolul 5, primul din cadrul partii de cercetari proprii, prezinta cercetarile
legate de portajul genului Listeria la principalele specii de animale domestice de
interes zootehnic.

Contaminarea mediului ambiant se poate realiza adesea de catre animalele
domestice sau salbatice, fie direct prin secretiile gi excretiile acestora, provenite de la
animale bolnave sau de la purtatorii sanatosi, fie indirect, atunci cand omul foloseste ca
ingragsamant dejectii provenite de la animale domestice.

in cel de-al doilea caz riscurile aparitiei imboln&virilor de listerioza la om sunt mai
mari, deoarece produsele vegetale fertilizate cu ajutorul ingrasamantului contaminat,

pot ajunge direct in alimentatia consumatorului, iar unele din acestea sunt consumate
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fara a fi tratate temic, riscul devenind astfel iminent. In plus daca bacteria ajunge sa

contamineze anumite produse vegetale, se poate multiplica apoi pe perioada stocarii
sau depozitarii alimentelor, ducand astfel la o incarcatura bacteriana mare (nr de celule
bacteriene/gram), periculoasa pentru consumul uman.

Unii cercetatori atribuie un rol major animalelor domestice in portajul, inmultirea
si difuzarea listeriei in mediul extern, si implicit in transmiterea bolii la animale, precum
si in contaminarea unor alimente vegetale.

In acest context, s-a urmdrit determinarea starii de purtdtor si eliminator de
germeni la cateva specii de animale domestice, cu o importanta deosebita din punct de
vedere zootehnic. S-au realizat determinari de portaj din materiile fecale si din tonsile,

la doua specii sacrificate mai frecvent in abatoare.

5.1 Material si metoda

Cercetarile s-au efectuat in perioada 2002-2005 pe un numar total de 169 probe
de fecale si 120 probe de tonsile. Din cele 169 probe de fecale, 50 au provenit de la
bovine, 50 de la ovine, 50 de la suine si 19 probe au fost recoltate de la iepuri de casa.

Probele de tonsile au fost recoltate in stare proaspata de la animale sacrificate
in abator si destinate consumului alimentar, provenienta lor fiind urmatoarea : 60 de

probe recoltate de la suine si 60 de probe de la bovine. (tabel nr. 25, fig. nr. 14)

Tabel nr. 25
Repartizarea probelor recoltate pe specii
Material patologic
Nr. crt | Specia animala
Materii fecale Tonsile
1 Bovine 50 29,6% 60 | 50%
2 Suine 50 29,6% 60 | 50%
3 Ovine 50 29,6% - -
4 lepuri de casa 19 11,2% - -
5 Total nr. probe 169 100% 120 | 100%
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Fig. nr. 14
Repartizarea probelor recoltate pe specii

Pentru izolarea speciei Listeria monocytogenes s-a utilizat tehnica recomandata
de diferite foruri europene (Centre National d'Etudes Vétérinaires et Alimentaires-
CNEVA), special recomandata pentru fecale de originea animala si silozuri.

Conform acestei tehnici 25 de grame din proba s-au diluat in 225 ml bulion
Fraser “demi”, urmand o incubare la 30°C, timp de 24 de ore. Daca esantionul recoltat
este insuficient, atunci se poate introduce toata proba in 10 ml bulion de imbogatire
Fraser “demi”.

Dupa perioada de incubare, s-a facut o insamantare pe mediul selectiv Palcam-
modificat, iar 0,1 ml din bulionul de preimbogatire s-au trecut in bulion de imbogatire
Fraser, care a fost incubat timp de 36-48 ore la 37°C. Din acesta s-au ficut insamantari
pe geloza Palcam modificata, atat la 24 cat si la 48 de ore, placile cu mediile selective
fiind incubate la 37°C, si observate timp de dous zile (fig. nr. 15).

Coloniile suspecte au fost transplantate apoi pe medii neselective, respectiv
geloza cu triptona, soia si sange de berbec. S-au incubat 18-24 de ore la 37°C si apoi

s-au identificat utilizadnd testele API-Listeria si CAMP. Identificarea s-a realizat cu
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ajutorul a doua teste care permit fie interpretarea unor caractere biochimice, in cadrul

testelor API, fie interpretarea hemolizei, in cadrul testului CAMP. in cazul tonsilelor,
prelevarea s-a facut cu instrumentar steril, iar transportul acestora la laborator s-a
efectuat in placi Petri sterile sau in recipiente speciale pentru material patologic. Pana
la momentul prelucrarii probelor, pentru a impiedica dezvoltarea unei eventuale flore de
asociatie sau a celei de putrefactie, s-a asigurat o temperatura de refrigerare (4°C).

Pentru izolarea speciei Listeria monocytogenes s-a utilizat o tehnica
standardizata, recomandata in cazul produselor patologice de origine animala
(COFRAC/CNEVA).

Astfel tonsilele recoltate au fost omogenizate in apa peptonata, iar din broiajul
obtinut s-au facut insdmantari in bulion cord-creer. in paralel s-au facut insdmantari
pe geloza Palcam modificata (polimixina, acriflavina, clorura de litiu, ceftazidina,
esculina, manitol) si pe geloza Columbia ANC cu sange de berbec. Dupa 24 de ore de
incubare la 37°C, din bulionul cu adaos de cord si creer s-au facut insamantari pe
geloza Palcam si pe geloza ANC cu sange de berbec. Mediile insamantate au fost
incubate la 37°C si observate timp de trei zile.

Coloniile specifice (5 colonii sau mai multe) s-au transplantat pe geloza triptona-
soia cu sange de berbec si s-au incubat 18-24 ore la 37°C.

Identificarea si confirmarea speciei s-a realizat tot cu ajutorul testelor Camp si
Api-Listeria.

in cadrul testului CAMP, pe suprafata agarului cu sange de oaie, turnat in placi
Petri, s-au striat in linie dreapta, pe tot diametrul cutiei, o tulpina proaspata de
Staphylococcus aureus si una de Rhodococcus equi.

Strierea s-a realizat pastrandu-se o distantd de 3-4 cm una de alta si cat mai
paralele. Tulpinile care s-au testat, au fost striate perpendicular pe primele doua, astfel
incat sa se opreasca la 2-3 mm de cele martor. S-a urmarit accentuarea zonelor de
hemoliza produse de tulpinile testate. Accentuarea s-a observat fie in dreptul speciei
Staphylococcus aureus, in cazul tulpinilor de Listeria monocytogenes si Listeria
seeligerii, fie de catre Rhodococcus equi, in cazul tulpinilor de Listeria ivanovii.

Tot in scopul identificarii s-a utilizat si testul API-Listeria, in cadrul caruia s-au

examinat 10 caractere biochimice.
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5.2 Rezultate si discutii

in urma cercetarilor efectuate in cazul portajului listeriei din fecale de bovine, s-a
constatat prezenta bacteriei Listeria spp. in 4 din cele 50 de probe examinate, ceea ce
reprezinta 8%. Din acestea, trei (6%) s-au dovedit a fi Listeria monocytogenes, iar o
tulpina (2%) a fost identificata ca fiind Listeria ivanovii, aspecte prezentate sintetic si
mai jos (tabel nr. 27, fig. nr.16 si 17)

Tabel nr. 27

Portajul speciilor de Listeria in fecale de bovine

. Nr. probe pozitive _
Nr. de probe examinate Nr. probe negative

L. monocytogenes | L. ivanovii

50 3 (6%) 1(2%) 46 (92%)

94%

\IL. monocytogenes BL. ivanovii BNr. probe negative\

Nr. de probe L. monocytogenes L. ivanovii Nr. probe negative
examinate

Portajul speciilor de Listeria in fecale de bovine
Fig. nr.16 Fig. nr.17

in cazul fecalelor recoltate de la ovine, cercetarile efectuate in vederea
portajului, au aratat ca din totalul celor 50 de probe analizate s-au identificat doua
tulpini de Listeria monocytogenes (4%), aspect prezentat sintetic in tabelul si figurile de
mai jos. (tabel nr. 28, fig. nr. 18 si 19)

12
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Tabel nr. 28
Portajul speciei Listeria monocytogenes in fecale de ovine
Nr. probe Probe pozitive .
_ o Probe negative
examinate Listeria monocytogenes
50 2 (4%) 48 (96%)

96%

\l L. monocytogenes BNr. probe negative\

Nr. de probe examinate L. monocytogenes Nr. probe negative

Fig. nr. 18 Fig. nr. 19
Portajul speciei Listeria monocytogenes in fecale de ovine

Din totalul celor 50 de probe de fecale examinate de la suine, trei tulpini (6%) au
fost identificate ca Listeria monocytogenes, restul de 47 probe (94%) dovedindu-se

negative. (tabel nr. 29, fig. nr. 20 si 21)

Tabel nr. 29
Portajul speciei Listeria monocytogenes in fecale de suine
Nr. probe Probe pozitive .
_ o Probe negative
examinate Listeria monocytogenes
50 3 (6%) 47 (94%)

13
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Nr. de probe examinate

L. monocytogenes Nr. probe negative

Fig. nr. 20

6%

94%

EL. monocytogenes B Nr. probe negative

Fig. nr. 21

Portajul speciei Listeria monocytogenes in fecale de suine

in cazul celor 19 probe de fecale recoltate de la iepuri de casa si examinate in

vederea portajului nu s-a identificat nici o tulpina de Listeria monocytogenes.

