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_Resumo

A coexistência entre humanos e animais selvagens pode aumentar o r isco 

de transmissão direta de agentes patogénicos zoonóticos emergentes ou 

reemergentes para humanos. Este trabalho teve como objetivo aval iar a 

ocorrência de três impor tantes agentes patogénicos de or igem al imentar 

em animais selvagens de dois centros de conservação da v ida selvagem, 

em Por tugal. Para ta l, foram testadas 132 amostras fecais para a presen-

ça de Escher ichia col i (E. col i produtora de toxina Shiga (STEC) e não pro-

dutora de toxina Shiga (não-STEC)), Salmonel la spp. e Campylobacter 

spp.. Foi real izada a caracter ização genotípica (pesquisa de genes de v i-

rulência, pesquisa de genes de resistência a antimicrobianos (AMR), se-

quenciação total do genoma (WGS)) e fenotípica (serotipagem e per f is de 

AMR) de todos os isolados de interesse.

No geral, 62 amostras testaram posit ivo para pelo menos uma das espé-

cies anal isadas: 27,3% para STEC, 11,4% para não-STEC, 3,0% para Sal-

monel la spp. e 6,8% para Campylobacter spp. Foi detetada resistência a 

antimicrobianos em quatro isolados de E. col i e no único isolado de Cam-

pylobacter col i. A anál ise de WGS revelou que 57,7% (30/52) das E. col i 

patogénicas integram agrupamentos genéticos de isolados for temente 

re lacionados (muitas vezes envolvendo di ferentes espécies de animais), 

indicando a ex istência de circulação e transmissão de di ferentes esti rpes 

patogénicas de E. col i nas áreas estudadas.

Estes resultados apoiam a ideia de que a saúde dos seres humanos, dos 

animais e dos ecossistemas são interdependentes, reforçando a importân-

cia de uma abordagem One Health (Uma Só Saúde) para melhor monitori-

zar e controlar as ameaças em saúde pública.

_Abstract

Human–wi ld l i fe coex istence may increase the potent ia l r isk of d i rect 

transmission of emergent or re-emergent zoonot ic pathogens to humans. 

Intending to assess the occurrence of three impor tant foodborne patho-

gens in wi ld animals of two wi ld l i fe conservat ion centers in Por tugal. 

We invest igated 132 fecal samples for the presence of pathogenic E. 

col i (Shiga tox in-producing E. col i (STEC) and non-STEC), Salmonel la 

spp. and Campylobacter spp.. Genotypic character izat ion (search for 

v i ru lence and ant imicrobia l resistance (AMR) genes, Whole-Genome 

Sequencing (WGS)), as wel l as phenotypic character izat ion (serotyping 

and AMR prof i les) of a l l isolates of interest were per formed.

Overa l l, 62 samples tested posi t ive for at least one of these species: 

27.3% for STEC, 11.4% for non-STEC, 3.0% for Salmone l la spp. and 6.8% 

for Campylobacter spp. AMR was detected in four E. col i iso lates and in 

the only Campylobacter col i iso lated in th is study. WGS analys is revealed 

that 57.7% (30/52) of pathogenic E. col i integrated genet ic c lusters of 

h ighly c lose ly re lated isolates (of ten involv ing d i f fe rent animal species), 

suppor t ing the c i rcu lat ion and transmission of d i f fe rent pathogenic E. 

col i stra ins in the studied areas.

These resu l ts suppor t the idea that the hea l th of humans, an ima ls and 

ecosystems are inte rconnected, re inforc ing the impor tance of a One 

Hea l th approach to bet te r moni tor and contro l publ ic hea l th threats.

