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RESUMO

Doengas de transmissdo hidrica e
alimentar (DTHA) acarretam impor-
tantes problemas econdmicos e de sau-
de publica no mundo atual. Este estudo
relata um surto de Doenga Transmitida
por Alimento - DTA que envolveu 12
pessoas de duas residéncias localiza-
das na Regido do ABC paulista em
dezembro de 2012. Quatro pessoas
de uma residéncia tiveram sintomas
de diarreia, colica abdominal, nausea,
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vomito, febre e prostragdo, sendo que
apenas duas consumiram o bolo pre-
parado em Ribeirdo Pires, SP - Bra-
sil. Outras oito pessoas consumiram
o mesmo alimento no municipio de
Maua e, além dos sintomas citados,
houve também registro de insuficién-
cia renal e parada cardiorrespiratoria.
Dentre os envolvidos, uma menina de
oito anos veio a obito apos convulsdo
e bronco-aspiracao. O periodo variou
entre 2 ¢ 22 horas apos o consumo
do alimento. A amostra de bolo foi
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analisada segundo a metodologia pre-
conizada pelo BAM-FDA e teve como
resultados: Coliformes termotoleran-
tes (NMP = 4,6x10%g); Bacillus ce-
reus (1,5x10° U.F.C./g) e presenca de
Salmonella Enteritidis em 25 gramas.
Clostridium perfringens, Staphylococ-
cus aureus € Listeria monocytogenes
nao foram isolados. Foram realizadas
duas coproculturas que apresentaram
resultados positivos para Salmonella
Enteritidis. As cepas de Salmonella
spp isoladas, tanto no alimento como
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nas fezes dos pacientes, apresentaram
similaridade genética e mesmo perfil
de suscetibilidade aos antimicrobianos.
Assim, foi constatado o envolvimento
do bolo como veiculador de patogenos
e ressaltada a importancia do trabalho
em conjunto das vigilancias sanitarias
e epidemiologicas de ambos os muni-
cipios e o laboratorio de referéncia em
saude publica, fundamental na elucida-
¢do deste surto.

Palavras-chave: Salmonella
Enteritidis. Bacillus cereus. Vigilancia
sanitaria. Vigildancia epidemiologica.

ABSTRACT

Foodborne illness are still important
public health problems in the world
today. This paper reports an outbreak
of food poisoning involving 12 people
from two residences located in the ABC
Region, Sdo Paulo, Brazil in Decem-
ber 2012. Four people of one residence
had symptoms of diarrhea, abdominal
cramps, nausea, vomiting, fever and
prostration, and only two people had
eaten the cake. Eight others had con-
sumed the same food in the Maua city
and beyond the symptoms mentioned
above, there was kidney failure and
cardiac arrest. Among those involved,
an eight-year-old girl has died after
seizure and bronchial aspiration. The
incubation period ranged from 2 to
22 hours. The cake sample was ana-
lyzed according to the methods rec-
ommended by the FDA-BAM and had
the following results: thermotolerant
coliforms (NMP = 4.6 X 10V / g),; Ba-
cillus cereus (1.5 X 10° CFU / g) and
presence of Salmonella Enteritidis in
25 g. Clostridium perfringens, Staphy-
lococcus aureus and Listeria monocy-
togenes were not isolated. Two stools
samples were tested for Salmonella
Enteritidis had been positive for both.
Salmonella strains isolated in both
food and stools of patients has showed
genetic similarity and the same profile
of antimicrobial susceptibility. Thus, it

was found the involvement of the cake
as disseminator of pathogens and em-
phasized the importance of working to-
gether of sanitary and epidemiological
surveillance of both cities and public
health laboratory, fundamental to elu-
cidation of this outbreak.

Keywords: Sa/monella Enteritidis.
Bacillus cereus. Healthsurveillance.

INTRODUCAO

oengas transmitidas por ali-

mentos - DTA constituem

importantes problemas de

saude publica no mundo
atual. Os alimentos preparados em
domicilios tém grande influéncia na
ocorréncia de surtos de DTA, devido
as falhas higiénicas na manipulag@o
(LEITE, 2006) e também por contami-
nagdo cruzada através de utensilios e
ambientes contaminados.

