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MICROBIOLOGIA INTOXICATIILOR
ALIMENTARE

Intoxicatiile alimentare suat boli acute mecontagioase, care se declanseazi in urma
consumului de alimente masiv contaminate cu anumite specii de microorganisme §i toxinele
ior.

Se disting intoxicatii de origine microbiana si otraviri nemicrobiene.

intoxicatiile alimentare de origine micrebiani se impart in: toxiinfectii; toxicoze
(bacteriene si micotoxicoze); mixte.

67.1. TOXIINFECTIILE ALIMENTARE

67.1.1. Definitie si etiopatogenie

Toxiinfectiile alimentare sunt boli acute declangate de consumul alimentelor care
congin cantitali mari de celule vii ale agentului patogen specific si ale endotoxinelor con-
centrate in produs prin moartea microbilor.

Conditia principald pentru dezvoltarea toxunfccnel ahmenlare este multiplicarea
prealabild a agentului patogen pana la concentratii de 107~ bactem/g de produs. Pa-
trunderea in tractusul digestiv a unor doze mari de agenii vii si 2 endotoxinei lor cauzeazi
un sindrom de gastrocateriti. In tractusul digestiv are loc multiplicarea ultcrioara a agen-
tului §i simultan moartea unui numir mare de bacterii cu eliberarea endotoxinei, care se
absoarbe din intestin 5i determind manifestirile clinice.

Toxtinfectiile alimentare trebuie diferentiate de bofile infecfioase cu poarti de intrare
digestiva (ferba tifoida, dizenteria s. a.). Desi in ambele cazari ingerdm microbi vii, pentru
declansarea unei boli infectioase este suficient ca impreuni cu alimentcle sa pitrunda o
cantitate relativ micA de bacterii, care Insa datoriti virulentei lor particulare, se multiplici
intensiv cauzdnd un proces patologic specific cu simptoame clinice caracteristice.

Toxiinfectiile alimeniare sunt urmarea nerespect#rii normelor sanitare si a
procesului tehnologic de preparare a alimentelor. Comparativ cu bolile infectioase transmise
pe cale alimentar3, particularitagile toxiinfectiilor alimentare sunt urmatoarele:

a se declangeazd acut pe fondul unei sanatdti depline;

m au perioada de incubagie comparativ scurtd (de regula, cateva ore);

a afecteazi simalian un numdr mare de persoane care au consumat acelasi produs
alimentar;

= au evolufie scurta si se termini, de regula, cu insinilosire;

w nu au raspandire epidemica: boala nu se iransmite de la bolrav 1a sdniios;

a lipsegte starea de portaj indelungat;
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» simptoamele clinice de bazd sunt voma $i diareea.

Agentii care cauzeaz toxiinfectii alimentare fac parte din grupul bacteriilor potential
patogene: Proteus vulgaris, P. mirabilis, serovarurile diareigene de E. coli, B. cereus, C.
perfringens tip A, E. faecalis cu variantele liguefaciens si zymogenes, Vibrio
parahaemolyticus, precum si bacterii din genurile Citrobacter, Hafnia, Klebsiella, Yersinia,
Pseudomonas §. 2.

67.1.2. Agentii etiologici ai toxiinfectiilor alimentare:
biologia, izolarea si identificarea lor

Genul Proteus. Bacili gramnegativi, necapsulati, cu flageli si pili peritrichi. Se dispun
solitar, in perechi sau lanfuri scurte. Particularitatea lor principala este cresterea serpin-
ginoasa (cijaratoare) pe mediile solide. Dupd insdmaniare 1o centrul placii cu geloza,
cultura invadeazi, progresiv, cu un val toatid suprafaja mediutui.

Cauzi a toxiinfecpiilor alimentare cu Proteus pot fi fabricatele din carne tocata,
pestcle, salatele din legume, vinegreiele, diverse garnituri.

