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_Resumo

As aves são potencia is por tadoras de microrganismos patogénicos que 

afetam os seres humanos, e podem ser d isseminadoras de per igos no 

ambiente de produção pr imár ia de géneros a l iment íc ios de or igem vege-

ta l e an imal. 

Este trabalho teve como objetivo avaliar a ocorrência, em fezes de aves 

em l iberdade, em Portugal, de três bactérias zoonóticas causadoras de in-

feções no Homem. Para tal, foi aval iada a presença de Escherichia col i (E. 

col i), Salmonella spp. e Campylobacter spp. em 108 amostras individuais 

de fezes de aves e em uma amostra em pool de 50 amostras de fezes de 

gaivotas. 

Foi efetuada a caracterização fenotípica dos isolados (serotipagem e per-

f is de resistência a antibióticos) e detetados genes específ icos associados 

à patogenicidade e à resistência a antimicrobianos, por PCR e/ou sequen-

ciação total do genoma (WGS). 

Isolados de E. col i patogénicos, Salmonel la spp. e Campylobacter spp. 

foram detetados em 8,9%, 2,8% e 9,9% das amostras, respetivamente. A 

res istência a ant imicrobianos fo i testada em 54 isolados de E. col i, tendo 

s ido detetada em 14 (25,9%). Onze destes isolados reve laram a presença 

de fatores de v i ru lência, E.col i patogénicos. Dez dos isolados de E. col i 

reve laram ser res istentes a múlt ip los antimicrobianos (MDR) e sete eram 

produtores de β- lactamases de espectro a largado (ESBL). Relat ivamente 

aos isolados de Salmonel la spp. (n=3) e Campylobacter spp. (n=9), ape-

nas uma est i rpe de Campylobacter je juni fo i identi f icada como MDR. A 

maior ia dos serot ipos e/ou Sequence Types (ST ) identi f icados já t inham 

sido referenciados como associados a doença humana. 

Estes resultados mostram que as aves que fazem parte da fauna portugue-

sa podem ser portadoras de bactérias patogénicas capazes de causar do-

ença humana, algumas delas resistentes a antimicrobianos críticos.

_Abstract

Birds are potential carr iers of pathogens that af fect humans and that may 

be spread in the primary production environment of foodstuf fs of plant and 

animal or igin. 

Aiming to evaluate the occurrence of three impor tant bacter ia that may 

cause human disease, in free-l iving birds, in Por tugal, we investigated 108 

individual faecal samples from free-l iving birds and one pooled sample of 

gul l faeces (n=50) for the presence of Escherichia col i (E. col i ), Salmonel la 

spp. and Campylobacter spp. 

Virulence and antimicrobial resistance (AMR) genes were detected by PCR 

and/or Whole Genome Sequencing (WGS), and phenotypic (serotyping 

and AMR prof i les) character ization was per formed. 

Overa l l , 8 .9% of samples tested pos i t i ve for pathogenic E. co l i , 2.8% for 

Sa lmone l la spp., and 9.9% for Campylobacte r spp. AMR was per formed 

on 54 E. co l i iso lates be ing detected in 14 (25.9%) of them. E leven of the 

AMR E. co l i iso lates conta ined severa l v i ru lence factors, pathogenic E. 

co l i . Ten of the tested E. co l i iso lates were mul t idrug res istant (MDR), 

and seven of them were Ex tended-spectrum β- lactamase (ESBL) produ-

cers. Among Sa lmone l la spp. (n=3) and Campylobacte r spp. (n=9), on ly 

one st ra in of Campylobacte r je jun i was ident i f ied as MDR. Most of the 

ident i f ied se rotypes/sequence types (ST ) had a l ready been assoc iated 

wi th human d isease. 

These results show that free-l iving birds in Por tugal may act as carr iers of 

foodborne pathogens l inked to human disease, some of them resistant to 

cr it ical ly impor tant antimicrobials.