A DTA tem por conceito, uma sin-
drome constituida por anorexia, nause-
as, vomitos e/ou diarreia relacionada a
ingestdo de alimento ou dgua contami-
nada por diversos agentes etiologicos,
dentre eles as bactérias. Surto ¢ um
episddio em que dois ou mais indivi-
duos apresentam os mesmos sintomas
ap6s ingestao de alimentos de mesma
origem. Entre os anos de 2000 ¢ 2015
ocorreram 10.666 surtos de DTA em
todo o Brasil, onde 2.107.229 pessoas
foram expostas e destas 209.240 fica-
ram doentes, 0 que acarretou em 155
obitos. Dos agentes etiologicos en-
contrados nesse levantamento, 58,5%
nao foram identificados; 14,4% foram
identificados como Salmonella app;
7,7% como S. aureus; 6,5% como E.
coli; 3,1% como B. cereus; 2,1% como
C. perfringens e 7,7% por demais
agentes etiologicos (SINAN/SVS/MI-
NISTERIO DA SAUDE, 2015).

Ha cerca de 250 agentes etioldgi-
cos transmitidos por agua/alimentos
causando, além de sintomas como
diarreia, incluindo as sanguinolentas,
sindromes mais complexas como as
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neurologicas, ictéricas, renais, alérgi-
cas, respiratorias; septic€micas e morte
(CVE, 2008).

Os servicos de vigilancia sanitaria
¢ epidemiologica municipais realizam
investigacdes das DTAs que tém como
caracteristicas as ocorréncias pontuais
na populacao exposta ao risco, o nu-
mero de pessoas afetadas, a presenca
de diferentes sintomas, periodos de in-
cubacdo diversos e, em casos graves,
podendo evoluir a dbitos nos individu-
os acometidos. O laboratdrio de satde
publica atua em parceria com o0s 6rgaos
de vigilancia na elucidagdo dos agen-
tes etiologicos nos diferentes produtos
¢ materiais bioldgicos a serem analisa-
dos (FRANCO & LANDGRAF, 1996;
GERMANO & GERMANO, 2001
apud PASSOS, 2008).

Bacillus cereus ¢ uma bactéria ubi-
qua que pertence ao grupo de bactérias
formadoras de esporos e tem sido asso-
ciada a varios surtos de intoxicagao ali-
mentar. A contaminagdo de alimentos
por este micro-organismo esta ligada a
ocorréncia de duas sindromes distintas
devido ao consumo de alimentos con-
taminados com cepas patogénicas pro-
dutoras de toxina emética e diarreica
(PAIVA et al., 2009).

Salmonella spp ¢ uma enterobacté-
ria responsavel por surtos de DTA de
caracteristica severa, sendo um dos
principais patogenos envolvidos em
surtos notificados em diversos pai-
ses (MAIJALA, RANTA & SEUNA,
2005; TESSARIL, CARDOSO & CAS-
TRO, 2003 apud SHINOHARA et al.,
2008). A presenga deste micro-orga-
nismo nos alimentos ¢ um importante
problema de saude publica, nao sendo
tolerado, tanto nos paises desenvolvi-
dos como nos paises em desenvolvi-
mento. Os sinais e sintomas podem ter
seus diagndsticos mal interpretados,
sobrecarregando cada vez mais o siste-
ma de saude (FLOWERES, 1988 apud
SHINOHARA et al., 2008).