_Introdução

A inter face entre vida selvagem, animais que se destinam à 

produção al imentar e seres humanos, representa um ponto 

crítico de interação entre espécies e consequente transmis-

são e emergência/reemergência de agentes patogénicos 

em novas populações hospedeiras (1). De facto, das mais 

de 1400 espécies de agentes patogénicos que afetam o ser 

humano, mais de metade são de origem zoonótica. Estes 

agentes patogénicos podem ter uma ampla gama de hospe-
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deiros, sendo por isso, uma tarefa complexa avaliar as asso-

ciadas potenciais perdas económicas diretas e indiretas, em 

setores como a saúde pública, saúde animal e meio ambien-

te (2-4). Como tal, é crucial a implementação de programas 

integrativos de vigilância da vida selvagem, seguindo uma 

abordagem One Health (Uma Só Saúde), de forma a melhor 

compreendermos a interconetividade dos diferentes agentes 

patogénicos presentes em amostras clínicas humanas, nos 

animais e no ambiente e, consequentemente, melhor detetar-

mos e controlarmos as ameaças em saúde pública (5,6). 

Os javalis (Sus scrofa) são uma espécie com uma distribuição 

geográfica mundial e com um aumento significativo na Europa 

nas últimas décadas (7). Em Portugal, javalis e espécies de 

cervídeos (veado vermelho- Cervus elaphus e gamo- Cervus 

dama) são encontrados, principalmente, em áreas limitadas 

e controladas. Estas espécies são consideradas potenciais 

vetores na transmissão de agentes patogénicos para os seres 

humanos, quer por contacto direto, por exemplo, no contexto 

de atividades de caça, quer por contaminação indireta de ali-

mentos, águas ou áreas ambientais frequentadas por pessoas 

ou animais de estimação, através da urina ou fezes. 

Embora já existam alguns estudos na Europa, no contexto da 

One Health, acerca do potencial papel dos animais selvagens 

como reservatórios de presumíveis zoonoses, estes são escas-

sos e normalmente focados num só agente patogénico (8-19).

_Objetivos

Este trabalho teve como objetivo avaliar a ocorrência de três 

importantes agentes patogénicos de origem alimentar, E. 

col i patogénica, Salmonella spp. e Campylobacter spp. em 

animais selvagens ( javal is, veados vermelhos, gamos, ouri-

ços (Erinaceus europaeus) e ginetas (Genetta genetta)) de 

duas populações e habitats diferentes, e caracterizar os se-

rotipos, os marcadores de virulência, os per f is de resistên-

cia a antimicrobianos (AMR) e a diversidade genética dos 

isolados obtidos. Como os animais selvagens podem atuar 

como reservatórios ef icientes de AMR, foi real izada a deter-

minação do per f i l de AMR de uma fração das estirpes de E. 

col i não patogénicas. Foi também realizada uma análise de 

clusters dos isolados patogénicos de E. col i.

_Materiais e métodos

Populações estudadas e colheita de amostras

Este trabalho abrangeu duas áreas geográficas distintas, uma 

no distrito de Lisboa (Tapada Nacional de Mafra) e outra no 

norte de Portugal (Parque Biológico de Gaia). Foram colhidas 

132 amostras individuais de fezes frescas de animais em liber-

dade entre julho de 2020 e junho de 2021. As amostras foram 

colhidas com material próprio esterilizado, mantidas refrigera-

das e processadas de imediato após entrada no laboratório.

Métodos de isolamento e de caracterização fenotípica e 

genotípica

As estirpes foram isoladas recorrendo a métodos de isola-

mento convencionais. Para o caso de E. col i o isolamento 

foi efetuado como descrito em Pista et al. (20), para Salmo-

nel la spp., em conformidade com a ISO 6579-1:2017 (21), 

e para Campylobacter spp. em conformidade com a ISO 

10272-1:2017 (22). A serotipagem de Salmonel la spp. foi 

efetuada de acordo com o esquema de Kauf fmann-White-

-Le Minor (23) por aglutinação dos antigénios O e H. Os 

per f is de resistência a antibióticos foram determinados por 

difusão em disco, seguindo as recomendações e os l imites 

da European Committee on Antimicrobial Susceptibi l i ty 

Testing (EUCAST) (24). A identi f icação de genes específ icos 

associados à virulência e à resistência a antimicrobianos 

foi efetuada por PCR multiplex e/ou por sequenciação total 

do genoma (WGS). A anál ise de clusters (core genome - 

Mult i locus Sequence Typing- cgMLST) dos 52 isolados pa-

togénicos de E. col i foi real izada com base nos resultados 

de WGS uti l izando a ferramenta ReporTree v1.0.0 (25) atra-

vés do método MSTreeV2 do programa GrapeTree (26).