2ª série

2023

especial 15
número

_One Health

_ 

Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, IP

Doutor Ricardo Jorge

Nacional de Saúde_Instituto Observações_ Boletim Epidemiológico

www.insa.pt
_ 

21

_Introdução

Aproximadamente 60% de todas as doenças infeciosas hu-

manas, e cerca de 75% das emergentes, são de origem zoo-

nótica (1). A interação dinâmica entre seres humanos, animais 

e microrganismos, torna a abordagem One Health (uma só 

saúde) essencial para a identif icação e controlo de doenças 

bacterianas zoonóticas emergentes (2). Em 2021, a campilo-

bacteriose, a salmonelose e as infeções causadas por E. coli 

produtora de toxina Shiga (STEC) estavam entre as quatro 

principais zoonoses mais reportadas em humanos (95% de 

todos os casos), envolvendo mais de 23000 hospitalizações 
(3). As aves em liberdade podem ser reservatórios e/ou veto-

res destas bactérias patogénicas assim como dos seus genes 

de resistência a antimicrobianos (4-6). Muitas espécies de 

aves adaptaram-se com sucesso a ambientes dominados 

pelo Homem, entrando regularmente em contacto com explo-

rações agrícolas, cursos de água, animais que se destinam à 

produção alimentar, animais domésticos e pessoas (7). Para 

além disso, muitas são migratórias, o que também pode con-

tribuir para a ampla disseminação de microrganismos patogé-

nicos (8,9). A informação sobre a ocorrência e caracterização 

de bactérias zoonóticas isoladas de aves em liberdade, na 

Europa, é escassa (10-18). Esta informação é ainda mais limi-

tada se nos focarmos em Portugal (19-22).

_Objetivos

Este estudo teve como objetivo avaliar a ocorrência de estir-

pes de E. coli patogénicas, Salmonella spp. e Campylobacter 

spp em amostras fecais de aves em liberdade, de diferentes 

regiões de Portugal continental. Adicionalmente, foram identi-

ficados os serotipos, os Sequence types (ST), os genes de 

patogenicidade, bem como os genes de resistência a antimi-

crobianos dos isolados de interesse. Considerando que as 

aves em liberdade podem ser reservatórios de bactérias con-

tendo genes de resistência a antimicrobianos e potencialmen-

te responsáveis pela ocorrência de ligações epidemiológicas 

entre bactérias isoladas de humanos, animais e ambiente, foi 

também determinado o perfil de resistência a antimicrobianos 

da maioria dos isolados de E. coli não patogénicos.

_Materiais e métodos

Populações estudadas e colheita de amostras

Este trabalho abrangeu três áreas geográficas distintas, uma 

no distrito de Lisboa (EVOA- Espaço de Visitação e Observa-

ção de Aves) e duas no norte de Portugal (Parque Biológico 

de Gaia e região da praia de Matosinhos).

Foram colhidas 108 amostras individuais de fezes frescas 

de aves em l iberdade, correspondentes a 31 espécies dife-

rentes. Adicionalmente, foi incluída no estudo uma amostra 

em pool composta por 50 amostras de fezes de gaivotas, 

colhidas pelo Instituto de Ciências Biomédicas Abel Salazar 

(ICBAS) na praia de Matosinhos.

Todas as amostras foram mantidas refrigeradas após a colhei-

ta, e processadas de imediato após chegada ao laboratório.

Métodos de isolamento e de caracterização fenotípica e 

genotípica

As estirpes foram isoladas recorrendo a métodos de isolamento 

convencionais. Para o caso de E. coli o isolamento foi 

efetuado como descrito em Pista et al. (23), para Salmonella 

spp., em conformidade com a ISO 6579-1:2017 (24), e para 

Campylobacter spp. em conformidade com a ISO 10272-1:2017 
(25). A serotipagem de Salmonella spp. foi efetuada de acordo 

com o esquema de Kauffmann-White-Le Minor (26) por 

aglutinação dos antigénios O e H. Os perfis de resistência a 

antibióticos foram determinados por difusão em disco, seguindo 

as recomendações e os limites da European Committee 

on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (27). A 

identificação de genes específicos associados à virulência e 

à resistência a antimicrobianos foi efetuada por PCR multiplex 

e/ou por sequenciação total do genoma (WGS).
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_Resultados

Foram isoladas estirpes patogénicas de E. coli, de Salmonella 

spp. e de Campylobacter spp. em, respetivamente, 8,9% 

(14/158), 2,8% (3/108) e 9,9% (9/91) das amostras. Adicional-

mente, foi possível isolar 54 estirpes de E. coli consideradas 

como não patogénicas (34,1%; 54/158) (tabela 1).