A Salmonella entérica subsp. enté-
rica sorovar Enteritidis (SE) surgiu no
inicio dos anos de 1980 e com maior
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frequéncia em meados dos anos de
1990, sendo este patdgeno um dos
principais agentes em relatos de sur-
tos em todo o mundo (KAKU et al.,
1995). Segundo Wright et al. (2015),
o nimero anual de surtos de SE au-
mentou bruscamente nos anos de 1970
e 1980, porém declinou significante-
mente ap6s a década de 1990, estando
a SE entre o topo dos tr€s sorovars em
casos relatados de Salmonella nos Es-
tados Unidos da América. Os alimen-
tos mais implicados na transmissdo
de SE sdo a base de ovos e/ou gemas
cruas e carnes de aves mal cozidas ou
contaminadas de forma cruzada apds
coccdo (CDC, 1990; POPOFF & MI-
NOR 1992; ST. LOUIS et al., 1988;
STEVENS et al., 1989 apud KAKU et
al., 1995, WRIGT et al., 2016).

De acordo com estudos realizados
por Germano et al. (1993 apud GUI-
MARAES et al., 2001), somente 10%
do numero real de surtos de DTA sdo
confirmados, isso se deve ao atual es-
tado de desenvolvimento dos servigos
de vigilancia epidemioldgica e a falta
de conscientizagdo por parte da po-
pulagdo diante do problema. Muitos
desses surtos, portanto, sdo subnotifi-
cados.

O objetivo do presente trabalho foi
caracterizar e relatar a ocorréncia de
um surto de DTA acometendo duas
familias residentes em municipios vi-
zinhos na regido do ABC, no estado
de Sao Paulo, em dezembro de 2012
(a notificagdo foi realizada aos orgaos
publicos em janeiro de 2013)

MATERIAL E METODOS

Uma amostra do alimento, acom-
panhada de oficio de solicitagdo de
andlise juntamente com o relatorio
epidemiologico dos afetados através
da vigilancia sanitaria municipal de
Maud/SP, foi encaminhada para anali-
se. No dia seguinte as vigilancias sa-
nitaria e epidemiologica do municipio
de Ribeirao Pires - SP encaminharam a
Ficha para Diagnostico de DTA. Am-
bos os documentos foram preenchidos
através de entrevistas realizadas nas
residéncias dos afetados e familiares,
bem como dos doentes atendidos e
internados na UPA e Hospital Munici-
pais.

Relato do caso - Segundo a inves-
tigacdo das equipes das Vigilancia Sa-
nitaria e Epidemiologica Municipal de
Ribeirdo Pires e Maua - Sdo Paulo, o
alimento envolvido foi preparado em
uma residéncia no municipio de Ribei-
rdo Pires para a ceia de natal de 2012,
apos o preparo de aves e outros alimen-
tos - bolo de coco (onde foi utilizado o
po para preparo de bolo sabor coco),
com recheio e cobertura de creme pre-
parado com leite condensado e amido
de milho e coberto com coco ralado.
Quatro pessoas tiveram sintomas clini-
cos, sendo que apenas duas consumi-
ram o bolo. Apds o ocorrido a dona da
residéncia pediu para sua funcionaria
descartar o alimento suspeito, porém a
mesma decidiu doa-lo a sua vizinha no
municipio vizinho de Maud onde oito
pessoas adoeceram apds consumirem

o alimento (Tabela 1).

O periodo de incubacdo variou en-
tre 2 e 22 horas, sendo que dos 12,
nove afetados foram hospitalizados.
Dentre os envolvidos, uma menina de
0ito anos veio a obito apos convulsao
e bronco-aspiracao, fato esse ocorrido
em 30/12/2012, ap6s a familia ter acio-
nado o Servigo de Atendimento Movel
de Urgéncia (SAMU), que constatou a
morte da crianga e, em seguida, confir-
mado a bronco-aspiragdo pelo Instituto
Meédico Legal.

A principio houve suspeita de en-
venenamento por parte da familia da
menina que veio a obito, e a mesma
fez dentincia na delegacia do munici-
pio de Maud, entregando a amostra do
bolo suspeito para analise. Em janeiro
de 2013 a delegacia acionou a equi-
pe da Vigilancia Sanitaria Municipal,
esta, por sua vez, acionou a Vigilancia
Epidemiologica a fim de investigar da-
dos dos pacientes hospitalizados. Esse
caso teve ainda repercussdao na midia
local e televisiva.