artigos breves_   n. 5
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_Resultados

Deteção e caracterização dos isolados

Na tabela 1 estão compilados os resultados obtidos.

Sessenta e duas (62) das 132 amostras testadas (47,0%) 

apresentaram resultado positivo para pelo menos uma das 

espécies bacterianas patogénicas analisadas. Estirpes pato-

génicas de E. coli (STEC e não STEC), de Salmonella spp. e 

de Campylobacter spp. foram detetadas em 37,9% (50/132), 

3,0% (4/132) e 6,8% (8/118) das amostras, respetivamente 

(tabela 1).

Teste de suscetibilidade a antimicrobianos e genotipagem dos 

isolados

Relativamente ao teste de suscetibilidade aos antimicrobia-

nos, todos os isolados de Salmonella spp. foram fenotipica-

mente suscetíveis aos 17 antimicrobianos testados e o isolado 

de Campylobacter coli apresentou resistência à Ciprofloxaci-

na, Tetraciclina e Ampicilina. No caso das estirpes de E. coli, a 

resistência a antimicrobianos foi detetada fenotipicamente em 

4,7% dos isolados testados (4/85; em 5,8% dos isolados pato-

génicos e 3,0% dos não patogénicos), dos quais um foi classi-

ficado como resistente a múltiplos antimicrobianos (MDR). Um 

isolado de E. coli enterotoxigénica (ETEC) de uma amostra de 

fezes de javali apresentou resistência à Tetraciclina e ao Sul-

fametoxazol; um isolado de E. coli enteropatogénica (EPEC) 

de uma amostra de fezes de veado vermelho era resistente à 

Ampicilina, à Ciprofloxacina e ao Ácido Nalidíxico; um isolado 

EPEC de uma amostra de fezes de javali apresentou resistên-

cia à Ampicilina, Cloranfenicol e ao Sulfametoxazol (MDR) e 

um isolado não patogénico de E. coli da amostra de fezes da 

gineta era resistente ao Sulfametoxazol.

artigos breves_   n. 5

Tabela 1: STEC, não-STEC, Salmonella spp. e Campylobacter spp. nas 132 amostras testadas.

TNM: Tapada Nacional de Mafra; CRFPBG: Centro de Recuperação de Fauna do Parque Biológico de Gaia; STEC: E. col i produtora de toxina Shiga; EPEC: E. col i enteropatogé-

nica; ETEC: E. col i enterotoxigénica; ExPEC: E. col i Extraintestinal; No.: Número; + : Posit ivas. a Foram detetadas di ferentes estirpes patogénicas de E. col i numa mesma amos-

tra de fezes de um gamo, um isolado identi f icado como EPEC e outro como STEC, e dois isolados STEC foram detetados noutra amostra de fezes de gamo; b Em 14 amostras 

não foi conseguido mater ia l suf ic iente para a deteção de Campylobacter spp.

TNM CRFPBG

TotalJavali Gamo
Veado 

vermelho
Ouriço Gineta

Amostras testadas para E. coli 51 50 12 18 1 132

Isolados de E. coli

STEC No. (% amostras +) 3 (5,9) 29 (56,0*) 5 (41,7) 0 0 37 (27,3a)

EPEC No. (% amostras +) 3 (5,9) 7 (14,0) 1 (8,3) 1 (5,6) 0 12 (9,1)

ETEC No. (% amostras +) 3 (5,9) 0 0 0 0 3 (2,3)

Total No. (% amostras +) 9 (17,6) 36 (68,0*) 6 (50,0) 1 (5,5) 0 52 (37,9a)

Amostras testadas para Salmonella spp. 51 50 12 18 1 132

Isolados de 

Salmonella spp.