Din cele 60 de probe de tonsile recoltate de la bovine, s-au izolat trei tulpini de

Listeria monocytogenes si doua de Listeria innocua, ceea ce reprezinta 5% si respectiv
3,33% (tabel nr.30, fig. nr. 22 si 23)

Nr. de probe L.

examinate

L.i Nr. probe negative

Fig. nr. 22

Tabel nr.30
Portajul genului Listeria la nivelul tonsilelor de bovine
Nr. probe Probe pozitive Probe
examinate L. monocytogenes L. innocua negative
60 3 (5%) 2 (3,33%) 55 (91,77%)
5% -

92%

‘l L. monocytogenes B L. innocua M Nr. probe negative

Fig. nr. 23

Portajul genului Listeria la nivelul tonsilelor de bovine
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in cazul probelor recoltate de la suine, din cele 60 de probe de tonsile analizate,

s-au izolat patru tulpini de Listeria monocytogenes si una de Listeria innocua, ceea ce

reprezinta 6,66% si respectiv 1,66% (tabel nr. 31, fig. nr. 24 si 25)

Tabel nr.31
Portajul genului Listeria la nivelul tonsilelor de suine
Nr. probe Probe pozitive Probe
examinate L. monocytogenes L. innocua negative
60 4(6,66%) 1(1,66%) 55 (91,68%)

Nr. de probe L. monc yt

examinate

L.i Nr. probe negative

Fig. nr. 24

91,7%

6.7% 1,7%

E L. monocytogenes B L. innocua M Nr. probe negative\

Fig. nr. 25

In cadrul testului Camp efectuat pe agar cu sange de oaie s-a urmarit

accentuarea zonelor de hemoliza produse de tulpinile cercetate in prezenta unor tulpini

proaspete de Staphylococcus aureus si Rhodococcus equi. Tulpinile cercetate au

manifestat o accentuare a zonei de beta hemoliza in apropierea speciei Staphylococcus

aureus, aspect caracteristic pentru speciile Listeria monocytogenes si Listeria seeligeri.

Confirmarea definitiva s-a realizat cu ajutorul testului Api-Listeria, care contine

substraturi sub forma deshidratata, ce permit realizarea unor teste enzimatice sau de

fermentatie a zaharurilor.
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5.3 Concluzii

Cercetarile privind portajul speciei Listeria spp. in fecale (bovine, ovine, suine,

iepuri de casa) si tonsile recoltate de la bovine si suine, au dus la urmatoarele concluzii:

1. Din cele 169 probe de fecale examinate s-au izolat 8 tulpini (4,73%)de
Listeria monocytogenes, o tulpina (0,59%) de Listeria ivanovii $i o tulpina
(0,59%) de Listeria innocua.

2. Din cele 120 de probe de tonsile recoltate de la bovine (60 probe) si suine
(60 probe), s-au izolat 7 tulpini de Listeria monocytogenes, ceea ce
reprezinta 5,83% si 3 tulpini (2,5%) de Listeria innocua.

3. Pentru izolarea bacteriei Listeria spp. s-au folosit metode standardizate
(CNEVA-Centre National d'Etudes Vétérinaires et Alimentaires) ce au constat
in utilizarea imbogatirii selective intr-un mediu lichid (Fraser sau bulion cord-
creer), urmata de insamantarea pe mediul special Palcam.

4. Identificarea speciilor de Listeria s-a realizat cu ajutorul testului CAMP, bazat
pe interpretarea zonelor de hemoliza si testul Api-Listeria, care permite
interpretarea unor teste enzimatice sau biochimice.

5. Pentru diferentierea speciei Listeria monocytogenes de Listeria innocua s-a
utilizat testul Api-Listeria (test enzimatic DIM-dif. innocua/monocytogenes)

6. Pentru diferentierea speciei Listeria monocytogenes de Listeria ivanovii, s-a
utilizat testul CAMP, tulpina de L. ivanovii accentuandu-si zona de hemoliza

in prezenta tulpinei de Rh. eqvi.

Cap.6 Cercetari privind frecventa speciei Listeria monocytogenes in furaje si

alimente de origine animala

Listerioza atat la animale cat mai ales la om este considerata ca o boala de
origine alimentara. Notiunea de "listerioza-maladie alimentara", a aparut in 1972, cand
s-a facut legatura dintre aparitia unei epidemii de listerioza ovina gi alimentatia cu siloz

de porumb (Nicolas, 1993).
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Astfel, datorita originei alimentare a listeriozei atat la animale cat si la om, scopul

cercetarilor efectuate a fost de a urmari prezenta si frecventa listeriilor in unele furaje
(siloz), precum si in unele produse alimentare de origine animala destinate consumului
uman.

6.1 Cercetari privind frecventa speciei Listeria monocytogenes in furaje

Dupa cele mai multe studii in ceea ce privegte aparitia listeriozei la animale si in
special la rumegatoare, alimentatia pare sa detina un rol foarte important in
declansarea bolii, fiind considerata de multe ori la fel de importanta ca si patogenitatea
tulpinii. Orice deficienta in alimentatie poate crea conditii favorabile pentru multiplicarea
excesiva a germenului si aparitia bolii.

Alimentatia nerationala, in special excesul de furaje insilozate, de -calitate
necorespunzatoare, fermentate incomplet, cu un pH de peste 5,5, constituie principalul
factor in declansarea bolii, motiv pentru care listerioza a mai fost denumita si boala de
siloz. De altfel, deseori in focarele de listerioza in urma corectarii unor deficiente in
alimentatie, se ajunge la reducerea sau chiar la sistarea imbolnavirilor.

La ovine, folosirea furajelor insilozate de calitate necorespunzazoare si in
cantitati excesive reprezinta unul din factorii principali ai cregterii receptivitatii la infectie.

Se poate aprecia deci, ca alimentatia are un rol favorizant, uneori chiar hotarator
in declansarea bolii, si ca infectiile produse de Listeria monocytogenes au un pronuntat

caracter favorizant.

6.1.1 Material si metoda

Cercetarile s-au efectuat pe un numar de 42 de probe furaj insilozat recoltate
dintr-o unitate in care au aparut cazuri izolate de listerioza la oi si in care alimentatia de
baza era silozul, datorita perioadei de stabulatie.

Probele s-au recoltat din zone diferite ale silozului, prelevarea numarului de
probe fiind in functie de pH-ul gasit. Deoarece pH-ul in profunzimea silozului era sub 5,
pH ce nu permite multiplicarea listeriei, s-au ales un numar mai mic de probe, respectiv
6, in timp ce ph-ul la suprafata si pe marginile platformei de siloz a variat intre 5,5 si 6,

locuri din care s-au recoltat cate 18 probe (tabel nr. 32).
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Tabel nr. 32
Provenienta probelor de siloz
Probe de pe .
Nr. Total de Probe de la o Probe din
margini
probe suprafata profunzime
(ph 5,5-6)
(pH-6) (ph<5)
42 18 18 6

Conform unui sistem de punctare a calitatii nutretului murat, in functie de pH se
poate constata ca furajul analizat nu indeplinea pe deplin conditiile unui furaj de buna

calitate, putand fi notat cu 2 puncte dintr-un maxim de 5. (tabel nr. 33 )

Tabel nr. 33

Sistemul de punctare a calitatii nutretului murat pe baza valorii de pH

Valoare pH Culoarea indicator de pH Punctaj
<4,2 Rosu S
4,2-4,6 Rosu-oranj 4
4,6-5,1 Oranj 3
5,1-6,1 Galben 2
6,1-6,4 Galben-verde 1
6,4-7,2 Verde 0

Ca metoda de lucru s-a folosit o tehnica de izolare standard (Centre National
d'Etudes Vétérinaires et Alimentaires-CNEVA Pr 116/2000) special recomandata pentru
silozuri, foarte asemanatoare cu cea aplicata si in Roméania. Conform acestei metode
din probele aduse la laborator s-au cantarit cate 25 grame siloz, ce au fost introduse in
bulion de preimbogatire Fraser-demi. In continuare s-au lasat la incubat timp de 24 de
ore la 30°C.

Dupa perioada de incubare s-a facut o insamantare pe mediile selective Palcam
si Oxford, iar 0,1 ml din bulionul de preimbogatire s-au trecut in bulion de imbogatire

Fraser, ce a fost incubat si el timp de 36-48 de ore la 37°C. Din acesta s-au realizat
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insamantari atat la 24 cat si la 48 de ore pe mediile selective Palcam si Oxford, placile

fiind incubate si observate timp de doua zile.

Placile insamantate au fost lasate la 37°C timp de 24 de ore si apoi coloniile
specifice s-au supus unor teste minime de identificare (Api-Listeria, CAMP).

