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Resumo

As bactérias do género Campylobacter e do grupo Arcobacter sensu lato sdo bacilos de Gram-
negativo, pertencentes a familia Campylobacteraceae. Até ao momento, 35 espécies foram
reconhecidas no género Campylobacter, e 31 no grupo Arcobacter sensu lato, sendo que entre
elas, Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Aliarcobacter butzleri, Aliarcobacter
cryaerophilus e Aliarcobacter skirrowii, sdo as principais espécies associadas a infecdoes em
humanos e animais. Embora exijam um hospedeiro, as bactérias do género Campylobacter sao
comumente isoladas de amostras de aguas naturais, como nascentes, rios e lagos. De igual
forma, mais de metade das espécies de Arcobacter sensu lato foram isoladas a partir de
ambientes aquaticos. Esta situacdo revela-se como uma importante ameaca a satde publica
devido ao contacto direto do Homem com este tipo de aguas. Esta preocupacao € acrescida pela
associacdo de surtos de doencas com o consumo de 4gua contaminada com estas bactérias,
sendo esta uma importante via de transmissao. Assim, o objetivo deste estudo focou-se na
avaliacdo da distribuicdo de Campylobacter spp. e Arcobacter sensu lato em diferentes
amostras de dgua, nomeadamente 4gua de rio, agua de afluentes e Agua de nascente nao tratada,
recolhidas no concelho da Covilh3, e avaliacao da sua resisténcia a 7 antibibticos, normalmente
utilizados no tratamento de infe¢Ges por estes microrganismos. Pela analise dos resultados, das
150 amostras analisadas por duas metodologias de detecao distintas, PCR e cultura, 56 (37,3 %)
foram positivas para Campylobacter spp. quando utilizada detecao direta por PCR no meio de
enriquecimento, e por isolamento 22 (14,6 %) revelaram a presenca deste género; no total 60
amostras foram positivas por ambos os métodos. Em 8 de 22 amostras (36,4%) foi identificado
C. jejuni, em 7 (31,4 %) C. coli, em 4 (18,2 %) C. lari, e 1 (4,5 %) foi positiva para C. upsaliensis,
sendo que para duas amostras nao foi possivel obter uma identificacdo a nivel de espécie. Em
relacdo a Arcobacter sensu lato, também alguma variabilidade foi encontrada aquando da
utilizacdo destas duas metodologias, onde 72 de 150 amostras (48 %) foram positivas para o
género quando utilizada dete¢do direta por PCR no meio de enriquecimento, e através de
cultura foi possivel o isolamento de bactérias deste grupo em 89 (59,3%) amostras; no total 99
amostras foram positivas considerando ambos os métodos. Em 74 das 89 amostras (83,1%)
foram identificadas como positivas para A. butzleri, 20 (22,5%) para A. cryaerophilus e 28
amostras encontravam-se contaminadas por outras espécies de Arcobacter. Pela avaliacao da
diversidade genética, pela técnica de reacao em cadeia da polimerase por consenso intergénico
repetitivo enterobacteriano (ERIC-PCR - do inglés enterobacterial repetitive intergenic
consensus-PCR), foi observada uma grande heterogeneidade genética entre os isolados de
ambos os grupos bacterianos, registando-se 37 perfis genéticos diferentes entre os isolados
provenientes das 22 amostras positivas para Campylobacter spp., € da mesma forma foram
observados 255 perfis tnicos de um total de 291 isolados de Arcobacter sensu lato. Quando
avaliado o perfil de suscetibilidade a antibibticos, foram observadas diferencas nos perfis de
resisténcia entre ambos os grupos bacterianos. Desta forma, para além de resisténcias pontuais,

observou-se uma baixa multirresisténcia para o género Campylobacter, em apenas 2 dos 25



isolados avaliados, tendo-se obtido valores superiores para Arcobacter sensu lato, onde de um
total de 238 isolados, 194 mostraram perfil de multirresisténcia, tendo-se verificado casos em
que a resisténcia foi transversal a seis dos sete antibi6ticos testados. Assim, os resultados deste
estudo demonstram uma elevada prevaléncia de Campylobacter spp e Arcobacter sensu lato,
agravada pela alta resisténcia a antibi6ticos encontrada, em amostras de agua superficial de
acesso ao homem, apresentando nao sb alto risco para a populacao e animais da regiao, mas

também para uma possivel contaminacao de alimentos.
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Abstract

The bacteria of the genera Campylobacter and Arcobacter sensu lato group are Gram-negative
bacilli, belonging to the Campylobacteraceae family. Until now, 35 species have been
recognized for the genus Campylobacter, and 31 species for Arcobacter sensu lato. Amongst the
species of both groups, Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Aliarcobacter butzleri,
Aliarcobacter cryaerophilus and Aliarcobacter skirrowii are the most frequently associated
with infections in humans and animals. Although requiring a host, bacteria of the genus
Campylobacter are commonly isolated from samples of natural waters, such as spring waters,
rivers and lakes. Likewise, more than half of the Arcobacter sensu lato species have been
isolated from aquatic environments. In fact, water is considered a relevant contamination
source and an important threat to public health due to their consumption and direct contact
with humans. This concern is increased by the association of outbreaks with the consumption of
water contaminated with these bacteria, pointing to their consumption as an important route of
transmission. Thus, this study focused on assessing the distribution of Campylobacter spp. and
Arcobacter sensu lato in different water samples, such as river water, water from affluents and
untreated spring water, collected in the municipality of Covilha, and evaluation of their
resistance to seven antibiotics commonly used in the treatment of infections by these
microorganisms. Through the analysis of the results, of the 150 samples evaluated by two
distinct detection methodologies, PCR and culture, 56 (37.3 %) samples were positive for
Campylobacter spp. when using direct detection on the enrichment broth, and 22 (14.6%) were
positive by culture; in total, 60 samples were positive by both methods. The distribution by
species was as follows: eight of 22 samples (36.4%) were positive for C. jejuni, seven (31.4 %) for
C. coli, four (18.2 %) for C. lari, one sample (4.5 %) was positive for C. upsaliensis, and for two
of the samples it was not possible to obtain an identification at the species level. Regarding
Arcobacter sensu lato, some variability was also found when using these two methodologies,
where 72 out of 150 samples (48%) were positive for the genus when using direct PCR detection
in the enrichment medium. Through culture it was possible the isolation of bacteria from this
group from 89 (59.3%) samples; and in total 99 samples were positive by both methods.
Concerning Arcobacter sensu lato, the distribution of the species was as follows: 74 of the 89
samples (83.1%) were positive for A. butzleri, 20 (22.5%) for A. cryaerophilus and 28 samples
were contaminated with other species of Arcobacter. Through the evaluation of the genetic
diversity by enterobacterial intergenic consensus-PCR polymerase chain reaction technique
(ERIC-PCR), a large genetic heterogeneity was observed among isolates of both genera. Among
isolates from 22 Campylobacter spp. positive samples by culture, 37 different genetic profiles
were found. Similarly, 255 unique profiles of a total of 291 Arcobacter sensu lato isolates were
observed. When the antibiotic susceptibility profile was evaluated, divergences between the
resistance of both groups were noted. Thus, in addition to pontual resistances, a low multidrug
resistance was observed for the genus Campylobacter, only two among the 25 isolates studied.
Higher values were obtained for Arcobacter sensu lato, where from a total of 238 isolates, 194

showed a multidrug resistance profile, of which some presented transversal resistance to six of
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the seven antibiotics tested. In sum, the results of this study demonstrate a high prevalence of
both bacterial groups in water samples accessible to humans, worsen by the high resistance
found in those samples, presenting not only high risk for the population and animals of the

region, but also for possible food contamination.