Cultura purs de Proteus se obfine prin insamantarea produsului in apa de condensare
a pantei de gelozad dupa metoda Schukevici. Se pot utiliza §i medii selective cu inhibitori
ai florei de asociatie. Identificarea culturii pure se efectueazi prin studierea caracterelor
biochimice: producerea de ureaza, fenilalanindezaminazi, ornitindecarboxilaza, indol,
hidrogen sulfurat, fermentarea zaharurilor (tabelul 67.1).

Enterococii apartin genulni Enterococcus gi fac parte din grupul D Lancefield al
streptococilor. Suni coci ovali, dispugi in perechi sau lanturi scurte, uzual imobili, gram-
pozitivi,

Toxiinfectit apar dupé consumul produseior lactate i a preparatelor din carne tocata
contaminate cu enterococi in concentratii mari.

Izolarea culterii pure se¢ efectneazd prin insdmangarea pe medii selective cu
polimixind, cristal violet. Rezultate bune se obfin pe mediul Slaneiz-Bartley cu azid de
sodiu si clorurd de trifeniltetrazoliv. Pe acest mediu apar colonii mici, rotunde, bombate,
de culoare viginie-inchis. Dupa verificarea caracterelor morfotinctoriale, pe frotiu colorat
Cram se testeazi catalaza. Enterococii sunt catalazonegativi.

Tabelul 67.1. Diferentierea principalelor specii de Protfeus

| Teste P. vulgaris P. mirabilis
Ueazd + +
Fenilzlanindezaminaza + . +
Ornitindecarboxdiazi - -_—
Indol + —
Hidrogen sulfurat + +
Fermentarea maltozei + -

Identificarea sc bazeazi pe urmitoareie teste: cresterea in bulion biliat 40%, la pH
9,6, in medii cu 6,5% NaCl, precum si la temperaturile critice de 10 gi 45°C. 1dentificarea
biochimici poate fi completata si cu identificarea antigenica.

Bacillus cereus este un bastonas mare, grampoziliv, sporogen, mobil, necapsulat,
dispus In lanturi scurte. [zbucniri de toxiinfecfii alimentare apar dupi consumul de
parjoale, diferite garnituri, inghefati, uneori gi a produselor de patiserie.
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Creste pe medii uzuale. In bulion creste difuz cu sediment floconos §i o peliculs la
suprafati. Pentru izolare este mai util mediul selectiv hiperclorurat cu polimixina si clorura
de trifeniltetrazoliu. Pe acest mediu, dupa 24-—96 ore la 30°C, apar colonii rosii-rubinii,
mari, rugoase, cu margini dantelate.

Identificarea se bazeazd pe caracterele morfotinctoriale si de cultivare (colonii R
hemolitice), si biochimice (producere de lecitinazi gi absenta fermentirii manitei).

Vibrio parahaemolyticus a fost izolat pentru prima data in 1963 de savanii japonezi.
Este un microorganism larg raspandit in apele marilor §i oceanelor, deseori este izolat din
produse alimentare de origine marina (peste, stridii, crabi, crevete, moluste). Poate cauvza
toxiinfectii alimentare. Au fost descrise toxiinfectii cu V. parahaemolyticus in urma utilizarii
unor legume murate (castraveti, varzi).

Este un vibrion gramnegativ, monotrich, foarte mobil, fAra capsula, nesporulat.
Creste pe medii cu concentratie sporitd de NaCl (3—7%) si la pH 7,8—8,2. Toxiinfectii
alimentare sunt cauzate mai frecvent de serovarurile 04:K12 si 04:K8.