Deoarece s-a considerat ca identificarea bacteriei din siloz nu este indeajuns
pentru a incrimina specia Listeria monocytogenes ca si agent etiologic, s-a urmarit in
continuare patogenitatea tulpinilor izolate. Aceasta s-a observat atat in vitro prin
cultivarea tulpinilor pe agar cu sange de berbec, dar mai ales in vivo, prin inocularea

soarecilor albi.
6.1.2 Rezultate si discutii

In urma cercetarilor efectuate in vederea izolrii speciei Listeria monocytogenes
din furaje, s-a constatat ca dintr-un numat total de 42 de probe de siloz analizate, s-au
izolat 3 (7,14%) tulpini de Listeria monocytogenes.

Din cele 3 tulpini identificate, 2 (11,1%) au fost izolate de la suprafata silozului, o
tulpina (5,5%) de pe marginile platformei de siloz, in timp ce in probele recoltate din

profunzime nu s-a izolat Listeria monocytogenes (tabel nr. 34)

Tabel nr. 34
Frecventa speciei Listeria monocytogenes in siloz
Probe Probe
Nr. Locul de Nr. probe pozitive negative
pH
crt recoltare analizate
Nr. % Nr. %
Probe de 6
1. 18 2 (11,1%) 16 (88,9%)
suprafata
Probe de pe 5,5-
2. . 18 1 (5,5%) 17 (94,5%)
margine 6
Probe din
3 _ <5 6 - 6
profunzime
4. Total probe - 42 3 (7,14%) 39 (92,86)
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Patogenitatea tulpinilor izolate s-a demonstrat prin inocularea soarecilor albi. De

mentionat ca izolarea tulpinilor de Listeria monocytogenes din siloz s-a realizat in timpul
administrarii acestuia ca alimentatie de baza, si concomitent cu aparitia unor cazuri
izolate de listerioza, cu manifestari nervoase la cateva oi adulte (in jur de doi ani). De
asemenea un aspect important il reprezinta si faptul ca o data cu schimbarea tipului de
siloz, au disparut si cazurile izolate de listerioza.

Ph-ul cu valoarea de peste 5, prezent in anumite zone ale furajului a avut un rol
hotarator in dezvoltarea excesiva a bacteriei. Astfel Sargisson (1993) subliniaza ca un
siloz de buna calitate si bine conservat, cu un pH sub 4, va duce la distrugerea
listeriilor. Acelasi autor araté ca frecventa izolarii speciei Listeria monocytogenes din
siloz, este crescuta in special in cazul unei proaste conservari. Un pH cu valoarea de
peste 5-5,5 reprezinta sigur o valoare de la care Listeria se poate multiplica ajungand
adesea la doze mari, capabile s& producé infectia (10 celule bacteriene/gram furaj), in
timp ce un pH de 4,5-5 chiar daca nu distruge bacteria in totalitate, ii impiedica complet
multiplicarea. Acest aspect care reiese si din cercetarile noastre, prin faptul ca Listeria
nu s-a putut izola din profunzimea silozului unde pH-ul era sub 5, ci numai din probele
unde pH-ul era mai mare de 5, argumenteaza pe deplin afirmatia ca listerioza la oi este
o boala datorata deficientei din alimentatie, si in special silozului de proasta calitate.

Daca silozul este prost preparat sau conservat, in special o tasare insuficienta,
aciditatea in profunzimea silozului este scazuta (pH>5), iar anaerobioza nu este totala,
aceasta va permite o proliferare selectiva a germenilor din genul Listeria.

Contaminarea unui siloz se poate realiza cu un numar redus de listerii, chiar de
la Tnceputul prepararii acestuia. Conditile de aerobioza prezente la suprafata si in primii
centimetri ai silozului, corelate cu un pH mai mare de 5 si o temperatura scazuta a
mediului exterior pot duce la o veritabila imbogatire selectiva a listeriilor.

Astfel un siloz de proasta calitate preparat toamna si care este pastrat pe
perioada iernii afara, poate reprezenta o potentiala sursa de infectie a animalelor. Chiar
daca numarul de listerii prezent in momentul prepararii este mic, timpul necesar
obtinerii silozului find de minim trei saptamani, numarul bacteriilor/kg siloz poate ajunge
la 0o dozé suficient de mare in momentul consumérii furajului (10°UFC/kg furaj). In
concluzie, pentru prevenirea listeriozei animale, trebuie acordata o atentie deosebita
furajarii. Astfel silozul alterat sau mucegait nu trebuie administrat, iar anaerobioza

trebuie mentinuta pe o durata cat mai mare de timp
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6.1.3 Concluzii

Analizele efectuate privind prezenta speciei Listeria monocytogenes in siloz, au
dus la urmatoarele concluzii :

1. In furajele insilozate Listeria monocytogenes a fost izolatd in 3 (7,14%) din
totalul celor 42 de probe cercetate.

2. Din cele trei tulpini izolate, doua (4,76%) au provenit de la suprafata si una
(2,38%) de pe margini

3. In probele din profunzime, unde pH-ul era mai mic de 5 nu s-a izolat nici o
tulpina de Listeria monocytogenes.

4. lzolarea tulpinilor de Listeria monocytogenes din siloz a coincis cu aparitia
unor cazuri izolate de listerioza.

5. Toate tulpinile izolate s-au dovedit a fi patogene prin inocularea a 0,2 ml

cultura proaspata, pe cale intraperitoneala la soareci albi.

6.2 Cercetari privind frecventa speciilor din genul Listeria in produse alimentare

de origine animala

Conform celor mai recente cercetari in domeniu, pentru listerioza umana, cea
mai importanta sursa de infectie o constituie alimentele contaminate.

De la descrierea primelor cazuri de boala la om, si mai ales, dupa ce s-a stabilit
ca unele produse alimentare pot sta la originea imbolnavirilor sporadice sau colective,
iar procentul de mortalitate printre persoanele bolnave poate atinge valori de 20-30%, s-
a acordat o foarte mare atentie cunoasterii i masurilor de prevenire a acestei toxinfectii
alimentare. Dovada o constituie congresele internationale asupra listeriozei, care,
incepand cu 1957 (Giessen-Germania), se repeta cu regularitate la intervale de cétiva
ani, iar in unele tari dezvoltate (SUA, Germania, Elvetia) s-au elaborat programe
speciale pentru monitorizarea speciei Listeria monocytogenes in alimente.

Pe masura ce boala va fi mai bine cunoscuta si diagnosticata ca o boala de
origine alimentara si cu o ratda mare de mortalitate, iar declararea ei va fi obligatorie n
toate tarile, se vor aduna date cat mai exacte asupra incidentei listeriozei atat la
animale, dar mai ales la om. Dintre toate bolile de origine alimentara, listerioza, atat ca

frecventa cat, mai ales, ca gravitate, se afla pe unul din primele locuri. Importanta
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epidemiologica a listeriozei a crescut foarte mult odatda cu descrierea primelor

imbolnaviri Tn grup, la originea carora a stat consumul unor alimente.
Infectiile umane sunt predominant de origine alimentara, animalad sau vegetala,

cel mai frecvent fiind implicate produsele din carne si din lapte.

6.2.1 Cercetari privind frecventa speciei Listeria monocytogenes in lapte si unele

produse lactate

Laptele, in special cel nepasteurizat precum si unele produse lactate (branzeturi
cu pastad moale) obtinute din acesta, reprezintd unul din pricipalele tipuri de alimente de
origine animala ce std la baza multor episoade de toxinfectii alimentare produse de
catre Listeria monocytogenes.

Incepand cu epidemia de listeriozd umand ce a aparut la Boston (1983),
provocata de consumul de lapte pasteurizat recontaminat, si apoi continudnd cu
episoadele de toxinfectii produse de diferite tipuri de branzeturi, aparute in unele tari,
numeroase lucrari au permis evaluarea frecventei contaminarii laptelui si produselor
lactate cu acesta bacterie.

Laptele crud poate fi contaminat pe cale endogena de catre Listeria
monocytogenes, fie in urma unor stari patologice (mamite), fie in mod fiziologic, in cazul
existentei purtatorilor sanatosi. Procentul de contaminare a laptelui crud variaza in limite
foarte largi (1-45%), functie de tara si autor.

Un risc epidemiologic foarte important in cazul acestei bacterii il reprezinta faptul
ca Listeria se poate multiplica pe perioada conservarii alimentului la frig (4°C), astfel
incat doza de germeni in momentul consumarii alimentului, sa creasca semnificativ fata

de doza initiala, ajungand la un potential infectios.
6.2.1.1 Material si metoda

Izolarea si identificarea speciei Listeria monocytogenes din alimente s-a facut
conform standardului SR 1ISO 11 290-1/2000. Tn perioada 2003-2005 s-au testat un
numar total de 232 probe, din care : 30 probe de lapte de vaca pasteurizat, 62 probe
lapte de vaca nepasteurizat, 47 probe brénza de vaci obtinuta din lapte nepasteurizat,

45 probe smantana obtinuta din lapte nepasteurizat si 48 probe cas proaspat de oaie
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Probele au fost recoltate din sector particular, mai putin probele de lapte pasteurizat

care au fost recoltate din comert. (lapte la punga)

In cadrul protocolului de lucru, conform figurii nr. 28, pentru preimbogatire s-au
omogenizat 25 grame/ml de produs in 225 ml bulion demi-Fraser. Dupa o incubare de
24 ore la 30°C, a urmat o imbogétire secundard selectiva prin trecerea a 0,1 ml din
cultura de preimbogatire in 10 ml bulion Fraser. Dupa o alta perioada de incubare la 35-
37°C, timp de 24 de ore, s-a trecut la izolarea selectiva care s- facut prin strierea a 0,1
ml de cultura pe mediile selective Palcam gi Oxford. Placile Petri astfel insaméntate s-
au incubat la 35°C, timp de 24-48 de ore. Confirmarea speciei Listeria monocytogenes
s-a facut cu ajutorul testelor API-Listeria, in cadrul carora s-au examinat 10 caractere

biochimice.