Keywords

Campylobacter; Arcobacter sensu lato; Environmental water; Drinking water; Genetic

diversity; Antimicrobial resistance.
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Capitulo 1: Introducao

A agua limpa € vital ndo s6 para permitir a vida humana, mas também o préprio funcionamento
do ecossistema, contudo, a negligéncia e a ma gestao dos recursos hidricos colocam em risco a
disponibilidade de 4gua doce de maneira significativa (Kannan, Prashanth, and Maliyekkal
2020). Da mesma forma, a carga industrial de poluicdo, instalacGes precarias de tratamento de
agua e esgoto, leis inadequadas de controle da poluicdo da Agua e urbanizacdo rapida
contribuiram para o aumento da degradacdo do ambiente aquatico em muitos paises tanto

desenvolvidos, como em desenvolvimento (Shrestha et al. 2019).

Embora tenha havido um progresso notavel no que toca ao controlo e prevencdo de doencas
infeciosas, os riscos provenientes de agentes microbianos continuam a ser a principal causa de
mortalidade humana em paises em desenvolvimento, sendo que as criancas sao o grupo mais
afetado (WHO 2016; UNICEF 2016). De facto, a poluicao da dgua e doencgas associadas como
diarreia, febre tifoide e colera, sdo consideradas das principais causas de morte a nivel global,
sendo responsével por cerca de 2,1 milhdes de vidas humanas a cada ano (WHO 2016). Desta
forma, a presenca de poluentes microbianos, como bactérias, virus e protozoarios, representa
uma ameaca no que toca a qualidade da 4gua, sendo a sua ocorréncia devida a diversos fatores,

como representado na Figura 1 (Kannan, Prashanth, and Maliyekkal 2020).

Figura 1: Principais fontes de contaminagdo microbiana da dgua. Adaptado de (Kannan, Prashanth, and
Maliyekkal 2020).



Assim sendo, a analise mais abrangente desde a fonte, bem como a detecao rapida e antecipada

do organismo patogénico em ambientes aquaticos, tém-se revelado parametros de extrema

importancia, uma vez que estes agentes podem colocar em risco a saide publica (Kannan,

Prashanth, and Maliyekkal 2020).

1.1 Taxonomia do género Campylobacter

Campylobacteraceae da ordem Campylobacterales ¢ a maior e mais diversificada familia

N

pertencente a classe Epsilonproteobacteria e filo Proteobacteria (Silva et al. 2020). Desta

familia, faz parte o género Campylobacter que foi proposto pela primeira vez no ano de 1963,

sendo na altura constituido por apenas duas espécies, Campylobacter fetus e Campylobacter

bubulus, agora designado Campylobacter sputorum, sendo nesse periodo denominados como

vibrios microaero6filos (On 2001; Natsos et al. 2019). Ao longo dos anos, este género foi

aumentando, abrangendo mais espécies de Campylobacter, sendo que na atualidade, pela

comparacao de sequéncias parciais do gene 16S rRNA, foram ja reconhecidas 35 espécies, como

apresentadas na Tabela 1, e 14 subespécies (Silva et al. 2020; On 2001).

Tabela 1: Espécies de Campylobacter, por ano de publicacao do seu reconhecimento e por local de origem

de isolamento. Adaptado de (Parte et al. 2020).

Espécies Ano Origem Referéncia
(McFadyean and Stockman
C. fetus 1913 Feto de bezerro
1913)
C. sputorum 1914 Cavidade oral humana (Tunnicliff 1914)
C.jejuni 1931 Bovinos e bezerros (Jones et al. 1931)
C. coli 1948 Intestino suino (Doyle 1948)
. Humanos com doenca
C. concisus 1981 . (Tanner et al. 1981)
periodontal
C. lari 1983 Humanos e molasculos (Benjamin et al. 1983)
C. hyointestinalis 1983 Estomago suino (Gebhart et al. 1983)
C. mucosalis 1985 Adenomatose intestinal (Ti et al. 1985)
L. Amostras diarreicas de humanos .
C. upsaliensis 1991 o . (Sandstedt, Karin, Jan 1991)
e animais domésticos
C. curvus 1991 Abscesso alveolar humano (Vandamme et al. 1991)
C. rectus 1991 Canal radicular dent4rio humano (Vandamme et al. 1991)
C. helveticus 1993 Animais domésticos (John et al. 1992)
C. showae 1993 Cavidade oral humana (Etoh et al. 1993)
C. gracilis 1995 Gengiva humana (Vandamme et al. 1995)
C. lanienae 2000 Trabalhadores num matadouro (Dennis Linton et al. 2000)
C. hominis 2001 Trato gastrointestinal humano (Lawson et al. 2001)
C. insulaenigrae 2004 Mamiferos marinhos (Foster et al. 2004)

C. canadensis

2007

Grus Americana

(Inglis et al. 2007)




Tabela 1 (continuacao): Espécies de Campylobacter, por ano de publicacao do seu reconhecimento e por

local de origem de isolamento. Adaptado de (Parte et al. 2020).

Espécies Ano Origem Referéncia
C. cuniculorum 2009 Coelhos (Zanoni et al. 2009)
C. peloridis 2009 Mexilhao (Debruyne et al. 2009)
C. avium 2009 Aves (Mirko Rossi et al. 2009)
C. subantarticus 2010 Aves (Debruyne et al. 2010a)
C. volucris 2010 Gaivotas de cabega negra (Debruyne et al. 2010b)
C. ureolyticus 2010 Fluido amniético (Vandamme et al. 2016)
C. troglodytis 2011 Fezes de chimpanzés selvagens (Kaur et al. 2011)
C. corcagiensis 2014 Macaco-cauda-de-ledo (Koziel et al. 2014)
C. iguaniorum 2015 Reptil (Gilbert et al. 2015)
C. geochelonis 2016 Tartaruga (Piccirillo et al. 2016)
C. hepaticus 2016 Galinhas com doenca hepatica (Van et al. 2016)
C. pinnipediorum 2017 Pinipedes (Gilbert et al. 2017)
C. ornithocola 2017 Aves Silvestres (CAceres et al. 2017)
C. blaseri 2018 Focas (Gilbert et al. 2018)
C. amoricus 2019 Agua superficial e fezes humanas (Boukerb et al. 2019)
com doenga entérica
C. novaezeelandiae 2020 Agua e aves (Bloomfield et al. 2020)
C. portucalensis 2020 Mucosa prepucial de touros (Silva et al. 2020)

A sequenciacdo dos genes 16S rRNA e 23S rRNA permite a anélise filogenética e diferenciacio

dos membros do género Campylobacter (Figura 2), sendo que estas regides sdo varias vezes

utilizadas para a classificagdo taxondmica e

identificacdo de espécies pertencentes

aos géneros Campylobacter, Arcobacter e Helicobacter, devido a sua composicdo em mosaico

de regides filogeneticamente conservadas e regioes variaveis dentro do gene (Marshall et al.