Izolarea culturii pure se face prin Ins2mantarea produsului pe mediu diferential, o
geloza alcalina si salin3, cu zaharoza, penicilini si albastru de metilen. Culoarea mediului
esie albastra-verzuie. Pe acest mediu vibrionii formeaza colonii rotunde, bombate, semi-
transparente, cu suprafaja umedi si lucioasd. Cateva colonii suspecte sunt repicate in apa
peptonatd 1% clorurd de sodiu, care este incubati 18—24 ore la 37°C. Pe suprafata
mediului se formeaza o pelicula din care se pregitesc preparate umede intre lama si lameld,
pentru a observa mobilitatea, §i frotiuri colorate Gram.

V. parahaemolyticus este oxidazopozitiv {coloniile se coloreazi in cafeniun-visiniu la
aplicarea reactivului dimetilparafenildiamini); nu fermenteazi zaharoza, lactoza; cregte in
medii cu 3—8% cloruri de sodiu, dar nu si in cele cu 0,5 s5i 10%; decarboxileaza lizina
$i ornitina; produce indol, nu produce hidrogen sulfurat; este hemolitic $i nu produce
acetilmetilcarbinol.

Genul Citrobacter. Bacili mici, gramnegativi, mobili, nesporulati, necapsulagi. Sunt
comensali in intestinul omului sinitos. Unele serovaruri pot cauza toxiinfectii alimentare
dupa consumul salatelor si vinegretelor contaminate.

Cresc bine pe medii uzuale si pot utiliza citratu! ca unicad sursia de carbon. Spre
deosebire de E. coli nu sunt inhibati pe medii cu siruri biliare $i verde de briliant.

Pentru identificare se studiazi caracterele biochimice: cresc pe mediul cu citrat
(Simmons), nu produc feanilalanindezaminaza, lizindecarboxilazi si nici acetilmetiicar-
binol, dau reacfia cu rosu metil pozitiva, degradeazi zaharurile cu producere de acid si
gaz.

Uncle specii pot fi identificate prin aglutinare pe lama cu serurile anti-O i anti-H
corespunzitoare.

Yersinia enterocolitica. Bacterii ovoide, gramnegative, mobile numai la 22—29°C,
nesporulate, poseda capsuld. Poate fi depistata in lapte, inghejati, carne.

Cregte pe medii uzuale formand colonii mici, care cresc In dimensiuni peste 48 orc
la 22—29°C. Y. enterocolitica produce endotoxind, jar unele scrovaruri produc
enterotoxing termostabila.

Identificarea se face prin aglutinare cu seruri imune gi prin studierea caracterclor
biochimice. Y. enterocolitica scindeazi ureea, fermenteazd zaharoza, decarboxileaza or-
nitina, nu produce H2 S, nu utilizeazi citratul.

Klebsiella. Bacili gramnegativi, imobili, cu pili peritrichi, nesporulati, an o capsuli
bine dezvoiltata.

Relativ rezistenji la factorii mediului, pot fi depistati in sol, apa, pe legume, in
produsele lactate.
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Cultiva pe mediile diferentiale Endo, Ploskirev. Formeaza colonii mari, mucoide,
bombate, confluente, lactozopozitive,

Identificarea sc face prin aglutinare cu seruri imune §i prin studierea caracterelor
biochimice. Klebsielele degradeaza zaharurile cu formare de acid si gaz, utilizeaza citratul,
scindeazd wureca, decarboxileazd lizina, nu produc indol si H2S, nu dezamineaza
fenilalanina, produc acetilmetilcarbinol, dau reactie negativa cu rogu metil.

67.2. TOXICOZELE BACTERIENE

Toxicozele bacteriene sunt boli acute declansate prin consumul alimentelor care
contin exotoxina concentrati in ele dupa dezvoltarea agentului specific. In aceste cazuri
agentii vii pot fi prezenji chiar si in concentratii mici.

67.2.1. Toxicoze cauzate de stafilococi

Staphylococcus aureus esic agent potential a! unor intoxicatii aiimentare prin
enterotoxina pe care o produce in 6 variante antigenice: A, B, C, D, E, F. Enterotoxina
stafilococica este termorezistentd: [a fierbere, in functie de conditiile experimentului, se
inactiveazi tent intre 10 5i 40 minute.