Relativamente aos patotipos de E. coli, o patotipo E. coli pato-

génica extraintestinal (ExPEC) foi o mais frequentemente iden-

tificado (9/14; 64,3%), seguido de E. coli produtora de toxina 

Shiga (STEC) e E. coli enteroagregativa (EAEC), ambos com 

dois isolados cada (2/14; 14,3%), e de E. coli enteropatogéni-

ca (EPEC) (1/14; 7,1%). A resistência a antibióticos foi testada 

em 54 isolados de E. coli, tendo sido detetada em 14 (25,9%), 

11 dos quais contendo genes codificadores de factores de vi-

rulencia, E.coli patogénicos. Os perfis de resistência dos 14 

isolados de E. coli com resistência a antibióticos, bem como 

os seus serotipos e sequence types STs estão resumidos na 

tabela 2. Os três isolados de E. coli patogénicos mas susce-

tíveis a antibióticos (e por isso não constantes da tabela 2) 

pertenciam ao ST34 (patotipo EAEC), ST13581 (ST novo iden-

tificado num isolado STEC) e ST583 (patotipo EPEC).

Relativamente às espécies de Campylobacter isoladas, 

Campylobacter col i foi detetada em quatro amostras, e 

Campylobacter je juni em cinco amostras de fezes (tabela 1). 

Foram identi f icados dois ST diferentes nos isolados de C. 

col i, ST11400 e ST11401, e três ST nos isolados de C. je juni 

ST990, ST1268 e ST8572. Um isolado de C. je juni apresen-

tou resistência à ciprof loxacina, tetracicl ina e ampici l ina. 

Este isolado exibia os genes de resistência gyrA_T86I, tetO 

e blaOX A-466, associados a este fenótipo. 

Salmonella spp., foi detetada em 3 amostras na população 

em estudo (3/108; 2,8%). Foram identif icados os serotipos de 

Salmonella enterica diarizonae ser. 60:k:e,n,x,z15 e Salmo-

nella enterica enterica ser. Typhimurium e Litchfield (tabela 

1). Os três isolados foram caracterizados como pertencen-

tes aos ST3127 (S. 60:k:e,n,x,z15), ST19 (S. Typhimurium), e 

ST214 (S. Litchfield). Todos os isolados de Salmonella spp. 

foram sensíveis aos antibióticos testados.

_Discussão 

De acordo com diversos estudos europeus, a prevalência de 

E. coli, Campylobacter spp. e Salmonella spp. em amostras 

de fezes de aves é muito variável. De facto, a deteção de E. 

coli patogénicas pode variar entre 6 e 30% (28-30), a de Cam-

pylobacter spp. entre 1 e 50% (11-14,16-18,29,31-33) e a de Sal-

monella spp. entre 0 e 53% (12-15,18,17,29). 