1999; Kaakoush et al. 2015).
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Figura 2: Arvore filogenética do género Campylobacter, tendo por base a similaridade da sequéncia do
gene 16S rRNA (Silva et al. 2020).

1.2 Evolucao da taxonomia do género Arcobacter

Em 1991 foi proposto o género Arcobacter, incluido na familia Campylobacteraceae, a qual
abrange mais dois géneros, Campylobacter e Sulfurospirillum (Vandamme et al. 1991).

Inicialmente, o género Arcobacter englobava duas espécies Arcobacter cryaerophilus, isolado a



partir de fetos de abortos de animais e humanos com doencas entéricas, e Arcobacter
nitrofigilis, proveniente de raizes de uma planta, tendo sido classificados como

Campylobacter spp. com capacidade de se multiplicar em condi¢oes aerdbicas (On 2001).

Desde a proposta para a criagdo de um novo género, Arcobacter spp. foi varias vezes submetido
a alteracgOes e a sua organizacio taxonémica permanece controversa até a atualidade (Ferreira,
Oleastro, and Domingues 2019). Em 2017, Waite et al. (2017) realizaram uma anélise de
gendmica comparativa da classe Epsilonproteobacteria, propondo uma reclassificacdo do
género Arcobacter numa nova familia designada Arcobacteraceae dentro da classe
Campylobacteria. Atualmente foram ja reconhecidas 31 espécies pertencentes a este género,
isoladas a partir de uma variedade de ambientes e hospedeiros (Ferreira, Oleastro, and
Domingues 2019), como se pode observar na Tabela 2. Mais recentemente, com base numa
analise genomica e filogenética, foi proposta uma nova reavaliacdo deste género de modo a
esclarecer as relacoes entre as suas diversas espécies. Assim, segundo os autores, o género
Arcobacter passou a ser dividido em seis géneros e um candidato, nomeadamente: Arcobacter,
Aliarcobacter gen. nov., Pseudarcobacter gen. nov., Malaciobacter gen. nov., Halarcobacter
gen. nov., Poseidonibacter gen. nov., e o candidato Arcomarinus gen. nov.. Desta forma todas
as espécies passariam a ser distribuidas pelos diferentes géneros, passando Aliarcobacter a
compreender oito espécies, Aliarcobacter cryaerophilus, A. butzleri, A. skirrowii, A. cibarius,
A. thereius, A. trophiarum, A. lanthieri, A. faecis, o género Pseudarcobacter contendo sete
espécies, Pseudarcobacter defluvii, P. ellisii, P. venerupis, P. cloacae, P. suis, P. aquimarinus e
P. acticola, Malaciobacter contendo cinco espécies, Malaciobacter halophilus, M. mytili, M.
marinus, M. molluscorum e M. pacificus, com trés espécies o género Halarcobacter,
nomeadamente Halarcobacter bivalviorum, H. anaerophilus e H. ebronensis, Poseidonibacter
com uma tUnica espécie, Poseidonibacter lekithochrous, o género Arcomarinus contendo a
espécie Arcomarinus aquaticus e o atual Arcobacter onde apenas se enquadra A. nitrofigilis

(Pérez-Cataluna et al. 2018, 2019).

Tabela 2: Espécies de Arcobacter spp. por ano de publicacao do primeiro isolamento e por local de origem
de isolamento. (Hsu and Lee 2015; Pérez-Catalufia, Salas-Mass6, and Figueras 2018; Pérez-Catalufia,

Salas-Mass0, and Figueras 2019; Callbeck et al. 2019).

Espécie Ano Origem do isolado Referéncia
A. cryaerophilus 1977 Fetos Bovinos (Ellis et al. 1977)
A. nitrofigilis 1983 Raizes de Spartina alterniflora  (McClung, Patriquin, and Davis 1983)
A. butzleri 1991 Amostras de fezes diarreicas (Kiehlbauch et al. 1991)
A. skirrowii 1992 Fluido prepucial de touros (Vandamme et al. 1992)
A. cibarius 2005 Carcacas de frango (Houf et al. 2005)
M. halophilus 2005 Lagoa hipersalina (Donachie et al. 2005)
M. mytili 2009 Mexilhao e 4gua salobra (Collado et al. 2009)




Tabela 2 (continuacao): Espécies de Arcobacter spp. por ano de publicagdo do primeiro isolamento e por

local de origem de isolamento. (Hsu and Lee 2015; Pérez-Catalufia, Salas-Mass6, and Figueras 2018;

Pérez-Cataluna, Salas-Mass0, and Figueras 2019; Callbeck et al. 2019).

Espécie Ano Origem do isolado Referéncia
A. thereius 2009 Porcos e Patos (Houf et al. 2009)
M. marinus 2011 Agua do mar (Kim, Hwang, and Cho 2010)
A. trophiarum 2011 Porcos de engorda (Smet et al. 2011)
P. defluvii 2011 Aguas residuais (Collado, Levican, et al. 2011)
M. molluscorum 2011 Mariscos (Figueras, Collado, et al. 2011)
P. ellisii 2011 Mexilhoes (Figueras, Levican, et al. 2011)
H. bivalviorum 2012 Mexilhoes e améijoas (Levican et al. 2012)
P. venerupis 2012 Mexilhoes e améijoas (Levican et al. 2012)
H. anaerophilus 2013 Estuério (Jyothsna et al. 2013)
P. cloacae 2013 Esgoto (Levican, Collado, and Figueras 2013)
P. suis 2013 Porco (Levican, Collado, and Figueras 2013)
H. ebronensis 2014 Mexilhoes (Levican et al. 2015)
P. aquimarinus 2014 Agua do mar (Levican et al. 2015)
A. lanthieri 2015 Porco e Estrume (Whiteduck-Léveillée et al. 2015)
M. pacificus 2015 Agua do mar (Zhang et al. 2016)
A. faecis 2016 Aguas residuais (Whiteduck-Léveillée et al. 2015)
P. acticola 2016 Agua do mar (Park et al. 2016)
P. lekithochrous 2017 Moluscos (Diéguez et al. 2017)
M. haliotis 2017 Abalone Haliotis gigantea (Tanaka et al. 2017)
M. canalis 2018 Canais de dgua (Pérez-Cataluna, Salas-Massé, and
Figueras 2018)
P. caeni 2018 Agua (Pérez-Cataluna, Salas-Mass6, and
Figueras 2019)
A. lacus 2018 Agua (Pérez-Cataluna, Salas-Mass6, and
Figueras 2019)
A. peruensis 2019 Agua costeiras sulfiricas (Callbeck et al. 2019)
A. vitoriensis 2020 Cenoura e dguas residuais (Alonso et al. 2020)