Coleta das amostras — A amostra
do bolo foi acondicionada em saco
plastico transparente de primeiro uso,
etiquetado e lacrado, mantida sob re-
frigeracdo e, em seguida, encaminhada
para andlise ao laboratorio de micro-
biologia alimentar do Centro de La-
boratério Regional do Instituto Adolfo
Lutz de Santo André VIII, onde foi
identificada e mantida a temperatura
de refrigeracdo até o momento da ana-
lise. Foram realizadas duas coprocul-
turas de duas pessoas hospitalizadas

Tabela 1 - Sintomatologia apresentada pelos individuos afetados no surto ocorrido nos municipios de Ribeirdo Pires e Maud, 2012.

Nimero de pessoas doentes

Municipios

Sintomas relatados

(n)

Diarreia, colica abdominal,

Ribeirdo Pires 4 " .
nauseas, vomitos e febre
Diarreia, colica abdominal, nauseas, vomitos,
3 febre e prostacdo, insuficiéncia renal, parada
Maua 8 P ¢ p

Obito

cardiorespiratoria, convulsdo, bronco-aspiracdo e
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no Hospital Municipal de Maua. As
amostras foram coletadas por zaraga-
toa retal e transportadas pela Vigilancia
Epidemiologica do mesmo municipio
e encaminhadas ao laboratorio de Bac-
teriologia do mesmo Centro Regional
de Santo André.

Andlise das amostras — A amostra
de bolo foi analisada segundo as meto-
dologias preconizadas pelo Bacterio-
logical Analytical Manual — US Food
and Drug Administration (BAM-FDA
online), sendo pesquisados os seguin-
tes micro-organismos: coliformes ter-
motolerantes, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Clostridium perfrin-
gens, Salmonella spp e Listeria mo-
nocytogenes. As amostras do material
fecal foram realizadas segundo a me-
todologia preconizada por Pessoa et al.
(1978).

Identificacdo das cepas — As cepas
sugestivas de Salmonella spp foram
confirmadas pelo kit miniaturizado
API 20E da Biomerieux® e com soro-
logias polivalentes flagelar e somatico.
Quatro cepas, duas do bolo e duas de
pacientes, foram enviadas ao Labora-
torio de Doengas Entéricas - Centro
de Bacteriologia, Instituto do Adolfo
Lutz, Laboratorio Central - SP para
identificagdo do sorotipo. A sorotipa-
gem das cepas foi realizada por testes
de aglutinagdo em lamina, com an-
tissoros especificos para Salmonella
produzidos no proprio laboratério de

Enteropatogenos, do Instituto Adolfo
Lutz, de acordo com metodologia pa-
dronizada (POPOFF, 2001). O soroti-
po foi definido pela caracterizagdo dos
seus antigenos somaticos e flagelares
de acordo com o esquema de White-
-Kauffmann-LeMinor, 2007 (GRI-
MONT & WEIL, 2007).

Perfil genético - As amostras de
Salmonella foram analisadas por Ele-
troforese em campo pulsado (PFGE)
no Laboratério de Doengas Entéricas
- Centro de Bacteriologia do Instituto
Adolfo Lutz, Laboratorio Central - SP,
segundo protocolo padronizado pela
rede PulseNet (www.cdc.gov/pulse-
net/protocols.htm) (HUNTER et al.,
2005). Para determinar a similaridade
genética entre as cepas, os padroes de
restricdo gerados apds digestdo com a
enzima de restricdo Xbal, foram ana-
lisados pelo programa BioNumerics
versdo 5.1 (AppliedMaths®, Bel-
gium). Os dendrogramas para a analise
da similaridade genética entre as cepas
foram realizados pelo método UPG-
MA (Unweighted Pair Groupusing
Mathematical Average Taxonomy),
utilizando-se o coeficiente de Dice,
com otimizagdo e tolerancia de 1,5%.
Para normalizacao do gel, foi utiliza-
da cepa padrao S. Braenderup H9812
(Figura 1).

