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Summary
Listeries and listeroise (general aspects)

Listeries and its adjacent sicknesses are widely spread. In order to find
listeries, in the republic of Moldova, laboratory researches are not
conducted and the epidemiology ande the role of the listeries within the
marginal pathology are not studied. The majority of the specialists are
not enough informed about the biology of the listeries, their role, in the
infectional pathology and about contemporan microbiological methods
of the diagnosis of the listerioses.

In this work-research we provide the contemporan classification of
listeries we describe their morphobiological properties, including the
morphology, their cultural and biochemical properties, their antigen
structure, the factors of pathogen, the stability towards environment fac-
tors, we describe the sources of infection and the tools of transmission,
the pathogenesis and the clinical forms.

In the section of microbiological diagnosis we give a research — list of
the samples from, the environment and from the sick persons, we indicate
the methods of the laboratory diagnosis, and we present the main tests
for determining the gender and for making the difference between the
forms. In conclusion its a description of actual situation in Republic
of Moldova.

Key words: marginal pathology, classification of listeries, factors of
pathogen, sources of infection, clinical forms.

Pe3zome
Jucmepuu u rucmepuos

Jlucmepuu u gvizvigaemvle UM 3a001e6aHUL UMEIOTN HOBCEMECTHOe
pacnpocmpanetue. B Pecnybnuxke Monoosa 1abopamophvle uccie0o8ans
Ha 6biAGIeHUe TUCepull He NPOB8OOAMC, INUOEMUOIO2US U POTb
aucmepuil 8 kpaegoti namoaoz2uu He usyienvi. OCHOBHAA Macca cheyu-
anucmos HedoCMamo4HO UHPOPMUPOBAHBI OTHHOCUMETLHO OUOT02UU
aucmepuil, ux ponu 8 UHQEKYUOHHOU NAMONO2UL U 8 BONPOCAX CO8Pe-
MEHHBIX MUKPOOUOTOUHECKUX MEMO008 OUASHOCIUKU TUCIEPUO308.

B nacmosuyeii pabome oana cogpemennas kraccugpuxayus nucmepuil,
OnUCanbvl ux MopgobuonozutecKue c8OUCMSaA, BKI0UAs MOPPOIO2UIO,
KYIbMypaibHble, OUOXUMUYECKUE CEOUCMEA, AHMULEHHASL CIMPYKIMYDA,
haxmopul namozenHocmu, YCmoudugoCcmy K pakmopam eHeunell cpeovl,
ONUCAHBL UCMOYHUKY UHDEKYUU U MeXAHU3MbL nepedayu, namozenes u
KAUHU4ecKue hopmol.

B pasoene muxkpobuonozuueckol OUaeHOCMUKY NePeYUCIeHbl Mamepu-
anvl ucciedyemvle U3 6HeuiHell cpeobl U Om ODOIbHO20, YKA3AHbI MENMOObl
1A6OpamopHoll OUAZHOCIUKU, NPedCmasienbl OCHOBHbLE mecmbl OJis
onpedenenus poda u ouggepenyuayuu 6uoos. Onucvisaemcsi cumyayus
no dannoil npobreme ¢ Pecnybnuxe Monoosa.

Knroueevie cnoea: Jucmepuu, Kpaeeas namoaocus, ¢aKm0pbl nanozer-
HOocmu, UCMO4YHUKU qubem;uu, namoeeHes, KJIUuHU4Yeckue quprl.
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Introducere

Listeriile reprezinta microorganis-
me conditionat patogene, care pot cau-
zainfectii grave la persoanele receptive.
Germenii au fost descrisi pentru prima
datainanul 1926 de catre E.S. Murray, R.
Webb, M. Swann, fiind izolati din sangele
cobailor si a iepurilor infectati in timpul
unei epizootii care aavut locin crescato-
ria Universitatii din Cambridge (Anglia).
Agentul izolat a fost numit Bacterium
monocytogenes, din cauza ca determina
0 monocitoza in sangele periferic.

in 1927 J. H. Pirie a izolat acelasi
agent de la unele rozatoare, in special
de la popandai, in Africa de Sud. Agentul
care afecta grav ficatul a fost numit Liste-
rella hepatolytica, in cinstea renumitului
chirurg J. Lister.Tn 1940 este propusa de-
numirea speciei Listeria monocytogenes,
care se pastreaza si in prezent.