Intoxicatiile se declanseazid mai frecvent dupa consumul laptelui §i 8 unor produse
lactate, produse de patiserie cu crema3, a cirnii $i produselor din carne, mai ales tocati.
In produsele acidolactice aceastd enteroloxini nu se acumuleazi, pentru ci dezvoltarea
stafilococilor este inhibata de acidul lactic,

Stafilococii fiind raspandifi pretutindeni, pericol goa_}le prezenta orice produs in care
s-au multiplicat stafilococii pan2 la concentratii de 10°~ ° UFC/g. Un asemenea produs
poate fi nemodificat organrologic, insa el este periculos prin concentratia enterotoxinei.

Stafilococii cultivd pe gelozd hipercloruratd cu lapte sau cu lapte si ou, in care
concentratia crescutid de clorurd de sodiu inhib3 dezvoltarea microflorei asociate. Cultura
izolata se identificd dupa schema uzuala.

Prezenja enterotoxinei atat in produsul alimentar, cat si in culturile izolate se deter-
minA prin reactia de precipitare in gel cu serurile imune antitoxice A, B, C, D, Esi F. Ca
antigen serveste extractul din produsul alimentar gi filtratul culturii de stafilococi crescuti
in bulion peptonat.

Se poate efectua si reactia de hemaglutinare indirectd, in care utilizim eritrocite cu
anticorpi antieritrotoxini adsorbifi pe suprafati. In lipsa acestor reactivi este utild proba
biologica: produsul suspectat sau filtratul culturii izolate se adminisireazi per os la mota-
nasi sau catelusi de 1—1,5 luni. In interval de 30—60 minute enterotoxina stafilococica
determind vomd si diaree. Animalele se insdnitosesc o datd cu climinarea toxinei din
organism.

67.2.2. Toxicoze cauzate de C. botulinum

Toxina botulinica determini intoxicatii severe, cu un procent considerabil de cazuri
letale.
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C. botulinum habiteazi in intestinu! animalelor, pis#rilor, pestilor, de unde, cu
fecalele, ajunge in mediul inconjurator si impurifich solul si produsele alimentare.

Este un bastonas grampozitiv, peritrich, necapsulat, cu spori subterminali ovali.

Botuiismul, in absoluta majoritate a cazurilor, apare dupi consum de alimente:
conservate in cas3, ciuperci murate si marinate, jambon, peste afumat, carnaji §. a.
Sterilizarea ineficient} a acestor conserve permite germinarea ulterioari a sporilor de C.
botulinum cu acumularea toxinei botulinice in aliment, iar consumul lor fira prelucrare
termica ulterioarz lasa activa toxina.

C. botulinum este un anaerob strict, se dezvoltid la temperatura de 28—35°C. In
coloana de geloza glucozatd formeaza cotonii transiucide cu periferia mai opacs; cxaminate
sub lupa aceste colonii apar ciuruite cu mici bule de gaz.

Antigenic bacilul botulinic ¢ste omogen, dar toxina produsd are 7 serovaruri: A, B,
C, D, E, F si G. Boala este cauzatd mai frecvent de serovarurile A, B sau E. Toxina
botulinici este termosensibila (distruss in dous minute 1a temperaturi intre 90 si 60°C sau
mai putin, in functie de tipul antigenic), dar rezistentd la aciditatea gastrich si la actiunea
enzimetor proteolitice.

Izolarea bacilului botulinic in culturi pure se efectueazi dupad metoda obisnuita de
izolare §i identificare a closiridiilor. Toxina poate F depistatd prin proba biologica pe
soareci albi. La o pereche se injecteazs iniravenos sau intraperitoneal 0,7—1 mi de cultura
sau extract din alimentnl suspect, Altd pereche se injecteazid cu materialul de examinat in
amestec cu serul polivalent. Observarea dureazi pand la 4 zile. Dacad prima pereche de
soareci moare, atunci se efectueaz proba pe 5 perechi de goareci, utilizand seruri antitoxice
monospecifice.