Teste de suscetibilidade a anti-
microbianos - A suscetibilidade a
antimicrobianos foi determinada pelo

método de disco difusdo (BAUER
et al., 1966), utilizando os seguintes
discos (OXOID) conforme recomen-
dacoes do CLSI (2011): acido nalidi-
xico 30pg, amoxicilina/ac. clavulanico
20/10ug, ampicilina 10pg, amicacina
30pg, aztreonam 30pg, ceftazidima
30pg, cefotaxima 30pg, ceftriaxona
30ug, cefepima 30pg, ciprofloxacina
Sug, cloranfenicol 30ug, estreptomi-
cina 10 pg, gentamicina 10pg, imipe-
nem 10pg, tetraciclina 30ug, trimeto-
prim/sulfametoxazol 1,5/23,75ug.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

A amostra do bolo apresentou con-
taminagdo por coliformes termotole-
rantes (NMP = 4,6x10%g); Bacillus
cereus (1,5x10° UFC/g) e por Salmo-
nella spp em 25 gramas. Clostridium
perfringens, Staphylococcus aureus
e Listeria monocytogenes nao foram
isolados. As duas amostras biologicas
(material fecal) apresentaram resulta-
dos positivos para Salmonella spp.

A identificagdo sorologica das
amostras de Salmonella spp isoladas
de origem humana e alimentar revelou
tratar-se do sorotipo_Salmonella En-
teritidis. Por meio da eletroforese em
campo pulsado (PFGE), tanto as cepas
do bolo como das coproculturas, foram
confirmadas como sendo do mesmo
clone (Figura) e apresentaram sensi-
bilidade a todos os antimicrobianos

Figura 1 - Dendrograma obtido pela analise por PFGE dos fragmentos obtidos pela digestdao com Xbal das cepas de S. Enteritidis. Foi
utilizado o coeficiente de Dice com tolerancia de 1,5% e UPGMA no Bionumerics. Estdo indicados niimero da cepa/ano (Key), a fonte de

origem e 0 sorotipo.
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testados, exceto ao acido nalidixico.

A investigacao de um surto de DTA
se da por meio_de trés eixos principais:
(1) investigagdo epidemiologica re-
alizada por meio de formuldrios com
entrevistas dos afetados no surto para
identificagdo da forma de transmis-
sdo e o provavel agente etiologico; (2)
analises laboratoriais com amostras
clinicas coletadas, bem como de agua
e alimentos, conforme o caso, para a
identificacdo do agente etiologico; e
(3) investigagdo do ambiente onde o
fato ocorreu, para detectar os fatores
que contribuiram para as provaveis
situacdes da ocorréncia do mesmo
(SANTA CATARINA, 2006 apud
WELKER et al., 2010). Os trabalhos
das vigilancias sanitarias e epidemio-
l6gicas de ambos os municipios envol-
vidos contribuiram muito para a eluci-
dac¢do deste surto, sendo as atribui¢des
inerentes a cada instituicao executadas
de maneira efetiva.

Dados da literatura indicam as resi-
déncias como o local de maior ocorrén-
cia de surtos de DTA (WELKER et al.,
2010), o que revela a necessidade de
programas educativos visando orientar
e educar a populacdo em geral quanto
aos cuidados no preparo, conservacao,
manipulagdo e consumo dos alimen-
tos. De acordo com o levantamento
entre 2000 a 2015 do SINAN/SVS/
MINISTERIO DA SAUDE (2015),
38,4% dos surtos de DTA ocorreram
em residéncias; 15,5% em restaurantes
¢ padarias (similares); 11,3% em local
ignorado; 8,7% em creches/escolas;
8,2% alojamento e trabalho; 2,8% em
hospitais e unidades de saude; 0,5%
em asilos e demais locais representam
aproximadamente 14,6%.