Agentul a fost izolat de la om pen-
tru prima data de catre A.Nyfeldtin anul
1929, in cazul unei angine monocitare.
Boala cauzata de acest agent se numes-
te listeriozd. A.F. Bilibin in 1949 descrie
listerioza la om 1in Rusia, in cazul unei
meningoencefalite cauzate de listerii.
in 1950 listerioza este depistatd in Ro-
mania de catre V.Volintir, C. Ungureanu,
V. Rosca la animale, iar in 1959 listeriile
suntizolate delaom in cazuride angine,
meningite, encefalite.

Clasificarea listeriilor

Conform determinatorului Bergey’s
manual of systematic bacteriology, 2001,
listeriile sunt apreciate in clasa Bacilli;
ordinul Bacillales, familia Listeriaceae,
genul Listeria, care reuneste specii cu rol
in patologia umana: L. monocytogenes
(specia-tip) si L. ivanovii, precum si specii
saprofite: L.innocua, L. welshmeri, L. seeli-
geri, L. grayi, L. murrayi, L. denitrificans.

L. monocytogenes se diferentiaza
in 16 serovariante si 8 fagovaruri. Sero-




varurile 1, 3, 4 se divizeaza in subvariante. 90% din
toate cazurile de listerioza la om sunt cauzate de
serovariantele 1 si 4. In Europa de Est se depisteaza
subvariantele 1/2a, 1/2b. in Europa Occidentala si
SUA - 4asi 4b.

Caracteristica morfobiologica a listeriilor

Listeriile reprezinta bastonase scurte, uneori
cocobacterii (in culturi vechi - filamente), dispuse in
lanturi scurte (cate 3-5 exemplare din colonii R) sau
sub aspect de palisada, solitar, litere latine V, Y (din
colonii S). Sunt mobili (peritrihi in culturi crescute la
18-22°C) siimobili (la 37°C si 4°C).Nu formeaza spori,
capsuld. Se coloreaza grampozitiv.

Sunt anaerobi facultativi, mezofili, insa se
multiplica si la temperaturi joase, inclusiv in frigider.
Se cultiva si pe medii uzuale, dar se multiplica lent.
Cresterea este favorizata in medii de cultura artificia-
le solide, suplimentate cu glucoza, glicerina, extract
de drojdii, ser, tesut hepatic.

Pentru inhibarea microflorei asociate sunt re-
comendate medii speciale selective cu antibiotice,
coloranti, clorura de litiu, feniletanol s.a. Aceleasi
suplimente se utilizeaza si in medii lichide pentru
acumularea listeriilor, care se realizeaza la 30°C timp
de 24-48 de ore. Acumularile la temperatura frigide-
rului si la 37°C necesitd timp indelungat (pana la
7-10 zile si mai mult).

In prezent, diferite firme, inclusiv Hi Media, pro-
pun 13 variante de medii utilizate pentru cultivare,
acumulare si diferentiere a listeriilor. Sunt recoman-
date mediile:

e  agarul nutritiv si bulionul nutritiv cu 1% glu-
coza;

e  geloza-tripton cu soie si extract din drojdii, hi-
drolizat de cazeina, glucoza (TSYEA) sau bulion
cu aceiasi ingredienti (TSYEB);

e  bulionul Freizer — mediul selectiv care contine
hidrolizat de cazeina, peptona, extract apos din
carne, extract de drojdii, esculind, componenti
selectivi - acid nalidixic, acriflaving, hidroxid de
sodiu pentru imbogatirea primara, iar in con-
centratie dubla —pentru acumularea ulterioara
a culturii pure;