67.3. MICOTOXICOZELE

Micotoxicozele sunt otrdviri alimentare produsc de substanfe toxice secretate de
unele mucegaiuri multiplicate intr-un aliment. Aceste substante se numcsc micotoxine. Din
alimente si din nutrefuri pentru animale au fost izolate mai mult de 200 specii de fungi $i
identificate cateva zeci de micotoxine, Aceste toxine pot fi depistate si in carne, lapte, oua,
unde se concentreazi cand animalcle si pasirile sunt alimentate ¢t nutrefuri in care s-au
concentrat micotoxine.

Temperatura optima pentru dezvoltarea fungilor este de 25—28°C.,

Din grupu! micotoxicozelor sunt cunoscute aflatoxicoza, fusarioloxicoza, ergotismul
etc,

Aflatoxicoza este o intoxicatie cauzati de toxine produse de mucegaiuri ca Aspergilius
flavus (de aici si denumirea bolii), Aspergillus parasiticus §i mai rar din genul Penicillium.
Mai frecvent sunt afectate semintele oleaginoase cum sunt unele soiuri de nuci, seminte
de bumbac, migdale, porumb §. a. Periocada de dupa recoltare creeaza condijii optime de
temperatur2 si umiditate pentru dezvoltarca fungilor si concentrarea aflatoxinei.

Se dcosebesc mai multe tipuri de aflatoxine: B1, B2, CI, C2, M1, M2, B2a, C2a,
Mai toxick este toxina BI. Toate aflatoxinele au ¢ puternici actiune hepatotoxici si
hepatocarcinogena,

Diagnosticul se bazeazd pe depistarca si identificarea mucegaiurilor. Depistarca
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aflatoxinei se face prin inoculare in oud embrionate de gaind. Determind moarlea
embrionului.

Fusariotoxicoza se declanseaz3 dupid consumul pdinii §i produselor de panificatie
pregatite din grau afectat de ciuperca Fusarium graminearum. Mai frecvent este afectati
secara, mai rar graul si orzul. Boala evolueazi cu diaree si semne de afectare a sistemului
nervos central.

Ergotismul apare cand se utilizeaz3 in alimentatie fiini pregatita din graunje afectate
de Claviceps purpurea (secara cornuti). Toxina determina gastroenterita i afectarea sis-
temului nervos central (convulsii §. a.).

67.4. EXAMENUL MICROBIOLOGIC COMPLEX
IN CAZUL OTRAVIRILOR ALIMENTARE

67.4.1. Recoltarea, conservarea si transportul probelor

Se recolteazi probe in borcane sterile cu dopuri slefuite. Carnea In cantitate de 500
g trebuie recoltatd din diferite parti, inclusiv ganglioni limfatici, oase tubulare, sange din
cord, bild, continut intestinal. Cadavrele de pasiri se recolteazd intregi; pestele marunt
cate 2—3 bucati, iar de Ia pestele mai mare se taie segmente din partea caudala si din
vecinatatea capului. Din produsele lichide si semilichide, dupa omogenizare, se recolteaza
volume de 200 g (ml); din preparatele pentru felul II se recolteazd 1—2 portii. Voma si
lichidul de spalatura gastric3, in volum de 50—100 ml, se recolteazi pani la administrarea
medicatiei. Se mai recolteazd S—10 g de fecale si 10 ml sange din vena cubitala.

Materialul recoltat se sigileazi §i se expediazi imediat 1a laborator. Conservarea
probelor la 4—6°C nu trebuie s depaseasca 24 ore,

Pregatirea probelor. Se faramijeaza 25—30 g de produs Intr-un mojar sterii cu o
cantitate micad de apa peptonatd 0,1 %. Produsele lichide se insamanteaza fara prelucrare
prealabili. Alimentele cu reactie acida si lichidul de spalaturd gastrick se neutralizeazi
pana la pH 7,2—7,4 cu solutie 10% bicarbonat de sodiu.