6.2.1.2 Rezultate si discutii

Frecventa speciilor din cadrul genului Listeria, in produsele examinate a fost
urmatoarea : in laptele de vaca nepasteurizat 6,45%, in bréanza de vaci obtinuta din
lapte nepasteurizat 4,25%, in sméantana 6,66%, in cas proaspat de oaie 6,25%, iar in

laptele de vaca pasteurizat nu a fost izolata (tabel nr. 35, fig. nr. 29).

Tabel nr. 35
Frecventa Listeria spp. in produsele examinate
Prob ti Prob iti
Produsul examinat [\]el‘)(a[;)r]rq()lr?:lgr rooe negative robe pozitive
Nr. % Nr %
Lapte de vaca 62 58 | 9355 4 6,45
nepasteurizat
Lapte de vaca 30 30 100 i )
pasteurizat
Branza de vaci
obtinuta din lapte 47 45 95,75 2 4,25
nepasteurizat
Smantéana obt,lnutla din 45 49 93.34 3 6,66
lapte nepasteurizat
Cas proaspat de oaie 48 45 93,75 3 6,25
Total probe examinate 232 220 94,83 12 5,17
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Lapte de vaca Lapte de vaca Branza de vaci Smantana obtinuta Cas proaspat de Total probe
nepasteurizat pasteurizat obtinuta din lapte din lapte oaie examinate

nepasteurizat nepasteurizat

\EI Nr. probelor examinate B Probe negative O Probe pozitive \

Fig. nr. 29 Frecventa Listeria spp. in produsele examinate

In cadrul genului Listeria distributia pe specii in functie de produs a fost
urmatoarea ( fig. nr. 30) :

-din 62 probe de lapte de vaca nepasteurizat s-au izolat 3 (4,83%) tulpini de
Listeria monocytogenes si o tulpina (1,62%) de Listeria innocua;

-din 47 probe de branza de vaci obtinuta din lapte nepasteurizat s-a izolat o
tulpina (2,125%) Listeria monocytogenes si o tulpina (2,125%) de Listeria welshimeri ;

-din 45 probe smanténa obtinutd din lapte nepasteurizat s-au izolat 2 tulpini
(4,44%) de Listeria monocytogenes si o tulpina (2,22%) de Listeria innocua ;

- din 48 probe cas proaspat de oaie s-au izolat doua tulpini de Listeria innocua

(4,16%) si o tulpina (2,08%) de Listeria monocytogenes ;
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Fig. nr. 30 Distributia speciilor de Listeria in functie de produs

Astfel mediile Palcam si Oxford s-au dovedit a fi intens selective. Pe aceste medii
dupa 24 de ore de incubare, Listeria monocytogenes a format colonii de culoare
inchisa, inconjurate de un halou negru, datorita faptului ca produce hidroliza esculinei
(fig. nr. 31, 32, 33 si 34).

N

Fig. nr. 31 Fig. nr. 32

Listeria monocytogenes pe mediul selectiv Palcam
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Fig. nr. 33 Fig. nr. 34

Listeria monocytogenes pe mediul selectiv Oxford

La examinarea frotiurilor efectuate din culturi si colorate Gram, s-a constatat
prezenta unor bacili scurti Gram-pozitivi, fara a avea o aranjare caracteristica, insa

ocazional se pot observa grupari “V”, “Y”, sau in palisada. (fig. nr. 35 a si b)

Fig. nr. 35, a Fig. nr. 35, b

Listeria monocytogenes.Coloratie Gram. Frotiu din cultura 5 x 90

Testul catalazei s-a efectuat prin introducerea unei anse de cultura intr-o picatura
de peroxid de hidrogen 3%. Toate tulpinile cercetate au reactionat pozitiv, aspect

dovedit de aparitia bulelor de gaze (fig. nr. 36).
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° Fig. nr. 36 Testul catalaze?

Pentru confirmarea si identificarea speciei Listeria monocytogenes, tulpinile care
au reactionat caracteristic la testele de mai sus (coloratia Gram, catalaza si mobilitatea
la 25°C) s-au supus testelor de hemoliz& si CAMP, confirmarea definitivd facandu-se
cu ajutorul testelor biochimice API-Listeria.

O reactie importanta pentru definirea speciilor este producerea de hemolizine pe
agarul cu sange de oaie, stiindu-se faptul ca speciile din cadrul genului Listeria produc
diferite tipuri de hemoliza.

Astfel tulpinile de Listeria monocytogenes au produs colonii mici, inconjurate de
0 zona clara dar mica de hemoliza (fig. nr. 37), spre deosebire de Listeria ivanovii care
manifesta o activitate hemolitica foarte puternica, sau spre deosebire de alte specii din

cadrul genului care nu produc hemoliza.

Fig. nr. 37 Listeria monocytogenes-agar cu sange de oaie (Hemoliza de tip B)
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O reactie mai slaba sau mai accentuatda de beta-hemoliza poate fi pusa in
evidenta si cu ajutorul testului CAMP. In cadrul acestui test efectuat pe agar cu sange
de oaie s-a urmarit accentuarea zonei de hemoliza a tulpinilor cercetate in prezenta
unor tulpini proaspete de Staphylococcus aureus si Rhodococcus eqvi.

Tulpinile de Listeria monocytogenes au manifestat o accentuare a zonei de beta
hemoliza in apropierea speciei Staphylococcus aureus, (fig. nr. 38) aspect caracteristic

si pentru Listeria seeligeri.

Fig. nr. 38 Testul CAMP

Confirmarea definitiva s-a realizat cu ajutorul testelor Api-Listeria, care contin
substraturi sub forma deshidratata, ce permit realizarea testelor enzimatice sau de
fermentatie a zaharurilor.

Reactiile produse in timpul perioadei de incubatie s-au tradus prin schimbari
spontane de coloratie sau schimbari relevate de aditia reactivului. (fig. nr. 39, 40, 41 si
42). Dupa o incubatie de 18-24 de ore la o temperaturé de 35-37°C, citirea reactiilor s-a

facut vizual cu ajutorul unui tabel de citire si identificare.
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Fig. nr. 39 si 40 Listeria monocytogenes identificata pe galerii manuale API
LISTERIA

Fig. nr. 41 Listeria welshimeri identificata pe galerii manuale API LISTERIA

| Fig. nr. 42 Listeria innocua identificata pe galerii anuale API LISTERIA
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6.2.1.3 CONCLUZII

In urma cercetarilor efectuate asupra frecventei speciilor din genul Listeria in

lapte si unele produse lactate s-au desprins urmatoarele concluzii :

1.

In produsele analizate s-a constatat prezenta Listeria spp. in urmatoarele
procente : in lapte de vaca nepasteurizat 6,45%, in bradnza de vaci obtinuta
din lapte nepasteurizat 4,25%, in sméantana obtinuta din lapte nepasteurizat
6,66%, iar in casul proaspat de oaie 6,25%.

Din totalul de 232 probe analizate, 12 (5,17%) au fost gasite pozitive pentru
Listeria spp., din care s-au izolat 7 (3,02%) tulpini de Listeria monocytogenes,
4 (1,72%) de Listeria innocua si o tulpina (0,43%) de Listeria welshimeri.
Listeria monocytogenes nu s-a izolat in probele provenite din laptele de vaca
pasteurizat, aspect care ne face sa credem ca acest procedeu termic este
eficient in distrugerea listeriilor.

Metoda utilizata pentru izolarea si identificarea speciei Listeria
monocytogenes a avut o rapiditate de 2 pana la 5 zile, in functie de perioada
de imbogatire, comparativ cu metodele clasice la care aceasta perioada este
mai lunga.

Diferentierea finala a speciei Listeria monocytogenes de alte specii din cadrul
genului s-a facut prin interpretarea testelor Api-Listeria, CAMP si producerea
de hemoliza, celelalte teste utilizate pentru identificare nepermitand decat
incadrarea bacteriei in genul Listeria.

Frecventa bacteriei in laptele nepasteurizat a fost apropiata de cea a
produselor lactate examinate, ceea ce arata o corelatie intre laptele
nepasteurizat si unele produse lactate obtinute din lapte integral.