) PALCAM - agar (polimixina — acriflavina - clo-
rura de litiu — ceftazidima - esculina - manitol
- agar) — mediu selectiv, diferential diagnostic
pentru izolarea listeriilor;

e  Oxford - agar, care contine peptona de origine
animaliera, amidon din porumb, clorid de sodiu,
esculing, clorid de litiu, citrat feric amoniacal,
glucoza agar. Componentele selective sunt
acriflavina, plomixina B, ceftazidima. Este un
mediu selectiv, diferential diagnostic pentru
izolarea listeriilor;
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e  mediupentru determinarea lecitinazei - contine
carbune activat, suspensie de galbenus de ou;

e geloza sange (cu sange defibrinat de ovine)
pentru determinarea hemolizei.

Listeriile formeaza colonii forma S sau R. Pe
agarul Oxford coloniile sunt negre, iar pe mediul
PALCAM coloniile au diametrul de 2 mm, de culoare
verde-surie, cu centrul negru concav si halou negru
pe fondul rosu al mediului. innegrirea coloniilor pe
aceste medii se explica prin capacitatea listeriilor
de a hidroliza esculina pana la esculetina care, reac-
tionand cu sarea de fier, formeaza un sediment
negru.

Pe geloza sange listeriile formeaza o zona in-
gusta de hemolizd completa (B).

Pe geloza semilichida (0,2-0,4%) listeriile cresc
sub aspectul unei,umbrele inversate”.

in bulionul glucozat sau triptozat culturile de lis-
terii formeaza un sediment floconos, iar la o incubare
prelungita se determina un depozit dens si aderent,
care la agitare se ridica sub forma de tirbuson.

Listerile sunt biochimic destul de active fata de
multiple glucide si alcooli poliatomici. Fermenteaza
pana la acid (fara gaz) glucoza, maltoza, ramnoza,
levuloza, esculina, salicina; numai o parte din tulpi-
nele izolate fermenteaza lent zaharoza, glicerina si
lactoza.

Nu produc indol, nu coaguleaza laptele, hi-
drogen sulfurat se formeaza numai in medii care
contin aminoacizi cu sulf. Sunt catalazopozitive si
oxidazonegative.

La listerii au fost puse in evidenta 14 antigene
somatice (O) termorezistente si 5 antigene flagelare
termolabile, combinatia dintre care face posibila di-
ferentierea lor in 16 serovariante si in subserovaruri
descrise mai sus.

Factorii de patogenitate sunt prezentatila lis-
terii prin internalina - o proteina membranara care
faciliteaza patrunderea bacteriilor in macrofagi si en-
doteliocite; listeriolizina O - o hemolizing, factorul
principal de virulenta; fosfolipaze cu rol in adeziune
si invazie (penetreaza peretele celular si patrund
in celule fiind protejate de actiunea anticorpilor);
generatiile descendente prin mecanisme speciale
deregleaza mobilitatea macrofagilor, determinand
acumularea lor in sangele periferic.

Listeriile au o raspandire cosmopolita, fiind
rezistente in mediul extern. Persista 1-2 ani in stare
uscata in sol (bdlegar) si circa 3 ani la temperatura
camerei. In apa rezista pana la un an. Suporta usor
temperaturile joase si se multiplica la temperaturi
de refrigerare.

Sunt rezistente la multi agenti chimici folositi
ca substante inhibitoare pentru microflora asociata




in procesul de izolare a listeriilor. Ele poseda o rezis-
tenta stabila la acidul nalidixic si polimixina B.

Listerioza este o boald infectioasa zoantropo-
nozd, determinata de listerii si caracterizata printr-un
variat polimorfism al manifestarilor clinice si o mor-
talitate crescuta printre nou-nascuti si persoanele
imunocompromise.

