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_Resumo

As aves sao potenciais portadoras de microrganismos patogénicos que
afetam os seres humanos, e podem ser disseminadoras de perigos no
ambiente de produgdo primaria de géneros alimenticios de origem vege-
tal e animal.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a ocorréncia, em fezes de aves
em liberdade, em Portugal, de trés bactérias zoonéticas causadoras de in-
fecoes no Homem. Para tal, foi avaliada a presencga de Escherichia coli (E.
coli), 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 caracterizagéo fenotipica dos isolados (serotipagem e per-
fis de resisténcia a antibidticos) e detetados genes especificos associados
a patogenicidade e a resisténcia a antimicrobianos, por PCR e/ou sequen-
ciagado total do genoma (WGS).

Isolados de E. coli patogénicos, Salmonella spp. e Campylobacter spp.
foram detetados em 8,9%, 2,8% e 9,9% das amostras, respetivamente. A
resisténcia a antimicrobianos foi testada em 54 isolados de E. coli, tendo
sido detetada em 14 (25,9%). Onze destes isolados revelaram a presenga
de fatores de viruléncia, E.coli patogénicos. Dez dos isolados de E. coli
revelaram ser resistentes a multiplos antimicrobianos (MDR) e sete eram
produtores de B-lactamases de espectro alargado (ESBL). Relativamente
aos isolados de Salmonella spp. (n=3) e Campylobacter spp. (n=9), ape-
nas uma estirpe de Campylobacter jejuni foi identificada como MDR. A
maioria dos serotipos e/ou Sequence Types (ST) identificados ja tinham
sido referenciados como associados a doenca humana.

Estes resultados mostram que as aves que fazem parte da fauna portugue-
sa podem ser portadoras de bactérias patogénicas capazes de causar do-
enca humana, algumas delas resistentes a antimicrobianos criticos.

_Abstract

Birds are potential carriers of pathogens that affect humans and that may
be spread in the primary production environment of foodstuffs of plant and
animal origin.

Aiming to evaluate the occurrence of three important bacteria that may
cause human disease, in free-living birds, in Portugal, we investigated 108
individual faecal samples from free-living birds and one pooled sample of
gull faeces (n=50) for the presence of Escherichia coli (E. coli), Salmonella
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 profiles) characterization was performed.

Overall, 8.9% of samples tested positive for pathogenic E. coli, 2.8% for
Salmonella spp., and 9.9% for Campylobacter spp. AMR was performed
on 54 E. coliisolates being detected in 14 (25.9%) of them. Eleven of the
AMR E. coli isolates contained several virulence factors, pathogenic E.
coli. Ten of the tested E. coli isolates were multidrug resistant (MDR),
and seven of them were Extended-spectrum B-lactamase (ESBL) produ-
cers. Among Salmonella spp. (n=3) and Campylobacter spp. (n=9), only
one strain of Campylobacter jejuni was identified as MDR. Most of the
identified serotypes/sequence types (ST) had already been associated
with human disease.

These results show that free-living birds in Portugal may act as carriers of
foodborne pathogens linked to human disease, some of them resistant to
critically important antimicrobials.
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_Introdugéo

Aproximadamente 60% de todas as doencas infeciosas hu-
manas, e cerca de 75% das emergentes, sdo de origem zoo-
nética (1). A interagdo dinamica entre seres humanos, animais
e microrganismos, torna a abordagem One Health (uma sé
salde) essencial para a identificacdo e controlo de doencas
bacterianas zoondticas emergentes (). Em 2021, a campilo-
bacteriose, a salmonelose e as infecoes 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 hospitalizagdes
(3). As aves em liberdade podem ser reservatérios e/ou veto-
res destas bactérias patogénicas assim como dos seus genes
de resisténcia a antimicrobianos (+-6). Muitas espécies de
aves adaptaram-se com sucesso a ambientes dominados
pelo Homem, entrando regularmente em contacto com explo-
racOes agricolas, cursos de agua, animais que se destinam a
producéo alimentar, animais domésticos e pessoas (7). Para
além disso, muitas sdo migratérias, o que também pode con-
tribuir para a ampla disseminacao de microrganismos patogé-
nicos (8.9), A informagéo sobre a ocorréncia e caracterizacao
de bactérias zoonoéticas isoladas de aves em liberdade, na
Europa, é escassa (10-18). Esta informacéo é ainda mais limi-
tada se nos focarmos em Portugal (19-22),