A dose infectante de Bacillus ce-
reus encontrada na amostra do bolo
(1,5x10° UFC/g), contribuiu para a
ocorréncia do surto, uma vez que essa
quantidade pode ser suficiente para a
producgdo de toxina que desencadeia
o quadro sintomatoldgico caracteris-
tico desse agente. Segundo Mendes
et al. (2004) e Mendes et al. (2011),

as superficies que entram em contato
com os alimentos prontos para o con-
sumo, tais como: pias, bancadas e etc.,
podem propiciar a contaminagdo por
Bacillus cereus e o mesmo se multipli-
car em condigdes adequadas de tempo
e temperatura. E fundamental, portan-
to, a adocdo de medidas rigorosas de
higiene nesses locais, bem como de
utensilios e equipamentos, a fim de se
prevenir com seguranga a ocorréncia
de doengas de origem alimentar por
B. cereus. Normalmente ¢ encontrado
em baixos niveis nos alimentos (<10?
UFC/g), estando aceitaveis em termos
de saude publica (BRASIL, 2001). A
intoxicacdo causada por surtos de B.
cereus esta também associada a falhas
na conservagao dos alimentos expostos
por tempos e temperaturas inadequa-
das, propiciando que estas bactérias
se multipliquem a niveis significativos
(>10° UFC/g) e liberando, assim, suas
toxinas que desencadeiam a doenga.
Dentre os alimentos implicados em
DTA por B. cereus destacam-se pratos
a base de arroz, cremes, espaguetes,
pratos a base de cereais, contendo mi-
lho e amido de milho, puré de batata,
vegetais, carnes, leite e derivados e etc.
(PAIVA et al., 2009).

Os surtos de doencga de origem ali-
mentar causados por Salmonella ente-
rica subsp. entérica sorovar Enteritidis
(SE) aumentaram consideravelmente
no final da década de 1980, tornando-
-se um importante problema economi-
co e de satide ptiblica (SILVA JUNIOR,
2001; SILVA; DUARTE, 2001 apud
KOTTWIZ et al., 2010). Nos Estados
Unidos, 182.060 surtos causados por
SE foram principalmente associados
ao consumo de ovos crus (SCHROE-
DER, 2005 apud FUZIHARA et al.,
2011). A FoodNET, em 2007, realizou
um levantamento preliminar, quando
mostrou que a incidéncia de casos de
salmonelose continua elevada, sendo o
sorovar Enteritidis a ocupar, atualmen-
te, o primeiro lugar entre os sete soroti-
pos mais frequentes (CDC, 2008 apud
FUZIHARA et al., 2011). Fernandes et
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al. (2014) identificaram, por meio da
técnica de PFGE, 30 surtos de DTAs
causados por SE distribuidos no estado
de Sdo Paulo, sendo 209 cepas isola-
das de 103 amostras de fezes e 9 de
alimentos.

Os dados apresentados no presen-
te estudo revelaram que as amostras
isoladas de SE de origem humana e
alimentar pertenciam ao mesmo clo-
ne, pois apresentaram similaridade
genética (Figura 1) e mesmo perfil de
suscetibilidade aos antimicrobianos
testados.

CONCLUSAD

Pelas investigacdes sanitaria e epi-
demiologica sugere-se que ocorreu
contamina¢ao cruzada onde o bolo foi
preparado pois, segundo entrevistas
com os afetados, duas pessoas nao co-
meram o bolo, mas tiveram sintoma-
tologia compativel com os demais que
consumiram o referido produto. Foram
também preparadas, previamente, aves
para a ceia de natal sugerindo contami-
nagdes em pia, bancadas e utensilios.
Quanto ao preparo do bolo e do creme,
ambos sofreram cocgdo eliminando
assim a SE, mas pode ter ocorrido a
sobrevida de esporos de B. cereus que
poderia estar no amido de milho (cre-
me) ou no po para preparo de bolo com
posterior multiplicagdo e produgdo da
toxina, sugerindo ser toxina emética
pelo curto periodo de incubagao.

O trabalho em conjunto das vigi-
lancias sanitérias e epidemiologicas de
ambos os municipios ¢ dos Laborato-
rios de Saude publica, foi fundamental
na elucidacdo deste surto.
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