A presença de β-lactamases de espetro alargado (ESBL), um 

grupo de enzimas que confere resistência, por exemplo, às 

cefalosporinas de 3.ª e 4.ª geração, tem vindo a aumentar nas 

bactérias da família das Enterobacteriaceae, constituindo um 

grave problema de saúde pública. As gaivotas, devido à sua 

vasta distribuição global e à interação próxima com ambientes 

influenciados pelos seres humanos, são aves particularmente 

expostas a resíduos do ecossistema onde os humanos se 

inserem. Não é, pois, surpreendente que outros autores 

também já tenham reportado a presença de E. coli produtoras 

de ESBL, em fezes de gaivotas (34-37). Os isolados produtores 

de ESBL identificados neste trabalho evidenciam semelhanças 

com isolados de produtos biológicos humanos. A ESBL do 

tipo CTX-M-15 identificada em três isolados ExPEC, é uma 

das ESBL mais frequentes em estirpes de Enterobacteriaceae 

com relevância clínica, em Portugal (38-40) e no mundo (41). As 

ESBL do tipo SHV-12 e CTX-M-1, encontradas, respetivamente, 

em duas e em uma ExPEC, têm igualmente sido identificadas 

em isolados de produtos biológicos humanos de casos clínicos 

em Portugal (42).

A deteção de isolados de E. coli resistentes a antibióticos, 

alguns deles multirresistentes e produtores de ESBL, 

aler ta para a necessidade de controlar e gerir a util ização 

dos antibióticos  na terapêutica de casos de doença em 

humanos e animais, bem como para a redução da util ização 

na agropecuária, e a melhoria do tratamento das águas 

residuais (urbanas, hospitalares e rurais) de forma a diminuir 

a contaminação ambiental.

22
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Tabela 1: Caracterização de isolados de E. coli, Salmonella spp. e Campylobacter spp. em amostras de 

fezes de aves em liberdade, em Portugal.

#*: número de amostras testadas para E. col i / Salmonel la / Campylobacter ; **: mais de um isolado por amostra; ***: uma amostra em pool composta por 50 fezes; a, S. 60:k:e,n,x,z15; b, S. Typhimur ium 

e S. L i tchf ie ld; NE: não examinado; EVOA: Espaço de Vis i tação e Observação de Aves; CRFPBG: Centro de Recuperação de Fauna do Parque Biológico de Gaia; ICBAS: Insti tuto de Ciências Biomédicas 

Abel Salazar; WGS: Sequenciação total do genoma; PCR: Reação da pol imerase em cadeia.

E
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A

 
C

R
F

P
B

G
 

IC
B

A
S

Classificação das aves

#*

Ordem Espécie (nº de amostras)

Anseriformes

Ciconiiformes

Gruiformes

Anas crecca
 
(17) 17/17/10 1

0 0 0 0

0 0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0
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0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1 (1,4) 1 (1,4) 0 (0) 3 (4,2) 30 (42,2) 0 (0) 5 (8,1)

4 (13,8)

0

0

0

0

0

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

4 C. jejuni

0

0

0

0

0

0

0

0

1a

0

0

0

0

2b

0

0

0

0

0

0

0
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1

0

5

3

0

1

1

2

0

0

1

0

0

0

0

0

0

0

0

1 (2,7) 1 (2,7) 24 (64,9)0 (0)

0 (0) 6 (12,0) 0 (0)

0 (0) 3 (8,1)

0

0 1 (2,0)

2 (1,3) 2 (1,3) 1 (0,6) 9 (5,7) 3 (2,8)54 (34,1)

0

0

0

1

0

1

0 0 0

0 0 0

0

0

0

0

0

0

0

0

2 C. coli

1 C. coli

1 C. coli / 
1 C. jejuni

0

1

5

2

15

1/1/1

1/1/1

1/1/1

1/1/1

1/1/1

1/1/1

1/1/1

1/1/1

1/1/1

1/1/1

1/1/1

1/1/1

1/1/1

1/1/1

1/1/1

2/1/1

1/1/0

7/7/6

18/18/14

3/3/3

3/3/2

71/71/62

37/37/29

50/0/0

50/0/0

158/108/91

4/4/4

7/7/7

7/7/7

3/3/3

6/6/6

6/6/6

2/2/2

7/7/5

Anas platyrhynchos
 
(1)

Fulica atra (2)**

Gallinula chloropus
 
(7)**

Acrocephalus schoenobaenus (1)

Acrocephalus scirpaceus
 
(6)**

Ixobrychus minutus
 
(1)

Salmonella spp.