Desta forma, algumas publicac6es procederam a anélise e construcao de redes de decomposicao,

através de sequéncias concatenadas de 61 genes centrais (41.878 pb), de maneira a nao sb

realcar, mas também posicionar as diferentes espécies do antigo género Arcobacter, nos varios

géneros desta nova divisdo. (Figura 2) (Pérez-Cataluna et al. 2018; Alonso et al. 2020).
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Figura 3: Rede de decomposicdo dividida de 29 espécies do género Arcobacter, tendo por base a

similaridade das sequéncias de 61 genes core (Alonso et al. 2020).

Ainda assim, apesar das propostas apresentadas por Pérez-Cataluna et al. (2018) e Waite et al.
(2017), esta nova reavaliacdo taxonOmica, apesar de ter sido inicialmente validada, foi
recentemente refutada com base num estudo levado a cabo para avaliar esta nova proposta
usando critérios gendmicos, filogenéticos e fenotipicos comparativos. Neste estudo apenas a
distingdo de um ftnico género foi apoiada, com nenhuma das metodologias de avaliacdo

justificando a posi¢cao dos novos géneros propostos (On et al. 2020).

Assim, e ainda que na pendéncia de mais pesquisas em apoio a estas novas redesignacoes, o
nome Arcobacter sensu lato serd usado neste trabalho de maneira a referir ao grupo de espécies

do género desenvolvido historicamente (On et al. 2020).

1.3 Caracteristicas de Campylobacter e Arcobacter sensu

lato

Campylobacter spp. e Arcobacter sensu lato sao caracterizados como bacilos de Gram-negativo,
nao formadores de esporos, méveis, podendo possuir forma em espiral. Juntamente com o
género Helicobacter, estes inserem-se num grupo filogeneticamente distinto, denominada
superfamilia de "RNA VI ou divisao Epsilon pertencendo a classe Proteobacteria (Lehner,

Tasara, and Stephan 2005).



1.3.1 Género Campylobacter

As espécies pertencentes ao género Campylobacter sio maioritariamente microaerofilicas,
bactérias de Gram-negativo que nao formam esporos (Wysok and Uradzinski 2009), méveis,
podendo apresentar um unico flagelo polar, bipolar ou nenhum tipo de flagelo, dependendo da
espécie (Guzman-Martin, Gonzalez-Bustos, and Gutiérrez-Fernandez 2019).

No ambiente, estas podem apresentar-se em duas formas morfologicas, isto é, com forma
cilindrica, mais usual, e na forma de cocos. A forma cilindrica multiplica-se em meios de cultura
sob forma de colbnias de tom acinzentado, planas e himidas, apresentando-se ao microscopio,
com formato em espiral, idéntico a virgula ou em S, com 0,5 - 8 um de comprimento e 0,2 - 0,5
um de largura. Por outro lado, a morfologia em cocos destas bactérias apenas ocorre quando as
condi¢des ambientais sdo desfavoraveis, sendo uma forma viavel, mas nao cultivavel, pelo que
nao se observa a sua multiplicacdo em meios de cultura sem um processo de ressuscitacio

(Wysok and Uradzinski 2009).

A maioria das espécies de Campylobacter requer condi¢oes microaerofilicas para um
crescimento da populacdo bem-sucedido, devido a sua alta sensibilidade ao oxigénio, apenas
multiplicando-se em cultura com uma atmosfera microaerofilica com composicao ideal de 5%
0., 10% de CO: e 85% de N. (Guzman-Martin, Gonzélez-Bustos, and Gutiérrez-Fernandez 2019;
Alterkruse et al. 2007). Apesar da maior parte das espécies de Campylobacter se desenvolverem
sob condicGes microaerdbicas, varias espécies requerem hidrogénio que atua como doador de
eletroes para o seu desenvolvimento. Ainda assim, existem também algumas espécies
perfeitamente adaptadas a ambientes anaerdbios, como o caso de C. rectus (Kaakoush et al.

2015).

A identificacao e caracterizacio de espécies de Campylobacter é muitas vezes baseada em testes
bioquimicos, padroes de resisténcia a antibi6ticos e temperatura de desenvolvimento (Levin
2007). De uma maneira geral, as espécies ndo fermentam nem oxidam carboidratos, sendo
designados como organismos quimioorganotroéficos, obtendo energia a partir de aminoacidos ou
intermediarios do ciclo do 4cido tricarboxilico. A atividade da oxidase est4 presente em todas as
espécies de Campylobacter, com excecao do C. gracilis (Silva et al. 2011). Em relacao ao pH, as
espécies de Campylobacter sao capazes de se multiplicar dentro de uma ampla faixa de pH,
entre 5,5 a 8,0, sendo a sua multiplicacio ideal observada a valores de pH 6,5 - 7,5 (Wysok and
Uradzinski 2009). As populacoes de espécies do género Campylobacter conseguem crescer a
temperatura de 37 °C, sendo que devido a auséncia de proteinas que desempenham um papel na
adaptacao a baixas temperaturas, estas sdo incapazes de se desenvolver a temperaturas abaixo
de 30 °C (Wysok and Uradzinski 2009). Dentro do mesmo género, existem ainda espécies
termofilas capazes de se multiplicar a temperaturas entre 37 e 42 °C, nomeadamente C. jejuni,
C. coli, C. lari e C. upsaliensis, com temperatura de multiplicacdo ideal de 41,5 ° C. O termo

"termotolerante” refere-se assim as espécies com desenvolvimento a temperaturas entre 41-



43°C, sendo o termo varias vezes utilizado para as espécies termofilicas de Campylobacter spp.,
devido a estes organismos nao exibirem multiplicacdo a temperaturas iguais ou superiores a

55°C (Levin 2007).