_Objetivos

Este estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia de estir-
pes de E. coli patogénicas, Salmonella spp. e Campylobacter
spp em amostras fecais de aves em liberdade, de diferentes
regides de Portugal continental. Adicionalmente, foram identi-
ficados os serotipos, os Sequence types (ST), os genes de
patogenicidade, bem como os genes de resisténcia a antimi-
crobianos dos isolados de interesse. Considerando que as
aves em liberdade podem ser reservatérios de bactérias con-
tendo genes de resisténcia a antimicrobianos e potencialmen-
te responsaveis pela ocorréncia de ligagdes epidemioldgicas
entre bactérias isoladas de humanos, animais e ambiente, foi
também determinado o perfil de resisténcia a antimicrobianos
da maioria dos isolados de E. coli ndo patogénicos.

_Materiais e métodos

Populagdes estudadas e colheita de amostras

Este trabalho abrangeu trés areas geograficas distintas, uma
no distrito de Lisboa (EVOA- Espaco de Visitacdo e Observa-
cdo de Aves) e duas no norte de Portugal (Parque Bioldgico
de Gaia e regido da praia de Matosinhos).

Foram colhidas 108 amostras individuais de fezes frescas
de aves em liberdade, correspondentes a 31 espécies dife-
rentes. Adicionalmente, foi incluida no estudo uma amostra
em pool composta por 50 amostras de fezes de gaivotas,
colhidas pelo Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar
(ICBAS) na praia de Matosinhos.

Todas as amostras foram mantidas refrigeradas apés a colhei-
ta, e processadas de imediato ap6s chegada ao laboratério.

Métodos de isolamento e de caracterizacdo fenotipica e
genotipica

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
aglutinacdo dos antigénios O e H. Os perfis de resisténcia a
antibiéticos foram determinados por difusao em disco, seguindo
as recomendacdes e os limites da European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (7). A
identificacdo de genes especificos associados a viruléncia e
a resisténcia a antimicrobianos foi efetuada por PCR multiplex
e/ou por sequenciacao 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 possivel isolar 54 estirpes de E. coli consideradas
como nao 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 resisténcia a antibioticos 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 resisténcia dos 14
isolados de E. coli com resisténcia a antibidticos, bem como
0S Seus serotipos e sequence types STs estao resumidos na
tabela 2. Os trés isolados de E. coli patogénicos mas susce-
tiveis a antibidticos (e por isso ndo constantes da tabela 2)
pertenciam ao ST34 (patotipo EAEC), ST13581 (ST novo iden-
tificado num isolado STEC) e ST583 (patotipo EPEC).

Relativamente as espécies de Campylobacter isoladas,
Campylobacter coli foi detetada em quatro amostras, e
Campylobacter jejuni em cinco amostras de fezes (tabela 1).
Foram identificados dois ST diferentes nos isolados de C.
coli, ST11400 e ST11401, e trés ST nos isolados de C. jejuni
ST990, ST1268 e ST8572. Um isolado de C. jejuni apresen-
tou resisténcia a ciprofloxacina, tetraciclina e ampicilina.
Este isolado exibia os genes de resisténcia gyrA_T86l, tetO
e blaoxa-466, @SS0CIados a este fenotipo.

Salmonella spp., foi detetada em 3 amostras na populagao
em estudo (3/108; 2,8%). Foram identificados os serotipos de
Salmonella enterica diarizonae ser. 60:k:e,n,x,z15 ¢ Salmo-
nella enterica enterica ser. Typhimurium e Litchfield (tabela
1). Os trés 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 sensiveis aos antibioticos testados.