S. Enterit idis No. (% amostras +) 1 (2,0) 0 0 0 0 1 (0,8)

S. Schleissheim No. (% amostras +) 1 (2,0) 0 1 (8,3) 0 0 2 (1,5)

S. Veneziana No. (% amostras +) 0 0 0 1 (5,6) 0 1 (0,8)

Total No. (% amostras +) 2 (3,9) 0 1 (8,3) 1 (5,6) 0 4 (3,0)

Amostras testadas para Campylobacter spp. 39 50 12 16 1 118b

Isolados de 

Campylobacter spp. 

7 (17,9) 0 0 0 0 7 (5,9)

C. coli No. (% amostras +) 0 0 0 0 1 (100) 1 (0,8)

Total No. (% amostras +) 7 (17,9) 0 0 0 1 (100) 8 (6,8)

C. hyointest inalis No. (% amostras +) 
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Quanto à genotipagem, os isolados de S. Schleissheim perten-

ciam aos ST53 (Sequence Type 53) e o de S. Enteritidis ao 

ST11. O isolado de C. coli foi identificado como pertencente 

ao ST1595. Entre os 52 isolados patogénicos de E. coli, foram 

identificados in silico 15 antigénios de tipo O e 10 de tipo H. Os 

serotipos mais prevalentes foram o O146:H21 e o O75:H8 (10 

isolados de STEC cada), seguidos pelos serotipos O146:H28 (8 

isolados de STEC) e O27:H30 (5 isolados de STEC). A tipagem 

de sequências multilocus (Multilocus sequence Typing – MLST) 

das estirpes patogénicas de E. coli identificou 16 STs, sendo o 

ST13 o mais comum (11 isolados), seguido pelo ST442 (10 iso-

lados), ST738 (8 isolados) e ST753 (5 isolados).

Análise de clusters dos isolados patogénicos de E. coli (Core 

genome - Multilocus Sequence Typing- cgMLST)

Um passo fundamental na vigilância One Health é a avalia-

ção da diversidade genética dos agentes patogénicos circu-

lantes, incluindo a identif icação de estirpes que circulam 

entre diferentes espécies hospedeiras e/ou durante longos 

períodos de tempo. Para avaliar a proximidade genética dos 

52 isolados patogénicos de E. coli foi realizada uma análise 

de cgMLST (f igura 1). Foi considerado um threshold de 9 di-

ferenças alélicas, abaixo do qual as estirpes foram conside-

radas potencialmente relacionadas a um nível semelhante 

àquele usado para deteção de surtos. Apesar de um número 

pequeno de amostras, verif icou-se que 57,7% (30/52) dos 

isolados integraram clusters, num total de 9 (2 a 7 isolados 

por cluster ). Seis dos nove clusters incluíram estirpes isola-

das de diferentes espécies, no entanto, o maior cluster con-

tinha apenas isolados de amostras de fezes de gamo. De 

referir, que os dois isolados ST137 (f igura 1) que formaram 

um cluster, apresentaram um per f i l de resistência a antimi-

crobianos diferente (Suscetível vs. MDR).

artigos breves_   n. 5

Figura 1: Análise de clusters dos isolados patogénicos de E. coli (Core genome Multilocus Sequence Typing - cgMLST).