Specia Listeria monocytogenes a predominat in probele gasite pozitive cu un
procent de 58,33%, celelalte specii izolate fiind considerate fara semnificatie

patogena.
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6.2.2 Cercetari privind frecventa Listeria spp. in carnea de porc

in ultimii ani, anchetele epidemiologice au permis constatarea unei cresteri in ceea
ce priveste contaminarea cu Listeria a speciilor de animale domestice, in special la cele
de interes zootehnic. Aceste animale purtatoare de germeni pot usor contamina
mediul ambiant si chiar carcasele de carne in timpul sacrificarii lor, sau pe perioada
prelucrarii acestora, ceea ce explica prezenta germenilor din genul Listeria in carnurile
proaspete, uneori chiar in procente foarte mari (41%) (Nicolas, 1985). Masurile drastice
de igiena limiteaza contaminarea carnurilor proaspete cu L. monocytogenes. De altfel,
aceasta bacterie poate fi utilizata si ca un indicator bacteriologic al conditiilor de igiena
in abatoare, in cadrul programului HACCP (Gobat si Jemmi, 1990).

In ceea ce priveste preparatele din carne, acestea au fost rar implicate 1in
episoade de toxinfectii alimentare produse de Listeria monocytogenes

Pentru microbiologia alimentara intereseaza in mod deosebit L. monocytogenes,
deoarece aceasta este patogena pentru om si animale.

Pop si Nicolau (1994), considera ca cel putin 40% din cazurile de imbolnavire
au origine alimentara. Ene Livia si col., (1994), considera ca din 81 de tulpini de
Listeria izolate, 74 tulpini, deci 91,36 sunt L. monocytogenes si 7 tulpini, respectiv
8,64% au fost L. ivanovii

Carnea cruda, preparatele din carne, etc, pot fi contaminate cu listerii. Pastrarea
la frigider, favorizeaza multiplicarea listeriei, deoarece este recunoscut ca fiind un

germene psihrotrof, iar temperaturile de 2-5°C imbogatesc alimentele in listerii .

6.2.2.1 Material si metoda

In perioada 2004-2005, au fost analizate pentru Listeria spp., 74 probe de carne
de porc, proaspata sau refrigerata, si 26 probe preparate din carne. Esantioanele au
fost recoltate din abatoare, unitati de procesare pe parcursul fluxului tehnologic sau din
reteaua comerciala.

Pentru determinarea prezentei si a numarului de Listeria spp. a fost utilizata
metoda orizontala SR ISO 11 290/2000, care foloseste mediile de preimbogéatire sau de
resuscitare. Etapele necesare izolarii si identificarii Listeria spp., au fost respectate

conform metodei de lucru. Listeriile sunt prezente in general in numar mic in produsele
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alimentare si sunt insotite de cele mai multe ori de alte genuri bacteriene, ceea ce

impune utilizarea unei imbogatiri selective.

Conform acestei metode tulpinile de L. monocytogenes formeaza colonii specifice
pe mediile selective solide, prezinta caractere morfologice, fiziologice si biochimice
descrise in acest Standard si sunt izolate conform etapelor prevazute de acesta.

Initial, s-a procedat la o preimbogétire timp de 24 de ore, la 30° C. in cazurile
urgente s-a procedat la resuscitarea probei (25 g), prin adaugarea a 225 ml de APT,
incubata la 20°C, timp de 1-2 ore.

Identificarea a fost efectuata prin strierea mediilor Oxford si Palcam, prin
selectarea coloniilor cu aspect cultural caracteristic. in plus s-a considerat necesara
completarea metodei prin utilizarea mediului Compass L. mono, mediu cromogen foarte
practic. Confirmarea s-a efectuat prin subcultivarea coloniilor si confirmarea tulpinilor

obtinute prin teste morfologice, biochimice etc.

6.2.2.2 Rezultate obtinute si discutii

in perioada 2004-2005, s-au analizat pentru Listeria spp., 74 probe de carne de
porc: proaspata sau refrigerata si 26 probe de preparate din carne, conform metodei
SR-1ISO 101290/2000.

Din cele 74 probe carne de porc analizate, au fost izolate un numar de 4 (5,40%)
tulpini de Listeria spp, in timp ce in probele provenite din preparate de carne nu s-a

izolat germenele. (tabel nr. 38, fig. nr. 43)

Tabel nr. 38
Frecventa Listeria spp. in produsele analizate
Proba Listeria spp.
analizata ”» .
NI. probe Probe pozitive Probe negative
Nr. % Nr. %
Carne de porc 74 4 5,40 70 94,60
Preparate din
26 - - 26 100
carne
Total 100 4 4 96 96
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Nr. probe

Probe pozitive

‘EI Carne de porc B Preparate din carne‘

Probe negative

Fig. nr. 43 Frecventa Listeria spp. in produsele analizate

Frecventa anuala a listeriilor constatata in carnea de porc a fost de:

6,45%, in anul 2004;
4,65%, in anul 2005 (tabel nr. 39, fig. nr. 44).

Frecventa anuald a speciei Listeria monocytogenes a fost de 3,22%, in anul

2004 si 0,00%, in anul 2005.

Tabel nr. 39

Frecventa anuala a Listeriei spp. in carnea de porc

Numar probe

Numar tulpini

Anul Listeria spp. %
examinate Listeria izolate
L. monocytogenes 1
2004 31 6,45
L. ivanovii 1
2005 43 Listeria welshimeri 2 4,65
Total 74 - 4 5,40
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L. monocytogenes L. ivanovii Listeria welshimeri
43

Fig. nr. 44 Frecventa anuala a Listeriei spp. in carnea de porc

Confirmarea tulpinilor izolate pe galeriile API Listeria a identificat urmatoarele specii:
« tulpina nr. 1, Listeria monocytogenes,
« tulpina nr. 2, Listeria ivanovii , (fig. nr. 46)
 tulpinile nr. 3 si 4, Listeria welshimeri (fig. nr. 47)
Incidenta constatata pentru cele 74 probe analizate a fost de 5,40% contaminate
cu Listeria spp., din care contaminate cu listerii slab virulente au fost 3 (4,05%), iar cu

Listeria monocytogenes s-a constatat o contaminare de 1,35%. (tabel nr. 40, fig. nr.

48).

Tabel nr. 40
Rezultatele incidentei speciilor de Listeria
Nr. Tulpina Specia Numar tulpini %
1 Listeria monocytogenes 1 tulpina 1,35
2 Listeria ivanovii monocytogenes 1 tulpina 1,35
3-4 Listeria welshimeri 2 tulpini 2,70
/ Total/% 4 tulpini 5,40

34




Carp-Cdrare Cdtdlin

Pe mediile selective Palcam si Oxford coloniile de Listeria au aparut sub forma
unor colonii de culoare inchisa, inconjurate de un halou tot de nuantd maro spre
negru, datorita faptului ca bacteria produce hidroliza esculinei prezenta in mediu. (fig.
nr. 49 si 50)

Fig. nr. 49 Listeria spp. pe mediul Palcam

Fig. nr. 50 Listeria spp. pe mediul Oxford
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Pe mediu cromogen, Compass L. mono, coloniile suspecte au prezentat culoare
albastra cu sau fara halou in jur. (fig. nr. 51)

Listeria spp., pe mediol Compass L. mons

Fig. nr. 51 Listeria spp., pe mediul Compass

Pe mediul Rapid L. Mono se apreciaza activitatea fosfatidilinositol fosfolipazei C
(PI-PLC) specifica pentru detectia L. monocytogenes.

6.2.2.3 Concluzii

Ca urmare a cercetarilor intreprinse in ceea ce priveste frecventa Listeria spp. in

carnea de porc si preparate din carne, s-au desprins urmatoarele concluzii :

1. Au fost examinate un numar total de 100 de probe, din care 74 probe de carne de
porc si 26 preparate din carne, Listeria spp. fiind identificata in 4 (5,40%) probe
izolate numai din carne de porc cruda.

2. In cazul camii de porc s-a constatat o incidentd de 1,35% pentru Listeria
monocytogenes si Listeria ivanovii, iar 2 (2,70%) probe au fost contaminate cu
Listeria welshimeri;

3. Nu s-a izolat Listeria spp. in probele recoltate din preparate de carne.

4. Mediul cromogen Compass L. Mono este foarte util atat in izolarea selectiva a
speciilor de Listeria, céat si in diferentierea speciei Listeria monocytogenes de alte
specii din cadrul genului considerate apatogene.
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CAP. 7 CERCETARI PRIVIND LISTERIOZA OVINA

Incidenta crescuta a infectiilor cu listeria la cele mai variate specii de animale,
pierderile economice pe care le determina, polimorfismul manifestarilor clinico-
epidemiologice cu un procent ridicat de infectii inaparente sau atipice, starea de
purtator de lunga durata, precum si pericolul pe care il prezinta animalele cu potential
infectios pentru om, au facut ca listerioza (infectiile cu listeria) sa devina o problema de
mare actualitate atat pentru patologia veterinara, céat si pentru medicina umana; infectia
fiind o zoonoza.

Incredintati de existenta bolii si in aceastd parte a tarii, am socotit util s&
investigam factorii epidemiologici, manifestarile clinice si posibilitatile de tratament, in

conditii de teren, in doua focare de listerioza ovina.

7.1 Material si metode

Investigatiile s-au efectuat in perioada 2004-2005, in doua unitati (,S” si ,D”) de
cresterea ovinelor, cu un efectiv total de 1.139 (692 in unitatea ,S” si respectiv 447 in
unitatea ,D”) de rase si varste diferite, unde s-au inregistrat cazuri de imbolnavire.
Pentru stabilirea diagnosticului s-au intreprins investigatii epidemiologice, morfoclinice
si de laborator.