1.3.2 Grupo Arcobacter sensu lato

A diferenciacao das espécies de Campylobacter e Arcobacter sensu lato através da anélise
fenotipica é dificil devido a falta de procedimentos padronizados, as caracteristicas fenotipicas e
bioquimicas semelhantes entre estes dois grupos bacterianos, a elevada semelhanca entre
espécies e a ocorréncia de estirpes atipicas (Gonzalez et al. 2006). Antes da atual denominacio
dos diferentes géneros de Arcobacter sensu lato, estas bactérias eram designadas por
“Campylobacteres aerotolerantes”, devido as semelhancas compartilhadas entre estes géneros,
nomeadamente o seu perfil morfolégico e bioquimico. Ainda assim, os membros de Arcobacter
sensu lato, ao contrario de Campylobacter spp., possuem a capacidade de aerotolerancia, sendo,
portanto, a principal caracteristica diferenciadora destes dois grupos bacterianos (Snelling et al.

2006; Talay, Molva, and Atabay 2016).

Bactérias deste grupo sao caracterizadas como bastonetes Gram-negativos, curvadas em forma
de S, ndo formam esporos, geralmente com 0,2 - 0,9 um de largura e 0,5 - 3 um de
comprimento. Estes organismos sao moveis, dotados de um tnico flagelo polar numa ou nas
duas extremidades das células (Ho, Lipman, and Gaastra 2006), com excecio de A.

anaerophilus, que nao possui flagelos na sua constituicao (Jyothsna et al. 2013).

Os membros de Arcobacter sensu lato sao conhecidos como positivos para o teste da oxidase,
mas a catalase esta ausente em algumas espécies (Ferreira et al. 2016). Este grupo de géneros é
também caracterizado por utilizar compostos organicos e aminoacidos como fontes de carbono,
nao fermentando nem oxidando carboidratos (Ramees et al. 2017). No que diz respeito ao pH,
num estudo realizado por Sa and Harrison (2005), constatou-se que algumas das espécies
apresentavam desenvolvimento numa faixa de pH de 5,5 a 8,0, sendo ideal para o crescimento
da populacgdo valores entre 6,0 a 7,5, dependendo das espécies e estirpes. Ainda assim, no
mesmo estudo observou-se o desenvolvimento de algumas estirpes a valores de pH 5,0,

especialmente em temperaturas nao ideais (25 ° C), por até 2 dias.

De um modo geral, Arcobacter sensu lato sao capazes de se multiplicar em condic6es aerdbicas
e em alguns casos em condicGes anaerdbicas, como o caso de A. anaerophilus, apresentando
crescimento populacional numa ampla faixa de temperaturas, 15-42 °C, sendo que o
desenvolvimento ideal ocorre em condicGes microaerdbicas, 3 a 10% de O., com temperatura de
37°C, podendo ainda algumas espécies requerer a necessidade de NaCl para o seu
desenvolvimento (Vandamme et al. 1991; Pérez-Cataluna et al. 2018). No entanto, o
aparecimento de novas espécies podera sempre alterar algumas das caracteristicas conhecidas

até hoje.



1.4 Patogenicidade associada a Campylobacter spp. e

Arcobacter sensu lato.

Na esfera da Satide Publica, espécies pertencentes ao género Campylobacter e Arcobacter sensu
lato estdo intimamente relacionadas com o desenvolvimento de algumas doencas. Em varios
paises em desenvolvimento e desenvolvidos, algumas espécies pertencentes a estes grupos
bacterianos sdo conhecidas por se apresentarem como uma das principais causas de infecGes
gastrointestinais, realgando um sério risco para a satide puablica (Shange, Gouws, and Hoffman

2019).

1.4.1 Género Campylobacter

Campylobacter spp. é uma das principais causas de doencas bacterianas zoonéticas em todo o
Mundo, afetando cerca de 1% da populacao humana por ano na Europa (Denny et al. 2007). A
doenca infeciosa causada por membros do género Campylobacter é denominada
campilobacteriose, sendo a doenca zoonoética mais comumente relatada na Europa no ano de
2017 (EFSA and ECDC 2018). As espécies patogénicas Campylobacter spp. que se relacionam
com infe¢oes humanas incluem C. jejuni, C. coli, C. concisus, C. rectus, C. hyointestinalis, C.
insulaenigrae, C. sputorum, C. helveticus, C. lari, C. fetus, C. mucosalis, C. upsaliensis e C.
ureolyticus. Ainda assim, as espécies C. jejuni e C. coli sdo as principais associadas a infe¢oes em
humanos e animais (Igwaran and OKoh 2019; Sahin et al. 2017). Nomeadamente, no ano de
2015, a Agéncia Europeia para a Seguranca Alimentar e o Centro Europeu de Prevencdo e
Controlo de Doencas relataram que as espécies C. jejuni e C. coli foram a causa mais comum de
campilobacteriose, sendo esta a doenca de origem bacteriana a mais frequente nesse ano (EFSA
and ECDC 2016). Com a dose infeciosa estimada em 500 microrganismos pertencentes a este
género, as manifestacoes clinicas de campilobacteriose sdo amplamente indistinguiveis de
outras infecOes intestinais bacterianas, onde os sintomas de infecdo sdo febre, cdlicas
abdominais e diarreia, com ou sem sangue nas fezes, podendo durar entre trés dias a uma
semana (Nachamkin, Szymanski, and Blaser 2008; Coker et al. 2002). As infe¢6es causadas por
C. jejuni podem evoluir para diversos niveis de gravidade, como diarreia leve e autolimitada,
para colite hemorragica e, por vezes, meningite e bacteremia, sendo que em casos mais severos
pode provocar um distirbio autoimune do sistema nervoso periférico desenvolvendo-se para
doencas associadas a Sindrome de Guillain-Barré ou Sindrome de Miller Fischer (Igwaran and
OKoh 2019; Coker et al. 2002; Butzler 2004). A sindrome de Guillain-Barré é uma doenga
autoimune rara caracterizada pelo ataque do sistema nervoso periférico, levando a fraqueza
muscular, paralisia e consequentemente morte (Epps et al. 2013). Ainda assim, infecoes por C.
coli diferem das obtidas de C. jejuni, sendo os principais sintomas diarreia aquosa, dor
abdominal, vomito, febre, enterocolite inflamatéria, mal-estar e nauseas (Igwaran and OKoh

2019).

10



A motilidade mediada por flagelos, adesao bacteriana a mucosa intestinal, capacidade invasiva e
capacidade de produzir toxinas, como o caso da toxina distensora citoletal sdo fatores de
viruléncia associados ao género Campylobacter (Dasti et al. 2010; Asakura et al. 2007). Ainda
assim, os mecanismos especificos de viruléncia associados a Campylobacter spp. ainda nao
foram claramente elucidados, provavelmente devido a falta de similaridade da patogénese

associada a este género e outros organismos patogénicos (Dasti et al. 2010).