_Discusséo

De acordo com diversos estudos europeus, a prevaléncia de
E. coli, Campylobacter spp. e Salmonella spp. em amostras
de fezes de aves é muito variavel. De facto, a detegéo 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) ¢ 5 dg Sal-
monella spp. entre 0 e 53% (12-15,18,17,29),

A presenca de B-lactamases de espetro alargado (ESBL), um
grupo de enzimas que confere resisténcia, por exemplo, as
cefalosporinas de 3.2 e 4.2 geracéo, tem vindo a aumentar nas
bactérias da familia das Enterobacteriaceae, constituindo um
grave problema de salde publica. As gaivotas, devido a sua
vasta distribuicdo global e a interagao proxima com ambientes
influenciados pelos seres humanos, sdo aves particularmente
expostas a residuos do ecossistema onde 0s humanos se
inserem. Nao é, pois, surpreendente que outros autores
também ja tenham reportado a presenca de E. coli produtoras
de ESBL, em fezes de gaivotas (34-37), Os isolados produtores
de ESBL identificados neste trabalho evidenciam semelhancas
com isolados de produtos bioldgicos humanos. A ESBL do
tipo CTX-M-15 identificada em trés isolados ExPEC, é uma
das ESBL mais frequentes em estirpes de Enterobacteriaceae
com relevancia clinica, em Portugal (38-40) e no mundo 1. As
ESBL do tipo SHV-12 e CTX-M-1, encontradas, respetivamente,
em duas e em uma EXPEC, tém igualmente sido identificadas
em isolados de produtos bioldgicos humanos de casos clinicos
em Portugal (42).

A detecdo de isolados de E. coli resistentes a antibioticos,
alguns deles multirresistentes e produtores de ESBL,
alerta para a necessidade de controlar e gerir a utilizagao
dos antibidticos na terapéutica de casos de doenga em
humanos e animais, bem como para a redu¢ao da utilizacao
na agropecuaria, e a melhoria do tratamento das aguas
residuais (urbanas, hospitalares e rurais) de forma a diminuir
a contaminac@o ambiental.
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Tabela 1: Caracterizagdo de isolados de E. coli, Salmonella spp. e Campylobacter spp. em amostras de
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fezes de aves em liberdade, em Portugal.

Classificacdo das aves Escherichia col
# PCR WGS ‘ » Salmonella spp. Campéféo;facter
Clcey SRR (i CoEmBSES) STEC EAEC EPEC EXPEC Neopetogencas
Anas crecca (17) 17/17/10 1 0 0 0 15 0 0
Anseriformes
Anas platyrhynchos (1) 1/1/1 0 0 0 0 1 0 0
Ciconiiformes | Ixobrychus minutus (1) 111 0 0 0 0 0 0 0
Fulica atra (2)™* 2/2/2 0 0 0 0 2 0 2 C. coli
rufomes Gallinula chioropus (7)™ 7/7/5 0 1 0 1 5 0 11 g fe%rjf
Acrocephalus schoenobaenus (1) 111 0 0 0 0 0 0 0
Acrocephalus scirpaceus (6)™ 6/6/6 0 0 0 2 1 0 1C. coli
Cettia cetti(1) 111 0 0 0 0 0 0 0
Carduelis chloris (1) 111 0 0 0 0 0 0 0
Emberiza calandra (3) 3/3/3 0 0 0 0 2 0 0
Passeriomes Erithacus rubecula (1) 111 0 0 0 0 0 0 0
Euplectes afer (7) 777 0 0 0 0 0 0 0
Luscinia svecica (6) 6/6/6 0 0 0 0 1 0 0
Oenanthe oenanthe (1) 111 0 0 0 0 0 0 0
Passer domesticus (1) 111 0 0 0 0 0 0 0
Phylloscopus collybita (4) 4/4/4 0 0 0 0 1 0 0
Phylloscopus trochilus (7) 7177 0 0 0 0 1 0 0
Saxicola rubicola (1) 111 0 0 0 0 0 0 0
Strunus unicolor (3) 3/3/3 0 0 0 0 1 0 0
Total (%) 71/71/62 1(1,4) 1(1,4) 0(0) 3(4.2) 30 (42,2) 000 5(8,1)
Accipitriformes | Circaetus gallcus (1) 1/11 0 0 0 0 0 12 0
Ciconifformes Cicona nigra (1) 111 0 0 0 0 0 0 0
Larus spp. (18)* 18/18/14 0 0 1 0 10 0 4 C. jejuni
Charadiformes | Larus fuscus (1) 1/11 0 0 0 0 1 0 0
Fratercula arctica (1) 111 0 0 0 0 0 0 0
Comiomes | COUmba v (1 7/7/6 1 0 0 0 5 2 0
Streptopelia decaocto (3) 3/3/2 0 0 0 0 3 0 0
Falconiformes Falco peregrinus (1) 111 0 0 0 0 0 0 0
Passeriformes | Garrulus glandarius (1) 1/11 0 0 0 0 1 0 0
Pelecaniformes | Nycticorax nycticorax (1) 1/1/0 0 0 0 0 1 0 0
Strigiformes Athene noctua (2) 2/1/1 0 0 0 0 2 0 0
Total (%) 37/37/29 1(27) 0(0) 1(27) 0(0) 24 (64,9) 3(8,1) 4(13,8)
Charactiformes | [ arus spp. (50)* 50/0/0 0 1 0 6 0 NE NE
Total (%) 50/0/0 0 1(2,0) 0(0) 6(12,0) 0(0) NE NE
Total (%) 158/108/91 2(1,3) 2(1,3) 1(0,6) 9(5,7) 54 (34,1) 3(2,8) 3(2,8)