Precizarea diagnosticului s-a facut pe baza examenului bacteriologic. Astfel in
vederea izolarii germenului s-au facut insamantari pe medii de cultura din organele
parenchimatoase si din mai multe zone ale encefalului, de la ovine care au murit sau
care au fost sacrificate de necesitate, si care in viata prezentau manifestari ce
suspiciona listerioza.

Au fost examinate in aceasta directie 16 probe de la ovine (10 probe de la oi
care au murit si 6 probe de la ovine sacrificate de necesitate), provenind din cele doua
unitati, izolandu-se un numar de 11 tulpini de Listeria monocytogenes.

Controlul patogenitatii tulpinilor a fost facut prin inoculari la goareci a culturilor de
24 ore din bulion. Soarecii inoculati au murit dupa 3-5 zile, prezentand in mod constant

hepatita necrotica din care au fost izolate de fiecare data listerii.
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Instilarea conjunctivala a culturii de 24 ore la iepure a produs o conjunctivita

acuta seroasa, transformata apoi in purulenta.

Toate cele 34 de ovine moarte s-au sacrificate de necesitate au fost necropsiate
si examinate pentru evidentierea leziunilor macroscopice.

De la 4 cadavre (3 cu manifestari nervoase si unul cu forma septicemica) s-au

recoltat probe pentru examen histopatologic, folosind tehnicile curente.

7.2 Rezultate si discutii

Primul focar de listerioza din unitatea ,S” a fost identificat la sfarsitul lunii
ianuarie 2004, intr-o turméa de 692 ovine. In decurs de 15 zile, in perioada 29 ianuarie —
13 februarie 2004, s-au imbolnavit 18 oi, ceea ce reprezinta 2,60%. Din cele 18 ovine
imbolnavite 6 (33,33%) au murit , 9 (50,00%) au fost sacrificate de necesitate, iar 3
(16,67%) s-au vindecat 3 (tabel nr.41, fig. nr. 52).

imboln&virile au aparut in urma introducerii in alimentatia olilor, a porumbului
insilozat provenit dintr-un siloz proaspat inceput. Aceasta a dus la banuiala ca furajul
insilozat a constituit factorul favorizant in aparitia manifestarilor de boala. Mai mult,
afirmatia se sprijind si pe faptul cd in urma schimbarii alimentatiei prin eliminarea
furajului murat si a introducerii concentratelor in ratie, nu au mai fost inregistrate cazuri
de imbolnavire.

Al doilea focar de listerioza a fost confirmat bacteriologic in perioada februarie-
martie 2005, intr-o alta turma de ovine, cu un efectiv de 447. De la 21 februarie si pana
la 26 martie 2005, intr-o perioada de 34 de zile, s-au imbolnavit 16 ovine, reprezentand
3,57%. Din cele 16 ovine cu simptome de boala 2 (12,50%) au murit iar 14 (87,50%) au
fost sacrificate de necesitate (tabel nr. 41).

Din investigatiile epidemiologice intreprinse in cele doua unitati rezulta ca, din
totalul de 1139 ovine (tabel nr. 41) s-au imbolnavit 34, ceea ce reprezinta 2,99%, au
murit 8 (23,53%), au fost sacrificate de necesitate un numar de 23 (67,65% ) si s-au
vindecat 3 (8,82 %).

La aparitia bolii , in mare masura a contribuit gi alimentatia ovinelor, care, in
special in a doua perioada a iernii, a fost deficitara atat cantitativ, cat si calitativ,
folosindu-se excesiv furaje insilozate, unele mucegaite, in majoritate fibroase gi in

cantitati insuficiente.
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Tabel nr. 41
Rezultatele investigatiilor epidemiologice in cele doua unitati cu listerioza la
ovine.
Nr. Nr. Nr.
Nr. Durata Nr.animale
Uni- Intervalul . animale animale animale
Nr.crt. ani- evolutiei | Imbolnavite.
tatea aparitiei _ moarte sacrificate | Vindecate.
malee n zile.
Nr. % Nr. % Nr. %. Nr. %
29. 01 -
13. 02.
1 .S 692 15 18 2,60 6 3333 | 9 |50,00 | 3 |16,67
2004
21. 02.
- 26. 03.
2 ,D” 447 34 16 3,57 2 112,50 | 14 | 87,50 | - -
2005.
To-tal
1139 34 2,99 8 (2353 |23 |6765 | 3 8,82

,D”

Fig. nr. 52

Rezultatele investigatiilor epidemiologice n cele doua unitati cu listerioza la ovine
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Aspectul clinic al bolii in focarele descrise a fost aproximativ acelasi,

corespunzand datelor din literatura de specialitate (tabel nr. 42, fig. nr. 53). Astfel din

cele 34 ovine cu manifestari de listerioza la 7 (20,59%) evolutia a fost acuta

septicemica, iar la 27 (79,41%) ovine au prezentat simptome de encefalomielita,

evolutie subacuta. De mentionat ca nu s-au inregistrat nici un caz de avort listeric.

De fapt in literatura de specialitate se afirma ca, localizarea genitala exprimata

prin avort se intalneste rar, de obicei la oile primipare si niciodata nu evolueaza

concomitet cu manifestarile de meningoencefalita (forma nervoasa).

De asemenea, mentionam ca formele evolutive acute, septicemice, au fost

diagnosticate la mieii sugari si la tineretul ovin.

Tabel nr.42
Formele evolutive in listerioza ovina
Formele evolutive
Subacuta
Nr Nr. animale Acuta
Unitatea o . ] Genitala

crt. imbolnavite (septicemica) Nevoasa
(abortigena)
Nr. % Nr. % Nr. %
1 ,D” 18 5 27,77 13 | 72,23 - -
2. .S 16 2 12,22 14 | 77,78 - -
Total 34 7 20,59 27 | 79,41 - -

@ Formele evolutive Acuta
(septicemica)

B Formele evolutive Subacuta
Nevoasa

O Formele evolutive Subacuta
Genitala (abortigena)

s

Fig. nr. 53
Formele evolutive in listerioza ovina
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La ovinele imbolnavite s-a observat de la inceput o stare de abatere, reducerea
totala a poftei de méncare, sau chiar disparitia apetitului. In unele cazuri s-au semnalat
conjunctivite, iar unele exemplare prezentau scurgeri seroase din cavitatile nasale,
altele salivatie abundenta. Majoritatea oilor imbolnavite au prezentat manifestari clinice
din partea sistemului nervos central.

La cateva cazuri s-au inregistrat paralizii ale unei urechi sau a buzei inferioare
(fig. nr. 57). Aceste manifestari (pareze), dupa Sullivan (1985) se explica prin aceea ca

intre encefalita din listerioza si nevrita trigemenilor exista o stransa corelatie.

Fig. nr. 57 Aspect clinic, pareza urechii (stinga)

in majoritatea cazurilor oile stiteau in decubit lateral si executau cu picioarele
miscari de pedalare (fig. nr. 58). Deseori s-au observat tulburari oculare manifestate

prin amauroza, si devierea laterala a capului-autoascultare (fig. nr. 59).

Fig. nr. 58 Aspect clinic-migcari de pedalare Fig. nr. 59 Aspect clinic — amauroza
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La examenul necropsic, modificarile macroscopice, s-au rezumat la tulburari
circulatorii, manifestate prin hiperemia vaselor din tesutul conjunctiv subcutanat,
hiperemia ficatului si a rinichilor, aparitia de hemoragii sub epicard si endocard.

La cadavrele de miei, la care boala s-a manifestat acut, in toate cazurile s-a
observat prezenta de focare miliare, mai ales in ficat — leziunea de hepatitd miliara
necrotica.

in toate cazurile cu manifestari nervoase, a fost prezenta hiperemia meningelor.
Encefalul aparea congestionat cu meningele infiltrat, mai ales in straturile inferioare, la
nivelul bulbului, protuberantei, pedunculilor cerebrali si cerebelogi. Lichidul
cefalorahidian din ventriculii laterali era opalescent si in cantitate mai mare, iar plexurile
vasculare puternic injectate.

Examenul histopatologic efectuat pe diferite zone din sistemul nervos central la
oile moarte de listerioza au evidentiat leziuni de encefalitd cu localizare bulbo-
protuberentiala, in pedunculii cerebrali si cerebelogi si mai rar in cornul lui Ammon si
scoarta cerebrala.

Encefalita era exprimata prin congestie (fig. nr. 60 si 61), perivascularite cu
dilatarea exagerata a spatiului Wirchov-Robin, cu infiltratii de leucocite, histiocite si rare
granulocite (fig. nr. 62). Alaturi de acestea se disting proliferari gliale, insulare si mai rar

proliferari gliale difuze.

Fig. nr. 60 Sectiune prin creier de oaie : Congestie, infiltratie limfocitara si

agregate celulare (Col.Hematoxilina — eozina x 87).
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Fig. nr. 61 Sectiune in creier de oaie cu listerioza septicemica: - congestie
meningiala si hemoragii (Col. Hematoxilind-eozina, x 43).