Cada círculo representa um isolado, ou um cluster de isolados com proximidade genética inferior ou igual a 9 diferenças alélicas. Cada divisão nos círculos respeitantes a clusters 

corresponde a um isolado. A cor interior dos círculos diz respeito aos Sequence Types (ST) e a cor do contorno dos mesmos corresponde à espécie animal de onde foi isolada a estir-

pe. As l inhas l igam círculos com diferenças alélicas superiores a 9, com os números representando as diferenças alélicas encontradas.
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_Discussão

A frequência de ocorrência de estirpes patogénicas de E. 

coli em amostras fecais de ungulados selvagens na Europa 

é extremamente variável. O valor de frequência encontrado 

neste estudo está de acordo com o relatado noutros estudos 

realizados recentemente em Itália (9) e na Polónia (15), mas é 

superior aos reportados em estudos realizados em Espanha 
(10) e Portugal (14). Esta heterogeneidade pode estar relacio-

nada com diversos fatores, nomeadamente a proximidade de 

áreas urbanas, o número de animais por hectare ou a época 

do ano em que foi realizada a colheita da amostra. No que 

diz respeito aos resultados de frequência obtidos para Sal-

monella spp. e Campylobacter spp. e à sua comparação com 

os obtidos em outros estudos europeus focados em amos-

tras de fezes de ungulados, verif ica-se também uma elevada 

heterogeneidade. No que diz respeito a Salmonella spp., são 

diversos os estudos que reportam a ausência deste agente 

patogénico nas amostras analisadas (17,27,28). No entanto, 

outros trabalhos reportam valores de frequência entre 1,1 e 

10,8%, e há pelo menos um estudo que relata um valor supe-

rior em javalis (17,5%) (11,16,29-32), particularmente em popu-

lações que partilham o habitat com gado, onde a frequência 

aumenta para 35,7% (33). No caso de Campylobacter spp., 

existem vários estudos que reportam valores de frequência 

abaixo de 5% (16,27,28,34). No entanto, existe pelo menos um 

estudo, em Espanha, que referiu uma frequência de 15,2% 

em espécies selvagens da ordem Artiodactyla (35) e outro, 

realizado em Itália, que relatou um valor de frequência de 

91,66% de C. coli em fezes de javalis em liberdade (18).

Na medida em que a resistência a antimicrobianos é uma 

ameaça mundial à saúde humana (36), foi realizado, neste 

trabalho, o per f i l de resistência a antimicrobianos de todos 

os isolados patogénicos, bem como de uma parte dos isola-

dos de E. coli comensais. De acordo com o relatório conjunto 

da Autoridade Europeia para a Segurança Alimentar (EFSA) 

e do Centro Europeu de Controlo e Prevenção das Doenças 

(ECDC), de 2018/2019 - European Union Summary Report on 

Antimicrobial Resistance in zoonotic bacteria and indicator 

bacteria from humans, regarding animals and food (37), todas 

as resistências antimicrobianas identif icadas neste estudo já 

estão bastante disseminadas entre os animais produtores de 

alimentos, reforçando a importância de uma abordagem One 

Health para melhor monitorizar e controlar as ameaças em 

saúde pública.

Relativamente à serotipagem e genotipagem dos isolados 

de interesse e à sua potencial relação com infeções em huma-

nos, é de referir que Salmonella Enteritidis, um dos serotipos 

identificados, está entre os agentes patogénicos de origem 

alimentar mais prevalente em todo o mundo (38). O ST11, en-

contrado neste estudo associado a Salmonella Enteritidis tem 

sido relacionado com surtos recentes em vários países da 

Europa (39,40). O serotipo Salmonella Veneziana, isolado neste 

estudo de uma amostra de fezes de ouriço, já foi isolado em 

humanos (https://enterobase.warwick.ac.uk/species/index/-

senterica [ acedido em 6/12/2023  ] ) e já foi potencialmente 

associado a um caso terminal de ileíte aguda (45). Campylo-

bacter coli, espécie identificada neste trabalho na amostra 

de fezes da gineta, é a segunda espécie de Campylobacter 

mais frequentemente relatada em infeções em humanos (42). 