1.4.2 Grupo Arcobacter sensu lato

Embora espécies pertencentes ao grupo Arcobacter sensu lato nao facam parte da flora
saprofita normal do intestino humano, o ser humano pode ser potencialmente infetado pela
ingestao de alimentos e 4gua contaminada com estes organismos (Shah et al. 2011). Referente a
esta temaética, foram ji associadas varias espécies destes géneros quer a doencgas entéricas como
outras doencas extraintestinais, nomeadamente bacteremia e peritonite, em humanos. De entre
as diversas espécies deste grupo, sao A. butzleri, A. cryaerophilus e A. skirrowii as mais
frequentemente associadas a doenca no Homem (Ferreira, Oleastro, and Domingues 2019; Shah
et al. 2011). A espécie A. butzleri recebeu foco devido aos muitos estudos que demonstraram que
esta bactéria se encontra presente numa grande variedade de hospedeiros e ambientes, sendo o
quarto organismo mais comum do tipo Campylobacter detetado em amostras de fezes
diarreicas humanas, representando a importancia epidemiologica desta bactéria (Collado et al.
2013; Ferreira et al. 2014). Da mesma forma, a Comissido Internacional de Especificacoes
Microbiologicas para Alimentos considerou ja as espécies A. butzleri e A. cryaerophilus, como

organismos que representam um perigo severo para a sadde humana (Tompkin et al. 2002).

A presenca destas bactérias em alimentos para consumo humano e a sua capacidade de
sobrevivéncia a temperaturas de armazenamento, apontam que a ingestao destas bactérias
através de alimentos contaminados possa ser responsavel pela doenca arcobacteriose. Varios
fatores como a ocorréncia, concentracao de células, padrées de consumo de produtos, exposicao,
dose infeciosa e suscetibilidade da populacao, poderao influenciar o risco de desenvolvimento
da doenca causada por estas bactérias, no entanto o conhecimento acerca deste assunto é
limitado (Ferreira, Oleastro, and Domingues 2019). Os principais sintomas clinicos causados
por arcobacteriose incluem diarreia aquosa prolongada, caibras abdominais, niusea e vomito
(Vandenberg et al. 2004; Vandamme et al. 1992). Além do Homem, espécies deste grupo foram
ja isolados a partir de animais com varias doencas, incluindo aborto, septicemia, mastite,

gastrite e enterite (On et al. 2002; Julia et al. 1993).

Apesar de muitos relatos relativos a prevaléncia destas bactérias em alimentos e agua, e a sua
associacdo com doencas que afetam tanto humanos como animais, ainda existe um
conhecimento limitado sobre a patogenicidade e viruléncia destas bactérias (Ho, Lipman, and
Gaastra 2006; Hanel, Tomaso, and Neubauer 2016). Até ao momento, foram ja descritos varios

genes putativos de viruléncia, como cadF, ¢j1349, ciaB, muviN, pldA, tlyA, hecA, hecB, irgA, iroE
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presentes no genoma de A. butzleri, sendo considerados como potencialmente importantes para
a viruléncia deste patogénico, devido a homologia com genes de viruléncia presentes em outras
bactérias (Miller et al. 2007; Kim et al. 2018). Da mesma forma, existem informacoes de estudos
relacionados com estes genes e/ou fatores de viruléncia presentes em espécies de Arcobacter
sensu lato, sendo que, com base nestes sabe-se que a capacidade de adesao, invasao celular,
secrecao de toxinas e inducao de secrecao da citocina pro-inflamatoéria (IL-8) desempenham um
papel no estabelecimento de infecao no hospedeiro (Carrillo et al. 2016; Houf et al. 2001). Ainda
assim, para se poder confirmar a magnitude do potencial risco associado a este género, varios
fatores necessitam de ser compreendidos, nomeadamente o nimero de espécies de Arcobacter
sensu lato que abrigam estes genes, bem como os papeis associados a patogenicidade

desempenhados por cada um deles (Kim et al. 2018).

1.5 Ocorréncia de Campylobacter spp. e Arcobacter sensu

lato

Os membros da familia Campylobacteraceae foram ja encontrados numa vasta gama de
ambientes, desde respiradouros presentes no fundo do mar, a raizes de plantas e trato
gastrointestinal de animais. Desta forma, dentro do grupo Arcobacter sensu lato, varias espécies
foram ja isoladas a partir das mais diversas fontes, como agua de esgoto, sedimentos estuarinos,
ambientes marinhos e hipersalinos, raizes de plantas e animais, incluindo moluscos e bivalves

(Gilbert et al. 2019).

Por outro lado, ao contrario de Arcobacter sensu lato, do qual varios membros vivem livremente
no meio ambiente, Campylobacter spp. estd predominantemente associado a hospedeiros
vertebrados (Fitzgerald and Nachamkin 2015). Membros pertencentes a este género foram
principalmente isolados a partir do trato digestivo de animais vertebrados e oOrgaos
reprodutivos. As espécies intestinais de Campylobacter mostram ainda uma forte afinidade com

a mucosa intestinal dos hospedeiros (Gilbert et al. 2019).

1.5.1 Prevaléncia de espécies pertencentes a Campylobacter spp. e

Arcobacter sensu lato em agua

Ainda que as bactérias pertencentes ao género Campylobacter e grupo Arcobacter sensu lato
ndo fagam parte da flora normal do intestino humano, o consumo de agua contaminada como
consequéncia de poluicdo fecal, pode muitas vezes resultar em infecoes e doencas que afetam
humanos e animais (Shah et al. 2011). A seguranca da agua destinada a consumo por parte do
Homem, é baseada na prevencdo da contaminacdo fecal da 4gua bruta, no tratamento por
filtragdo e desinfecdo nas estacoes de tratamento de 4guas. Ainda assim, diferentes matrizes de

agua podem desempenhar vias importantes na transmissido de infecGes por parte destas
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bactérias devido principalmente a contaminacio fecal de aguas residuais e ambientais através
de aves aquaticas e escoamento de dejetos de animais, bem como descargas de efluentes de

esgoto ndo desinfetados ou com infiltragio séptica (Pitkdnen 2013).