-Sectiunile histologice efectuate in limfonoduri (fig. nr. 63) au evidentiat leziuni
de limfadenita cu infiltratie de neutrofile, iar cele din splind (fig. nr. 64) congestie si

hemosideroza.

Fig. nr. 63 Sectiune in limfonod : limfadenita cu infiltratie neutrofilica (Col.

Hematoxilina — eozina, x 87).

Fig. nr. 64 Sectiune in splina : hemosideroza si congestie (Col. Hematoxilina —
eozina x 43).
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Insamantarile efectuate pe medii uzuale de culturd, ca si pe medii cu sange
(agar cu sange), din organele parenchimatoase (ficat, splina ) ca si din diverse
segmente ale encefalului de la 10 cadavre si din organele a 6 ovine sacrificate de
necesitate, au dus la izolarea si identificarea a 11 tulpini de Listeriei monocytogenes
(fig. nr. 65).

Tabel nr. 43
Rezultatul examenului bacteriologic.
Ins&mantari si izolari din:
Total Pedunculii cerebrali
= Tuberculii
e tulpini si
z . . Bulb cuadrige-meni Ficat Splina
Specificare izolate cerebelosi
Nr % Nr.. % Nr. % Nr % Nr. %
] Animale
moarte 10 10 100 8 80 7 70 - - - -
10
Animale
2
sacrificate
1 1 16,66 - - - - - - - -
-6
Total-16 11 11 68,75 8 50 7 43,75 - - - -

Rezultatul examenului bacteriologic
Bacteriological exam results

Total

sEg =5 §
£33 )
45
F 8
o
Fig. nr. 65
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Inocularile celor 11 tulpini, cultivate in bulion glucozat, de 24 de ore in doza de
0,2 ml pe cale intraperitoneala au determinat moartea soarecilor albi in decurs de 4-7
zile. Din cele 11 tulpini, una izolata de la un miel s-a dovedit slab patogena, omorand
soarecele dupa 10 zile de la inoculare.

Instilata in sacul conjunctival la iepure, listeria a determinat in decurs de 2-3 zile
0 conjunctivitd de tip granular si o cheratita difuza Procesul inflamator ocular s-a
resorbit in cateva zile, dar animalul a ramas cu opacitatea permanenta a corneei.

Toate cele 34 de ovine cu simptome de listerioza au fost supuse tratementului cu
ampicilina in doza de 0,025 g/kg, si zi. Inocularea s-a facut pe cale intravenoasa, la
interval de 12 ore. Din cele 34 de animale tratate, numai in 3 cazuri s-au obtinut
vindecari (tabel nr. 44, fig. nr. 68).

Din analiza datelor obtinute se constata, ca in urma aplicarii tratamentului cu
ampicilina, pe cale intravenoasa in doza de 0,025 g/kg si zi, timp de 3-5 zile, rezultatele
difera in functie de forma evolutiva. Astfel, din cele 34 ovine tratate, vindecari s-au
obtinut numai in 3 cazuri ceea ce reprezinta 8,82%. Celelalte animale, in majoritate cu

manifestari nervoase, 31 (91,18%) au murit sau au fost sacrificate de necesitate.

Animale cu forme Animale cu forme nervoase Total
septicemice

I Nr.animale tratate B Animale vindecate 0 Animale moarte sau sacrificate

Fig. nr. 68

Rezultatele tratamentului cu ampicilina
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7.3 Concluzii

Investigatiile epidemiologice, morfoclinice gi de laborator in doua episoade de
listerioza ovina au condus la desprinderea urmatoarelor concluzii:

1. Tmbolnavirile s-au inregistrat in perioada ianuarie-aprilie, n conditii de
stabulatie stricta si prelungitd, cu o alimentatie in care predomina furajul insilozat.

2. Sezonul rece si friguros, corelat cu alimentatia saraca, acida, ca urmare a
furajului insilozat a favorizat aparitia si evolutia manifestarilor clinice de listerioza.

3. Din totalul de 1.139 ovine, s-au imbolnavit 34, ceea ce reprezinta 2,99%, au
murit 8 (23,53%) si au fost sacrificate de necesitate un numar de 23 (67,65%) ovine

4. Clinic boala a evoluat acut septicemic in 7(20,59% )cazuri, prezente numai la
tineret si subacut cu manifestari nervoase la 27 (79,41%) de ovine adulte.

4.1. In evolutia subacutd cu manifestari din partea sistemului nervos s-a
inregistrat dromomanie, vertije, opistotonus, pareze si paralizii ale buzelor, membrelor,
decubit si moarte.

5. Tnséméntérile pe medii de cultura cu sange si pe medii glucozate, din diverse
zone ale sistemului nervos central, organele parenchimatoase (ficat si splind) si din
sange au dus la izolarea a 11 tulpini de Listeria monocytogenes, identificate pe baza
caracterelor morfologice, culturale, biochimice si de patogenitate.

5.1. Izolarea a reusit in 100% din bulb, 80 % din tuberculii cuadrigemeni si in
70% din pedunculii cerebrali si cerebelosi.

5.2. Incercarile de izolare din organele parenchimatoase (ficat si splina) si
din sange, chiar la animalele de la care Listeria monocytogenes s-a izolat din bulb, au
fost negative.

6. Determinarea patogenitatii tulpinilor izolate s-a facut prin instilarea culturilor
de 24 de ore in sacul conjunctival la iepure

7. Tratamentul cu ampicilina in doza de 0,025 g/kg si zi admistrata pe cale
intravenoasa a dus la obtinerea vindecarii la 3 (8,82%) animale cu manifestari acute
septicemice de boala. Nu s-a inregistrat nici o vindecare la cele 27 (79,41%) de

animalele cu manifestari din partea sistemului nervos.
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Cap. 8 Cercetari privind sensibilitatea tulpinilor izolate fata de antibiotice

Sensibilitatea speciei Listeria monocytogenes fata de antibiotice este studiata de
mai multi ani, in vederea obtinerii unui protocol de tratament cat mai eficient impotriva
listeriozei, atat la animale dar mai ales la om.

in acelasi context, scopul cercetarilor efectuate a fost de a urmari
comportamentul tulpinilor de Listeria monocytogenes izolate, fatd de o serie de
antibiotice clasice dar si moderne, si de a observa daca exista modificari de

sensibilitate Tn functie de originea tulpinei.

8.1 Material si metoda

Cercetarile s-au efectuat pe un numar total de 23 tulpini de Listeria
monocytogenes, din care 11 proveneau din focare de listerioza ovina, 8 tulpini izolate
din alimente, 3 din furaj insilozat si o tulpina de colectie standardizata (CETC 4032 —

Centrul spaniol de culturi test), considerata drept etalon. (tabel nr. 45, fig. nr. 69).

Tabel nr. 45
Originea tulpinilor de Listeria monocytogenes studiate
Nr. Total L.m Tulpini izolate Tulpini izolate Tulpini izolate din
de tulpini CETC din focare de din alimente furaj insilozat
cercetate 4032 listerioza ovina
Nr. | % Nr. % Nr. % Nr. %
23 1 14,35 11 47,83 8 34,78 3 13,04

Pentru efectuarea antibiogramei s-a utilizat metoda difuzimetrica pentru bacterii
aerobe. Aceasta se bazeaza pe proprietatea antibioticelor de a difuza in medii solide
de cultura realizdnd concentratii diferite, ce scad treptat de la locul de depunere inspre
marginea zonei de difuzie.

Interpretarea rezulatelor s-a facut in functie de zona de inhibitie din jurul
microcomprimatelor, functie de aceasta tulpinile fiind apreciate sensibile, daca

diametrul zonei de inhibitie a fost mai mare de 6 mm, moderat sensibile daca zona de
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inhibitie era cuprinsa intre 2 -5 mm, si rezistente atunci cadnd zona de inhibitie a fost

foarte mica (< 2 mm) sau chiar absenta.

Fig. nr. 70 Insdmantarea mediilor

Dupa scoaterea placilor de la termostat s-a trecut la repartizarea
microcomprimatelor de antibiotice, care s-a realizat cu ajutorul dispenser-ului mecanic
(fig. nr. 71), astefl incat sa se respecte distanta de 15 mm intre microcomprimat si

marginea placii, si 30 mm intre microcomprimate;

X

Fig. nr.
71 Dispenser mecanic pentru repartizarea

microcomprimatelor
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8.2 Rezultate si discutii

Rezultatele testarii sensibilitatii la antibiotice a tulpinelor izolate din diferite medii,
sunt prezentate in extenso in tabelul nr. 46. Astfel analizand rezultatele obtinute, se
constata ca majoritatea tulpinelor izolate au manifestat un comportament asemanator
cu cel al tupinei de colectie (L.m CETC 4032), considerata drept etalon.

Ca antibiotice s-au ales un numar de 9 tipuri de antibiotice, recomandate pentru
testarea sensibilitatii listeriilor, si anume : ampiciling, penicilina G, gentamicina,
tetraciclina, eritromicina, cloramfenicol, trimetoprim, rifampicin si o cefalosporina
(ceftiofur).