Escherichia coli

Não patogénicas
WGS

ExPECEPEC

PCR

EAECSTEC

Campylobacter

 spp.

Cettia cetti
 
(1) 

Carduelis chloris
 
(1)  

Emberiza calandra
 
(3)  

Erithacus rubecula (1)  

Euplectes afer
 
(7)  

Luscinia svecica (6)  

Oenanthe oenanthe (1)  

Passer domesticus (1)  

Phylloscopus collybita (4)  

Phylloscopus trochilus (7)  

Saxicola rubicola (1)  

Strunus unicolor (3)  

Total (%)  

Total (%)  

Total (%)  

Total (%)  

0

2

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

0

0

2

0

0

1

0

0

1

1

0

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

Passeriformes

Circaetus gallicus (1)** 

Ciconia nigra (1)

Larus spp. (18)** 

Larus spp. (50)** 

Larus fuscus (1) 

Fratercula arctica (1) 

Columba livia (1)** 

Streptopelia decaocto (3) 

Falco peregrinus (1) 

Garrulus glandarius (1) 

Nycticorax nycticorax (1) 

Athene noctua (2) 

Accipitriformes

Ciconiiformes

Charadriiformes

Columbiformes

Falconiformes

Passeriformes

Pelecaniformes

Strigiformes

Charadriiformes 1 0 6 0 NE

NE NE

3 (2,8)

NE
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Tabela 2: Padrões de resistência a antimicrobianos detetados nos isolados de Escherichia coli (n=14/54) por 

espécies de aves.

NE: não examinado; ST: Sequence Type; EAEC: E. col i Enteroagregativa; ExPEC: E. col i Patogénica Extraintestinal; STEC: E. col i produtora de toxina Shiga; OND; antigénio O não determinado;                               

AMP: Ampici l ina; AMC: Amoxici l ina- Ácido Clavulânico; AZM: Azitromicina; FEP: Cefepima; COX: Cefotaxima; FOX: Cefoxit ina; CZD: Cef tazidima; CRO: Cef tr iaxona; CHL: Cloranfenicol; ERY: Er i tromicina; 

GMN: Gentamicina; MEM: Meropenem; NAL: Ácido Nal idíx ico; CIP: Ciprof loxacina; SMX: Sulfametoxazole; TET: Tetracicl ina; TGC: Tigecicl ina; TMP: Tr imetopr im; WGS; Sequenciação total do genoma.

Espécie Patotipo Serotipo/ST Fenótipo de resistência

Anas crecca

Larus fuscus

Larus spp.

Larus spp.

Larus spp.

AMP, TET

AMC, AMP

AMP, TET

AMP, CAZ, CIP, COX, FEP, NAL, SMX

TET, TMP

AMP, CAZ, CIP, COX, FEP, NAL, SMX

TET, TMP

AMC, AMP, AZM, CAZ, CHL, CIP, COX

FEP, NAL, SMX, TET, TMP

AMP, CAZ, CIP, COX, FEP, NAL, SMX, TET

AMC, AMP, AZM, CAZ, CIP, COX, FEP,

GMN, NAL, SMX, TET, TMP

AMC, AMP, AZM, CAZ, CIP, COX, FEP,

GMN, NAL, SMX, TET, TMP

AMC, AMP, CAZ, COX, FOX

não patogénico

ExPEC

EAEC

NE NE

O55:H10 / 

ST162

ONH:H16 / 

ST453

OND:H9 / 

ST410

O78:H4 / 

ST23

O25:H4 / 

ST131

O25:H4 / 

ST131

O101:H9 / 

ST10

O101:H9 / 

ST10

O101:H9 / 

ST10

aac(6')-Ib-cr,mph(A), bla
CTX-M-15

,bla
TEM-1A 

, 

bla
OXA-1 

, floR, gyrA, sul1, sul2, tet(A), dfrA17 

aac(6')-Ib-cr,mph(A), bla
CTX-M-15

,bla
SHV-55 

, bla
OXA-1 

, 

aac(3)-lla, gyrA, qnrS1, sul1, tet(A), dfrA14, dfrA17 

aac(6')-Ib-cr,mph(A), bla
CTX-M-15

,bla
SHV-55 

, bla
OXA-1 

, 

aac(3)-lla, gyrA, qnrS1, sul1, tet(A), dfrA17 

bla
TEM-1B

, bla
SHV-12

, gyrA, qnrB19, sul2, 

tet(B), dfrA17

bla
TEM-1B

, cmlA1, qnrB19, qnrB82, qnrB67, 

qnrB56, tet(A)