Embora exijam um hospedeiro para o crescimento populacional, as bactérias do género
Campylobacter sao comumente isoladas de amostras de 4guas naturais, como nascentes, rios e
lagos, devido a descargas de estacoes de tratamento de 4guas residuais, escoamento de terrenos
agricolas e contaminacio direta por fezes de aves e animais selvagens (Vereen et al. 2007).
Chuvas fortes e falhas no tratamento e monitorizacao adequada de fontes de dgua potavel e de
aguas subterraneas podem levar a distribuicdo de Campylobacter spp. através do sistema de
abastecimento de dgua (Bartholomew et al. 2014; O’Reilly et al. 2007). Da mesma forma, aguas
ambientais podem atuar como fonte de colonizacdo de espécies de Campylobacter em animais
produtores da cadeia alimentar, por meio de 4guas subterraneas e superficiais, frequentemente
utilizados como agua potavel para animais de quinta (Mughini-gras et al. 2016; Pérez-Boto,
Garcia-Pefa, and Echeita 2010). Embora a maioria dos estudos publicados sobre a detecao de
Campylobacter tenham sido feitos em aves, Campylobacter spp. sao frequentemente isolados
de ambientes aquéticos ao longo do globo (Pitkdnen 2013). Vereen et al. 2007 relatou a
prevaléncia destas bactérias em agua corrente proveniente de bacia hidrografica rural na
planicie costeira do sul da Georgia, Estados Unidos da América (EUA), onde obteve uma
prevaléncia de 88% (74/84) para Campylobacter spp.. Da mesma forma, Hellein et al. (2011)
efetuou um estudo em amostras de aguas superficiais marinhas e pluviais da Florida, EUA,
verificando a detecdo de Campylobacter resultando em prevaléncias de 18,2% (2/11) e 38,0%
(8/21), respetivamente. Também na Europa, Moore, Caldwell, and Millar (2001) realizaram um
estudo para avaliar a prevaléncia de bactérias deste género em varias amostras de dgua potavel,
recreativa e ambiental recolhidas na Irlanda do Norte, no qual observou uma prevaléncia de
Campylobacter spp. em 2,2% (2/91) das amostras de agua potavel de torneiras domésticas,
8,8% (5/57) de 4dgua da piscina, 4,3% (1/23) de agua do lago e 100% (1/1) de 4gua recreativa. Da
mesma forma, um estudo efetuado em rios e lagos na regido de Brittany, em Franca, revelou que
50% (30/60) das amostras de agua foram positivas para espécies termotolerantes
de Campylobacter, com C. jejuni representando 74.1% dos isolados, C. coli 17.8% e C. lari 8.1%
(Denis et al. 2011). Também através da analise de diferentes amostras de 4gua na Africa do Sul,
observou-se uma prevaléncia de espécies de Campylobacter, nomeadamente em 6/11 amostras

de 4guas superficiais e 1/4 proveniente de esgoto bruto (Diergaardt et al. 2004).

Entre as diferentes espécies de Campylobacter, C. jejuni é a principal identificada presente em
aguas por todo o mundo, estando maioritariamente associado com contaminacao proveniente
de descargas de esgoto. No entanto outras espécies termotolerantes podem ser isoladas, como C.
coli e C. lari, embora estejam mais associadas com escoamentos agricolas e bandos de aves
aquaticas (Thomas et al. 1999; Hokajarvi et al. 2013; Obiri-Danso and Jones 1999). Assim
sendo, a presenca destas espécies em ambientes aquaticos reflete a 4gua como uma importante

fonte de contaminacao (Frost 2001).
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Em comparacao ao género Campylobacter, foi sugerido que as bactérias do grupo Arcobacter
sensu lato podem adaptar-se mais facilmente a sobreviver em ambientes aquaticos devido a sua
resisténcia a altas concentragoes de NaCl, a baixas temperaturas e capacidade de sobreviver e
multiplicar em condigoes aerdbicas (Sa and Harrison 2005). Desta forma, varias espécies
pertencentes a estes géneros demonstraram estar presentes numa vasta gama de corpos de
agua, como aguas residuais, agua do mar, lago e 4gua do rio, 4gua potavel, agua subterranea,
agua de lazer, em efluentes e lodo de esgoto, podendo levar a transmissdo destes agentes

patogénicos emergentes pela d4gua (Hsu and Lee 2015).

No que toca a aguas residuais, Gonzalez et al. (2007) relataram o isolamento de espécies
pertencentes a Arcobacter sensu lato através do processamento de aguas residuais coletadas em
Espanha, tendo identificado como espécies maioritarias A. butzleri e A. cryaerophilus. Da
mesma forma, através da analise de amostras de esgoto doméstico nao tratado, proveniente de
nove estacoes de tratamento de aguas residuais em Cheshire, Reino Unido, observou-se uma
alta prevaléncia 50% (28/56) destas bactérias, nomeadamente 75% dos isolados identificados
como A. butzleri, tendo-se identificado também A. cryaerophilus isolado de um dos locais de
amostragem (Merga et al. 2014). Mais recentemente, Levican, Collado, and Figueras (2016)
avaliaram a prevaléncia destes géneros em amostras de dgua residual, onde 96,7% (29/30) das
amostras foram positivas para as bactérias deste grupo. A agua do mar é outra potencial fonte
destas bactérias, tendo-se ja isolado espécies como A. sulfidicus e A. marinus (Wirsen et al.
2002; Kim, Hwang, and Cho 2010), sendo também fonte de novas espécies pertencentes a este
grupo bacteriano como A. pacificus, A. acticola e mais recentemente A. peruensis e A.

vitoriensis (Zhang et al. 2016; Park et al. 2016; Callbeck et al. 2019; Alonso et al. 2020).

Ainda que nem todas as espécies sejam patogénicas, a compreensao da prevaléncia de
Arcobacter sensu lato em ambientes aquaticos é importante devido a crescente associacdo a
doencas que afetam animais e humanos, como o caso de A. butzleri (Collado, Figueras, et al.
2011). Num estudo desenvolvido por Rathlavath, Kumar, and Nayak (2017) relativo ao
isolamento de espécies de Arcobacter sensu lato em ambientes costeiros, observou-se a
identificacao de 34 amostras positivas para este grupo de entre 57 amostras totais, sendo A.
butzleri a espécie mais frequentemente isolada. Podendo ser encontrado em varios corpos de
agua, Rice et al. (1999) estudaram a sua prevaléncia em amostras de 4gua subterranea, utilizada
como fonte de agua potavel ao Homem, tendo-se observado a presenca de A. butzleri. Também
quanto a sua prevaléncia em aguas superficiais e de consumo, foram ja descritas algumas
publicacodes, como o caso de Talay, Molva, and Atabay (2016) que de um total de 115 amostras
provenientes de locais diferentes, isolou com sucesso Arcobacter sensu lato de 41 amostras
(35,6%), com a identificacdo da espécie A. butzleri em 24 amostras de esgotos, 13 rios e 2 de
aguas de nascente. De uma maneira geral, a prevaléncia de Arcobacter sensu lato nos diversos
ambientes aquaticos foi revista recentemente apresentando prevaléncia média ponderada de
91,0% para aguas residuais, 87,1% para lagos e rios, 75,2% para praias de lazer, 43,8% para

4guas subterraneas, 17,6% para dgua do mar e por fim 3,2% para agua potavel, sendo que
g
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variacbes quanto a presenca destas bactérias nos varios corpos de agua podem ser devidas ao
uso de diferentes tipos de amostra, niveis de contaminacio fecal, variacdoes sazonais,
temperatura da agua e método de isolamento usado (Hsu and Lee 2015). Ainda assim, a
presenca de espécies destes dois grupos bacterianos em ambientes aquéticos é de grande
importancia devido ndo s6 a estas poderem colocar em risco a qualidade da 4gua, mas também a

propria saude puablica.