Sensibilitatea celor 23 de tulpini testate, fatd de antibioticele utilizate s-a dovedit a fi
urmatoarea (tabel nr. 47, fig nr. 72) :

- la ampicilina, 21 (91,30%) tulpini au fost sensibile si 2 (8,70%) moderat sensibile;

- la gentamicina, 20 (86,95%) au fost sensibile, iar 3 (13,05%) moderat sensibile;

- la eritromicina, 14 (60,87%) au fost sensibile si 9 (39,13%) moderat sensibile;

- la penicilina G, 12 (52,17%) au fost sensibile si 11 (47, 83 %) moderat sensibile;

- la tetraciclina, 12 (52,17%) au fost sensibile, 9 (39,13%) moderat sensibile, iar doua
tulpini (8,70%) s-au dovedit a fi rezistente;

- la trimetoprim, 12 (52,17 %) au fost sensibile, iar 11 (47,83%) moderat sensibile;

- la rifampicin, 5 (21,74%) au fost sensibile si 18 (78,26%) moderat sensibile;

- la cloramfenicol, 3 (13,04%) au fost sensibile si 20 (86,96%) moderat sensibile;

- la ceftiofur, o singura tulpina (4,35%) a fost moderat sensibila, restul de 22 (95,65%)
tulpini dovedindu-se rezistente.

Analizand tabelul nr. 47, se constata ca procentul cel mai mare de sensibilitate a
fost fata de ampicilina (91,36%) si gentamicina (86,95%), urméand apoi eritromicina cu
60,87%, penicilina G si tetraciclina cu cate 52,17% si trimetoprim tot cu cu 52,17%,
restul antibioticelor producand sensibilitate intr-un procent mai scazut.

in ceea ce priveste rezistenta la antibiotice, asa cum se astepta, procentul cel
mai mare de rezistenta a fost in cazul ceftiofurului, de 95,65%, cunoscéandu-se faptul ca

Listeria este rezistenta la cefalosporine.
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Tabel nr. 47

Sensibilitatea tulpinilor izolate fata de antibiotice, prezentata in ordine descrescatoare
\r o | Antibioticul Nr. Total S MS R

f-c testat tulpini N % | Nr. | % |Nr | %

1 Ampicilina 23 21 91,30 2 8,70 - -

2 Gentamicina 23 20 86,95 3 13,05 | - -

3 Eritromicina 23 14 60,87 9 39,13 | - -

4 Penicilina G 23 12 5217 | 11 | 47,83 | - -

5 Tetraciclina 23 12 52,17 9 39,13 | 2 8,70

6 Trimetoprim 23 12 52,17 11 47,83 - -

7 Rifampicin 23 5 21,74 | 18 78,26 | - -

8 Cloramfenicol 23 3 13,04 | 20 |86,96 | - -

9 Ceftiofur 23 - - 1 4,35 | 22 |95,65
25 4 N . .:I

21 20 1
18
T 14
12 12 1z
11 11
A WL N TN (N L WL N e

|EINr.Tu:utaItquini BSenzibil OM oderat S ensihil DRezistentl

Fig. nr. 72 Sensibilitatea tulpinilor izolate fata de antibiotice, prezentata in ordine

descrescatoare
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Tulpinile de Listeria monocytogenes studiate, au avut un comportament
asemanator fata de antibioticele luate in calcul. De altfel cei mai multi autori considera
ca tulpinile de Listeria nu au suferit in timp modificari majore in ceea ce priveste
sensibilitatea la antibiotice.

Asa cum s-a constatat si din studiul de fata, ampicilina, utilizatd de mult timp in
tratamentul listeriozei, ramane antibioticul de baza, cel mai activ, dar si cel mai eficient,
din punct de vedere vital si economic. O asociere a acestei molecule cu o aminozida
cum ar fi gentamicina, permite obtinerea unui efect bactericid mult mai rapid. Durata
tratamentului la om este de obicei 4-6 saptamani, cu un minim de 2 saptamani in toate
cazurile. In caz de alergie la R-lactaminaze, alternativa de tratament poate fi
reprezentata de asocierea trimetoprim-sulfametoxazol, administrata o data la 12 ore.

Este important de reamintit faptul ca cefalosporinele de a 3-a generatie, utilizate
frecvent in tratamentul cazurilor de meningita la om, precum si fluorquinolonele
recente, care au avantajul unei bune penetrari celulare, sunt cel mai adesea ineficiente
in tratamentul episoadelor de listerioza.

Datoritd recunoasterii actuale a infectiilor umane de natura alimentara, este
importanta tratarea rezistentei la antibiotice a Listeria spp., precum $i revizuita

utilizarea antibioticelor in alimentatia animalelor.

8.3 Concluazii

in urma cercetarilor efectuate privind sensibilitatea tulpinilor izolate fatd de

antibiotice s-au desprins urmatoarele concluzii :

1. Sensibilitatea cea mai mare s-a manifestat fata de ampicilina (91,30%) si
gentamicina (86,95%).

2. Procentul cel mai mare de rezistentd (95,65%) s-a inregistrat in cazul
ceftiofurului, aspect care confirma faptul ca Listeria spp. este rezistenta la
cefalosporine.

3. In cazul listeriozei, recomandam ca tratament ampicilina, eventual asociata
cu gentamicina datoritd potentarii efectului bactericid mai rapid de catre
aceasta aminoazida.

4. n cazul alergiei la peniciline se recomand& ca alternativd de tratament

asocierea dintre trimetoprim-sulfametoxazol, administrata o data la 12 ore.
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Cap. 9 Concluzii generale

In urma cercetéarilor efectuate privind genul Listeria si implicatiile sale
epidemiologice se desprind urmatoarele concluzii generale:

1. Examenul bacteriologic a 289 probe de materii fecale si tonsile recoltate
de la bovine, ovine, suine si iepuri a permis izolarea a 20 (6,92%) tulpini de
Listeria spp., din care 15 (75%) identificate ca Listeria monocytogenes, 4 (20%)
ca Listeria innocua si 1 (5%) ca Listeria ivanovii.

2. Din cele 168 probe de materii fecale provenite de la bovine, ovine, suine
si iepuri s-au izolat 8 (4,73%) tulpini de Listeria monocytogenes, 1 (0,59%) de
Listeria ivanovii si 1 (0,59%) de Listeria innocua.

3. Examenul bacteriologic al celor 120 (60 de la bovine si 60 de la suine)
probe de tonsile recoltate de la bovine si suine a dus la izolarea a 7 (5,83%) tulpini
de Listeria monocytogenes si 3 (2,5%) de Listeria innocua.

4. In urma examinarii celor 42 probe de furaj insilozat s-au izolat 3 (7,14%)
tulpini de Listeria monocytogenes.

5. Din tulpinile de Listeria izolate 2 (4,76%) au provenit din probele recoltate
de la suprafata silozului si 1 (2,38%) din probele recoltate de la marginea
silozului.

6. Examenul bacteriologic al probelor recoltate din profunzimea silozului, cu
valori de pH sub 5, a fost negativ, neizolandu-se nici o tulpina de Listeria.

7. Din cele 232 probe de lapte si produse lactate examinate, un numar de
12 (5,17%) au fost pozitive pentru Listeria spp., identificandu-se cate 1(1,35%)
tulpina de Listeria monocytogenes si Listeria ivanovii, si 2 (2,70%) tulpini de
Listeria welshimeri.

8. Investigatile epidemiologice efectuate in doua focare de de listerioza
ovina, cu un efectiv total de 1139, au evidentiat o morbiditate de 2,99%.

9. Din cele 34 de ovine imbolnavite, 8 (23,53%) au murit, 23 (67,65%) au
fost sacrificate de necesitate, iar 3 (8,82%) s-au vindecat.

10. Sezonul rece si friguros, corelat cu alimentatia unilaterala

deficitara calitativ si cantitativ, ca urmare a utilizarii in exces a furajului nsilozat,

cu un pH necorespunzator a favorizat aparitia si evolutia manifestarilor clinice de
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listerioza.

11. Clinic boala a evoluat acut septicemic in 7 (20,59%) cazuri, la miei si

tineret si subacut cu manifestari nervoase la 27 (79,41%) ovine adulte.

12. Tratamentul cu ampicilina aplicat ovinelor imbolnavite a determinat
vindecarea a 3 (8,82%) cu manifestari acute septicemice si nu a avut eficacitate
la cele 27 (79,41%) cu manifestari nervoase.

13. Cercetarile privind sensibilitatea celor 23 de tulpini de Listeria spp.
izolate din diferite medii au evidentiat ca ampicilina a fost activa in 91,30% din
cazuri, urmata de gentamicina cu 86,95%. Cel mai putin activa s-a dovedit a fi
ceftiofurul, unde procentul de rezistenta a fost de 95,65%.

14. De asemenea, mentionam c& tulpinile izolate au manifestat un
comportament asemanator celor de colectie (L.m CETC 4032), cu exceptia a
doua tulpini care s-au dovedit a fi rezistente la tetraciclina.

15. Aparitia unor tulpini noi multirezistente la antibiotice fatd de care in

trecut Listeria monocytogenes era sensibila, confirma capacitatea bacteriei de a
dobandi unele gene de rezistenta, fenomen intalnit si in literatura recentd de

specialitate.
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