#" numero de amostras testadas para E. coli / Salmonella / Campylobacter; **: mais de um isolado por amostra; ***: uma amostra em poo/ composta por 50 fezes; a, S. 60:k:e,n,x,z15; b, S. Typhimurium
e S. Litchfield; NE: ndo examinado; EVOA: Espaco de Visitacdo e Observacao de Aves; CRFPBG: Centro de Recuperacédo de Fauna do Parque Bioldgico de Gaia; ICBAS: Instituto de Ciéncias Biomédicas

Abel Salazar; WGS: Sequenciacgéo total do genoma; PCR: Reacao da polimerase em cadeia.
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Tabela 2: Padrdes de resisténcia a antimicrobianos detetados nos isolados de Escherichia coli (n=14/54) por
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espécies de aves.

Espécie Patotipo Serotipo/ST Fendtipo de resisténcia Genes associados a resisténcia (WGS)
Anas crecca AMP, TET
Larus fuscus nao patogénico NE AMC, AMP NE
Larus spp. AMP, TET
055:H10/ AMP, CAZ, CIP, COX, FEP, NAL, SMX Dl e blag,, 1 QYA QniB19, sul2,
ST162 TET, TMP tet(B), dfrA17
ONH:H16/ AMP, CAZ, CIP, COX, FEP, NAL, SMX blagy 15 blag,, 1 QYA B9, sul2,
ST453 TET, TMP tet(B), dfrA14
OND:H9 / AMC, AMP, AZM, CAZ, CHL, CIP, COX aac(6)-1b-cr,mph(A), bl bl ;s
ST410 FEP, NAL, SMX, TET, TMP blagy, ., floR, gyrA, sull, sul, tet(A), dfrA17
Larus spp. ExPEC
O78:H4/
ST23 AMP, CAZ, CIP, COX, FEP, NAL, SMX, TET blag . YA, SUl2, tet(A)
025:H4 / AMC, AMP, AZM, CAZ, CIP, COX, FEP, aac(6))-1b-cr,mph(A), blac, ., bls, 55 bléoy, ;s
ST131 GMN, NAL, SMX, TET, TMP aac(3)-lla, gyrA, qnrS1, sull, tet(A), dfrA14, dfrA17
025:H4 / AMC, AMP, AZM, CAZ, CIP, COX, FEP, aac(6))-lo-cr,mph(A), blag, bl 55, bldcy,
ST131 GMN, NAL, SMX, TET, TMP aac(3)-lla, gyrA, qnrS1, sull, tet(A), dfrA17
Larus spp. EAEC 0111:H21/ST40 AMC, AMP, CAZ, COX, FOX ampC-promoter, bla,g,, .
O101:H9/ bla.g,, . cMIAT, qnrB19, qnrB82, qnrB67,
ST10 AMP, CHL, CIP, TET qnrB56, tet(A)
Acrocephalus EXPEC
scirpaceus X
O101:H9/ AMP, CHL, CIP, TET bla.g,, . cMIA1, qnrB19, qnrB82, qnrB67,
ST10 qnrB56, tet(A)
Gallinula chioropus EXPEC O101:H9/ AMP, CHL, CIP, TET blare,, AT, qiB19, gnrB82, qnrBe7,
ST10 qnrB56, tet(A)
Columba livia STEC 045:H2 / ST20 SMX, TET, TMP sull, tet(A), dfrA1