Agentul cauzal al listeriozei a fost izolat de la
peste 90 de specii de animale salbatice si domes-
tice:
e dela multiple specii de rozatoare (soareci de
camp, chitcani, soareci de casa, sobolani cenusii
s.a.);
de la iepuri, vulpi, nurci, veverite, enoti, cerbi,
mistreti;
de la animale domestice (porci, bovine, oi, ca-
pre, cai, caini, pisici);
de la pasari (gaste, gaini, rate, curci, porumbei,
papagali, canari);
de la pesti si nevertebrate;
din diferite substrate naturale ( sol, noroi, ape de
canal, furaje; din alimente - lapte, oua, carne si
alte produse obtinute de la animale bolnave).
Sursa infectiei o constituie animalele bolnave
si cele purtatoare de listerii, care elimina agentul cu
urina, excrementele, secretul nazal, laptele si lichidul
amniotic. Animalele se infecteaza pe cale alimentara
si transmisiva prin intermendiul artropodelor hema-
tofage si in special a capuselor.

Caile si conditiile principale de contaminare a
omului cu listerii sunt diferite:
alimentard - prin utilizarea produselor conta-
minate, insuficient prelucrate termic sau fara
prelucrare termica (carne, produse din carne,
produse lactate, peste, produse marine, legu-
me, inghetata s.a.);
contact direct prin tegumente si membrane
mucoase in rezultatul nerespectdrii regulilor de

si pasarilor bolnave, la contactul direct cu car-
nea cruda, prin intermediul produselor lactate
contaminate in perioada fabricdrii si in conditii
casnice;

aerogend - in timpul lucrului cu nutreturile
contaminate;

transmisivd — prin muscaturile capuselor si altor
insecte hematofage infectate;

transplacentard - de la mame bolnave sau in
timpul nasterii.

Listeriile patrund in organismul omului prin
membranele mucoase ale cavitatii bucale, cdilor res-
piratorii, prin tegumentele lezate. Pe cale limfogena
listeriile disemineaza la inceput in ganglionii limfati-
ci, apoiin organele parenhimatoase (amigdale, ficat,
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splind, suprarenale, creier), in care se dezvolta granu-
lome - listeriome cu necroza in centru. Intoxicarea si
raspandirea limfogena determina formele clinice si
generalizarea posibila a procesului infectios.

Sunt descrise diferite forme clinice: angino-
zo-septica; oculoglandulard; septico-tifoidd; forme
nervoase (meningite, encefalite, meningoencefalite);
listerioza cutanata, caracteristica lucratorilor din ve-
terinarie. Primele trei forme au o evolutie benigna.
Formele nervoase, in lipsa tratamentului adecvat,
determind o letalitate de 50-70%. in listerioza gravi-
delor in 80% din cazuri se nasc copii morti.

in functie de evolutiaformelor clinice de boal3,
se deosebesc forme acute, subacute, cronice.

Diagnosticul de laborator

Examenului microbiologic sunt supuse diverse
obiecte ale mediului si biosubstrate:
produse alimentare: de origine animaliera
(carnesi produse din carne, lactate, cascavaluri,
branza, produse acidolactice, unt); de origine
vegetala (legume, produse finite si semifabri-
cate din legume);
obiecte din mediu (solul, apele de suprafats,
apele reziduale, cele din fantani);
lavaje de pe suprafata interioara a frigiderelor
si utilajului din reteaua de comert;
furajele;
de la bolnavi se recolteaza biosubstrate in
functie de forma clinica: sange, lichid cefalo-
rahidian, mucozitati rinofaringiene, punctat
din ganglionii limfatici, secret vaginal; de la
nou ndscuti - meconiu; de la decedati se exa-
mineaza fragmente de tesuturi (creier, spling,
ficat, ganglioni limfatici).

Metodele examenului microbiologic

Microscopia are o valoare secundara din cauza
polimorfismului listeriilor. in cazul meningitei liste-
rioase in frotiuri din lichid cefalo-rahidian listeriile se
pot dtecta in aproximativ 40% din cazuri. Microsco-
pia este mult mai utila pentru studierea organelor
animalelor decedate sau a nou-nascutilor decedati
de listerioza. Frotiurile-amprente se fixeaza prin
metode chimice si se coloreaza Gram sau Giemse.
Listeriile se evidentiaza sub forma unor bastonase
scurte, groase, grampozitive, uneori ca filamente
aranjate solitar sau in grupuri.