Crema, untul si inghefata se topesc la 43—45°C. Materiile fecale se amesteca cu

solutie salina izotoni in proportie de 1:10.
67.4.2. Criteriile semnificatiei etiologice

Diagnosticul otravirilor alimentare se bazeaz3 pc anumite criterii:

1. O contaminare masiva cu bacterii a alimentului (210° raportats la 1 g de produs)
cu izolarea repetatd a aceluiagi agent de la bolnav.

2. Identitatea markerilor epidemiologici (biovar, serovar, fagovar, antibiograma) la
tulpinile izolate de la bolnavi si din alimentul suspect.

3. Cregterea semnificativi a titrului de anticorpi in serul bolnavilor fata de tulpina
microbiand suspectatd (autoserodiagnostic).

4, Depistarea exotoxinei prin proba biologica sau prin RHAIL

S. Confruntarea datelor de laborator cu cele epidemiologice $i evolufia bolii,
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67.4.3. Analiza produselor alimentare

- Din materialul examinat se pregatesc dilutii decimale succesive de la 10°! pana la

Produsul nediluat se insimanteazi in medii de tmbogitire (mediul «M», Miiller-
Kauffmann) si, paralel, pe placi cu mediile Endo, Leviae, Ploskirev, Wilson-Blaire. Toate
mediile insamaniate se incubeazd 24 ore la 37°C. Izolarea in cultura puri si identificarea
se efectueazii dupi schemele uzuale pentru familia Enterobacteriaceae.

Depistarea germenilor din genul Proteus se face insamaniand cate 0,1 m) din dilujiile
107 pana ta 10° in apa de condensare a pantei de gelozd dupa metoda Schukevici.

Escherichia coli se pune in evidenfi insimantand cate 1 ml din aceleasi dilutii in
eprubete cu cate 5 mi raediu Kessler. Dupa 24 ore de incubare la 37°C, se repica din fiecare
cprubet cate 0,1 ml pe mediul Endo,

S. aureus se depisteazs prin insimanjarea a cite 1 ml din dilutiile 10°! pani ia 10"
in cprubete cu 10 ml bulion peptonat cu 6,5% si 10% clorurd de sodiu. Cate 0,1 m! din
aceleasi dilutii se Ins3manteaz3 pe geloza hiperclorurata cu fapte si ou.

E. faecalis se evidentiaza insamantand cate 0,1 m) din dilugiile 10" pana la 107 in
mediul Slanetz-Bartley.

C. perfringens se depisteazi prin pipetarea in cutii Petri sterile 2 cate 0,1 ml din
toate dilugiile, peste care se toarn3 imediat si se omogenizeazi cate 8—9 ml mediu Wil-
son-Blaire. Dupi solidificare se toarni al doilea strat din 5—7 ml geloza «flamandas (fara
peptona). Culturile ebtinute se identificd dup? schema uzuala.

67.4.4. Analiza materialului de la bolnav

La inceput se insamanjeazi direct probele pe placi cu mediile Endo, Levine, Plos-
kirev, Wilson-Blaire, gelozi hiperclorurats cu {apte si ou.

Pentru depistarea salmoneletor pot fi utile hemoculturi ce insdmantarea a 10 ml
sange in 100 ml bulion bitiat sau mediul Rappoport; bila se insimanjeazi in proportic de
1:10 in bulion peptonat; materiile fecale, voma, lichidul de spilaturi gastrica, urina sc
insaimangeazi in medii de imbogitire (mediul «M», Milller-Kaufmann).

Utilizand medii de cultur3 selective si metodele descrisc in capitolele antcrioare,
putem izola si identifica B. cereus, E. faecalis sau C. perfringens.