bla
TEM-1B

, cmlA1, qnrB19, qnrB82, qnrB67, 

qnrB56, tet(A)

bla
TEM-1B

, cmlA1, qnrB19, qnrB82, qnrB67, 

qnrB56, tet(A)

bla
CTX-M-1

, gyrA, sul2, tet(A)

bla
TEM-1B

, bla
SHV-12

, gyrA, qnrB19, sul2, 

tet(B), dfrA14

ampC-promoter, bla
TEM-1B

sul1, tet(A), dfrA1

O111:H21 / ST40

O45:H2 / ST20

ExPEC

ExPEC

STEC

Acrocephalus 

scirpaceus

AMP, CHL, CIP, TET

AMP, CHL, CIP, TET

AMP, CHL, CIP, TET

SMX, TET, TMP

Gallinula chloropus 

Columba livia

Genes associados a resistência (WGS)
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A maioria dos ST de E. coli identificados neste estudo 

(ST10, ST20, ST23, ST34, ST40, ST453 e ST583) já foram 

documentados e associados a E. coli causadoras de diarreia, 

isolados entre 1950 e 2015, em 44 países da Ásia, América, 

África e Europa (43). Adicionalmente, os ST10, ST23 e ST131 

aparecem no top 20 dos STs de ExPEC de origem humana (44).

Relativamente à caracterização dos isolados de Salmonella 

spp., é importante referir que os serotipos S. Typhimurium 

e S. Litchfield estão associados a casos de gastroenterite e 

bacteriemia em diversos países, sendo S. Typhimurium um 

dos serotipos mais associado a doença humana e animal. O 

ST19, identificado neste estudo, é o mais prevalente neste 

último serotipo (45). O serotipo S. 60:k:e,n,x,z15 pertence 

à subespécie Salmonella enterica subsp. diarizonae, que é 

normalmente identificada no ambiente e em animais de sangue 

frio, como é o caso da cascavel sul americana (Crotalus 

durissus) (46). No presente estudo, este serotipo foi identificado 

em fezes de águia cobreira (Circaetus gallicus), uma ave 

que se alimenta quase exclusivamente de cobras. Este facto 

reforça a possibilidade de as aves poderem estar envolvidas no 

transporte e na disseminação de microrganismos patogénicos. 

As duas espécies de Campylobacter identificadas (C. jejuni e 

C. coli ) são as mais frequentemente reportadas em infeções 

humanas (47). C. jejuni, ST990, foi identificado em isolados de 

produtos biológicos humanos associados a gastroenterite e em 

galinhas; o ST1268 foi identificado em aves, águas, géneros 

alimentícios e em produtos biológicos humanos de casos 

clínicos de gastroenterite, e o ST8572 em aves na Africa do 

Sul (base de dados de Campylobacter jejuni/coli PubMLST, 

https://pubmlst.org/organisms).

_Conclusões

Os resultados deste estudo evidenciam que aves em liberda-

de, em Portugal continental, podem ser portadoras, e efetivos 

agentes de dispersão, de estirpes de E. coli, Campylobacter 

spp. e Salmonella spp. que já foram anteriormente associadas 

a doença humana, algumas das quais resistentes, ou mesmo 

multirresistentes, a diversos antibióticos de importância críti-

ca nos cuidados de saúde. 

Estes resultados reforçam o já reconhecido conceito One 

Health, mostrando que a saúde humana e animal estão interli-

gadas, e associadas à saúde dos ecossistemas que habitam.
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