Izolarea si identificarea culturii pure. Listerii-
le se izoleaza utilizand mediile de cultura descrise
mai sus..

Testul CAMP (Christie, Atkins, Munch, Petersen)
consta in capacitatea L. monocytogenes si L. ivanovii
de a produce un factor difuzibil, care actioneaza




sinergic cu B-lizina stafilococica,
determinand liza completd a he-
matiilor de ovine sau bovine. Pen-
tru L. monocytogenes se foloseste
S. aureus, iar pentru L. ivanovii
- Rhodococcus equi din familia
Nocardiaceae. Se pot utiliza discuri
din hartie de filtru, impregnate cu
[-lizina stafilococica.

Identificarea serologica:
cultura pura se testeaza in RA cu
antiseruri ale serovariantelor 1 si
4 (mai frecvent izolate de la om).
Tipizarea moleculara se realizeaza
in PCR. Se utilizeaza test-sisteme
care permit determinarea L. mo-
nocytogenes virulente in substrate
biologice de la bolnavi, in lapte si
alte produse alimentare.

Anticorpii la bolnavii cu lis-
terioza pot fi detectati din a doua
saptamana de boald in RFC cu
antigen standard (titrul diagnostic
1:5 si mai mult).

in Republica Moldova mor-
biditatea printre animale nu este
studiata. Nutreturile, materia
prima, produsele de provenienta
vegetala si animala, alte obiecte
ale mediului nu se supun controlu-
lui de laborator pentru depistarea
listeriilor. Nu se efectueaza nici
supravegherea sanitaro-epide-
miologicd a infectiei mentionate.

Morbiditatea cu listerioza
printre persoanele mature, copii
si femei gravide la fel nu este stu-
diatd, diagnosticul de laborator
nu este implementat in practica
laboratoarelor bacteriologice.

In prezent, in laboratorul de
microbiologie sanitara a Centru-
lui National Stiintifico-Practic de
Medicina Preventiva se efectuea-
za cercetari microbiologice ale
obiectelor mediului, inclusiv ale
produselor alimentare in scopul
depistarii microorganismelor din
genul Listeria. Rezultatele obtinu-
te vor permite argumentarea ne-
cesitatii introducerii in Standardul
national a L. monocytogenes ca un
indicator microbiologic de impu-
rificare a produselor alimentare.
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De asemenea, se presupune elaborarea unor recomandari metodice
cu privire la depistarea agentului in cauza.
Tabelul 1
Teste pentru determinarea genului Listeria
Teste Reactia
Mobilitatea la tempeatura camerei +
Catalaza +
Hidrogen sulfurat -
Acid din glucoza +
Producerea indolului -
Utilizarea citratului de sodiu -
Ureaza -
Voghes-Proskauer +
Reactia cu rosu de metil +
Legenda:,,+" - reactie pozitiva; -, reactie negativa.
Tabelul 2
Teste pentru diferentierea speciilor
Caractere
Fermentare CAMP Hidroliza
Specii 3 § B § - § g s |23 <
= § ; § S| S 3 = S|1ZE 8| =
S| | S|3S| S| %3 8 &3] %
SR DU |40 R|T|SI|=
L. monocytogenes| - | - |+ |+ |+ |V |+ | + | + |+ ]|+ |+
L. ivanovii S T I e e e
L. seeligeri e e T e el T e i
L. innocua -l - V]-|l-]-|F]+ ]|+ ]+ +]+
L. weshimeri - |+ V]-]-]-|+]+ ]+ [+]+]+
L. grayi + - | V] - - -+ | + + |+ |+ | +
Legenda: ,+" - reactie pozitivd; -, — reactie negativa; V" - reactie variabila.
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