NE: ndo examinado; ST: Sequence Type; EAEC: E. coli Enteroagregativa; EXPEC: E. coli Patogénica Extraintestinal; STEC: E. coli produtora de toxina Shiga; OND; antigénio O ndo determinado;
AMP: Ampicilina; AMC: Amoxicilina- Acido Clavulanico; AZM: Azitromicina; FEP: Cefepima; COX: Cefotaxima; FOX: Cefoxitina; CZD: Geftazidima; CRO: Ceftriaxona; CHL: Cloranfenicol; ERY: Eritromicina;
GMN: Gentamicina; MEM: Meropenem; NAL: Acido Nalidixico; CIP: Ciprofloxacina; SMX: Sulfametoxazole; TET: Tetraciclina; TGC: Tigeciclina; TMP: Trimetoprim; WGS; Sequenciacéao total do genoma.
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A maioria dos ST de E. coli identificados neste estudo
(ST10, ST20, ST23, ST34, ST40, ST453 e ST583) ja foram
documentados e associados a E. coli causadoras de diarreia,
isolados entre 1950 e 2015, em 44 paises da Asia, América,
Africa e Europa (#3), Adicionalmente, os ST10, ST23 e ST131
aparecem no top 20 dos STs de EXPEC de origem humana (44).

Relativamente a caracterizagdo dos isolados de Salmonella
spp., € importante referir que os serotipos S. Typhimurium
e S. Litchfield estdo associados a casos de gastroenterite e
bacteriemia em diversos paises, sendo S. Typhimurium um
dos serotipos mais associado a doenca humana e animal. O
ST19, identificado neste estudo, € o mais prevalente neste
Gltimo serotipo 45). O serotipo S. 60:kie,n,x,z15 pertence
a 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 aguia cobreira (Circaetus gallicus), uma ave
que se alimenta quase exclusivamente de cobras. Este facto
reforca a possibilidade de as aves poderem estar envolvidas no
transporte e na disseminagao de microrganismos patogénicos.
As duas espécies de Campylobacter identificadas (C. jejuni e
C. coli) séo as mais frequentemente reportadas em infecdes
humanas (7). C. jejuni, ST990, fol identificado em isolados de
produtos bioldgicos humanos associados a gastroenterite e em
galinhas; o ST1268 foi identificado em aves, aguas, géneros
alimenticios e em produtos bioldgicos humanos de casos
clinicos de gastroenterite, e 0 ST8572 em aves na Africa do
Sul (base de dados de Campylobacter jejuni/coli PubMLST,
https://pubmlst.org/organisms).

_Conclusoes

Os resultados deste estudo evidenciam que aves em liberda-
de, em Portugal continental, podem ser portadoras, e efetivos
agentes de dispersao, de estirpes de E. coli, Campylobacter
spp. e Salmonella spp. que ja foram anteriormente associadas
a doenca humana, algumas das quais resistentes, ou mesmo
multirresistentes, a diversos antibioticos de importancia criti-
ca nos cuidados de saude.

Estes resultados reforcam o ja reconhecido conceito One
Health, mostrando que a satde humana e animal estéo interli-
gadas, e associadas a salde dos ecossistemas que habitam.

Os resultados pormenorizados deste trabalho estdo compilados em
artigo publicado: Batista R, Saraiva M, Lopes T, Silveira L, Coelho
A, Furtado R, Castro R, Correia CB, Rodrigues D, Henriques P, Léio
S, Soeiro V, da Costa PM, Oleastro M, Pista A. Genotypic and Phe-
notypic Characterization of Pathogenic Escherichia coli, Salmonella
spp., and Campylobacter spp., in Free-Living Birds in Mainland
Portugal. Int J Environ Res Public Health. 2022 Dec 23;20(1):223.
doi: 10.3390/ijerph20010223
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