O ST1595 identificado já foi isolado de humanos com campi-

lobacteriose (https://pubmlst.org/organisms/campylobacter-

-jejunicoli [ acedido em 6/10/2022  ] ). O serovar Campylobacter 

hyointestinalis, isolado aqui de 7 amostras de javalis, já foi iso-

lado de diversas espécies animais e é um membro emergen-

te das espécies de Campylobacter capaz de causar doença 

em humanos (43). Com referência aos resultados da tipagem 

de E. coli, é relevante mencionar que três dos antigénios O 

identificados pertencem aos 20 serogrupos mais frequente-

mente relatados em casos confirmados de infeções humanas 

por STEC na UE/EEE em 2015–2017 (O145, O146, O121) (44). 

Além disso, o serotipo O26:H11, que é considerado como 

um dos mais comuns em estirpes STEC não-O157, causan-

do doença em humanos em muitos países (45), foi detetado, 

neste estudo, numa amostra de fezes de gamo. Duas das Se-

quence types (ST) de E. coli que foram mais frequentemente 

detetadas (ST442 e ST738) neste estudo, já foram previamen-

te relacionadas com casos de doença humana (46,47).
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Em relação à análise de clusters dos 52 isolados patogénicos 

de E. coli, é de realçar que seis dos nove clusters identif ica-

dos compreendem estirpes isoladas de diferentes espécies, 

evidenciando transmissão direta ou indireta destes isolados 

entre animais coabitando na Tapada Nacional de Mafra. A 

multirresistência a antimicrobianos observada num dos isola-

dos ST137 que formam um cluster (figura 1), poderá ter sido 

adquirida por transferência horizontal de genes. Não é de 

descartar a hipótese da circulação de determinantes de resis-

tência a antimicrobianos na Tapada Nacional de Mafra estar, 

eventualmente, relacionada com a proximidade entre a popu-

lação estudada e os humanos, durante as visitas ou as ativi-

dades de caça. O rio que atravessa a Tapada Nacional de 

Mafra, pode também ser uma interface entre vida selvagem, 

animais que se destinam à produção alimentar e seres huma-

nos a ter em consideração.

_Conclusão

Foi atingido um patamar sem precedentes numa variedade de 

fatores relacionados com a ecologia e transmissão de doen-

ças (nomeadamente a pressão crescente dos seres humanos 

sobre os ecossistemas naturais e as interações crescentes 

entre as diferentes espécies), sendo esta uma preocupação 

para o controlo de doenças na vida selvagem. A vigilância 

sanitária animal é reconhecida como um elemento-chave 

na prevenção de riscos em saúde pública relacionados com 

doenças zoonóticas emergentes. 

O presente estudo conf irma que os animais selvagens 

constituem impor tantes reservatór ios de agentes patogéni-

cos zoonóticos como Escherichia col i, Salmonel la spp. e 

Campylobacter spp., incluindo estirpes resistentes/ multir-

resistentes a antimicrobianos. Estes resultados reforçam a 

impor tância de uma abordagem One Health, mostrando que 

uma melhor compreensão da ecologia comunitár ia é essen-

cial para uma melhor compreensão das l igações epidemio-

lógicas entre todos os intervenientes do continuum v ida 

selvagem, animais que se destinam à produção al imentar e 

seres humanos.

Este ar tigo corresponde a uma versão reduzida em por tuguês do 

ar tigo: Pista A, Si lveira L, Ribeiro S, Fontes M, Castro R, Coelho 

A, Fur tado R, Lopes T, Maia C, Mixão V, Borges V, Sá A, Soeiro 

V, Correia CB, Gomes JP, Saraiva M, Oleastro M, Batista R. Patho-

genic Escherichia col i, Salmonel la spp. and Campylobacter spp. 

in Two Natural Conservation Centers of Wildl i fe in Por tugal: Geno-

typic and Phenotypic Character ization. Microorganisms. 2022 Oct 

27;10(11):2132. doi: 10.3390/microorganisms10112132
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