1.5.2 Prevaléncia de espécies pertencentes a Campylobacter spp. e

Arcobacter sensu lato em animais para abate

E sabido que as espécies de Campylobacter e Arcobacter podem encontrar-se no trato
gastrointestinal de muitos animais da cadeia alimentar, como aves (Tabela 3), gado bovino,
ovelhas e porcos (Tabela 4), o que torna estes hospedeiros como potenciais fontes de
contaminac¢ao de alimentos e aguas superficiais podendo representar riscos a saide humana

(Shange, Gouws, and Hoffman 2019; Nygérd et al. 2004).

Aves de capoeira foram relatadas como a principal fonte de infe¢ées por Campylobacter spp.
sendo também relatadas como reservatorios para algumas espécies do grupo Arcobacter sensu
lato. Os niveis de prevaléncia destes grupos bacterianos podem diferir entre os estudos devido a
diversos fatores, no entanto, em geral estima-se niveis de prevaléncia de 6 a 44% para espécies
de Arcobacter e 2 a 100% para Campylobacter spp. (Shange, Gouws, and Hoffman 2019). No
que diz respeito ao género Campylobacter, as aves domésticas sdo o principal hospedeiro,
possivelmente devido a fatores como a sua alta temperatura corporal variando de 39 a 41 ° C,
onde a faixa de temperatura se assemelha a temperatura ideal de multiplicacdo de 42 ° C das
espécies termofilas (Fitzgerald and Nachamkin 2015). Da mesma forma, a carne de aves de
capoeira é comumente relatada como a fonte mais frequente de Arcobacter sensu lato em
comparacao a carne vermelha e de porco, a qual surge com uma prevaléncia variando de 3,3% a

73% a nivel global para a carne destes animais (Shange, Gouws, and Hoffman 2019).
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Tabela 3: Prevaléncia de espécies de Campylobacter spp. e Arcobacter sensu lato em amostras fecais de

aves de capoeira. Adaptado de Shange, Gouws, and Hoffman (2019).

Espécies de

. . x Tipode Prevaléncia A
Animal  Regido amostra (%) Campylobacteraceae Referéncia
.. .. Amostras L (Chokboonmongkol
Tailandia . 11 C. jejuni
fecais et al. 2009)
L Amostras L (Carrique-Mas et al.
Vietna . 32 C.jejuni
fecais 2020)
Paises Amostras L .
. . 93-97 C. jejuni, C. coli (Schets et al. 2017)
Baixos fecais
fndi Amostras 8 Arcobact (H. V. Mohan et al.
i ndia rcobacter spp.
Galinhas fecais PP 2014)
Sul do Amostras A. cryaerophilus (Fernandez et al.
Chile fecais 10 A. butzleri 2015)
Alto Amostras
. . 44 Arcobacter spp. (Hassan 2017)
Egito fecais
Costa amostras 6 A. butzleri (Bogantes et al.
Rica fecais A. cryaerophilus 2015)
Alto Amostras
Perus . . 15 Arcobacter spp. (Hassan 2017)
Egito fecais
L Amostras L (Carrique-Mas et al.
Vietna . 24 C. jejuni
fecais 2014)
Alto Amostras Arcobact H )
. rcobacter spp. assan 2017
Patos Egito fecais 22 PP
Costa Amostras A. butzleri, (Bogantes et al.
20
Rica fecais A. cryaerophilus 2015)
Amostras .
Peru . 12,93 Arcobacter spp. (Cellk et al. 2018)
fecais
Gansos Costa Amostras A. butzleri, (Bogantes et al.
10
Rica fecais A. cryaerophilus 2015)

No caso do gado bovino e suino, sabe-se que geralmente, os porcos sdo portadores

assintomaticos das espécies Campylobacter e Arcobacter sensu lato, apresentando-se como

transportadores de varias espécies pertencentes a estes grupos bacterianos (Shange, Gouws, and

Hoffman 2019). As espécies C. jejuni e A. butzleri apresentam-se como as espécies maioritarias

isoladas de suinos, no entanto existem ja estudos que demonstraram a presenca de outras

espécies de Arcobacter sensu lato em amostras de fezes de porcos e efluentes de pocilga, como

por exemplo A. trophiarum e A. cibarius (Smet et al. 2011). Os animais bovinos sdo também
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relatados como portadores de espécies pertencentes a estes dois grupos bacterianos (Driessche

et al. 2005).

Tabela 4: Prevaléncia do género Campylobacter spp. e grupo Arcobacter sensu lato presentes no trato

gastrointestinal de gado suino, bovino, ovino e caprino. Adaptado de Shange, Gouws, and Hoffman (2019).

Espécies de

. cx Tipo de Prevaléncia A .
Animal Regiao amostra (%) Campylobacteraceae Referéncia
5 Amostras L .
Japao . 40 C. jejuni, C. coli (Haruna et al. 2013)
fecais
A. butzleri . .
. Amostras . (Shirzad, Tabatabaei,
Irao . 8-12 A. cryaerophilus
fecais . . and Khoshbakht 2016)
A. skirrowii
.. Amostras
Gado India . 10 Arcobacter spp. (Mohan et al. 2014)
. fecais
bovino
Amostras . (Yvette Merga et al.
Inglaterra . 43 A. butzleri
fecais 2013)
A. butzleri . . .
. Amostras . (Giacometti, Ucchi, et
Ttalia . 40 A. cryaerophilus
fecais . . al. 2015)
A. skirrowii
Sul do Amostras A. butzleri
. . 37 . (Fernandez et al. 2015)
Chile fecais A. cryaerophilus
5 Amostras L .
Japao . 42,4 C.jejuni, C. coli (Haruna et al. 2013)
fecais
.. Amostras
India . 12 Arcobacter spp. (Mohan et al. 2014)
fecais
Gado
suino Amostras C. jejuni, o
Gana . 29 ) . (Karikari et al. 2017)
fecais C. coli, C. lari
Sul do Amostras A. butzleri
. . 59 . (Fernandez et al. 2015)
Chile fecais A. cryaerophilus
Amostras C. jejuni,
Ga(!O Gana . 19 J .] . (Karikari et al. 2017)
caprino fecais C. coli, C. lari
L. Amostras L . .
Escocia . 25 C. jejuni, C. coli (Rotariu et al. 2009)
fecais
L. Amostras L. .
Escécia . 14-21 C. jejuni, C. coli (Sproston et al. 2011)
fecais
Gado Amostras C. jejuni, C. coli o
ovino Gana ) 13 . (Karikari et al. 2017)
fecais C. lari
A. butzleri
5 Amostras . .
Irao focai 10,1-18,5 A. cryaerophilus (AsKi et al. 2015)
ecais

A. skirrowii
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A 4gua podera ter um papel importante tanto na contaminagdo de animais produtores de
alimentos, através da ingestao de 4gua contaminada, como na sua utilizacao durante o processo
de abate para posterior consumo, sendo que de igual forma através das fezes de animais
portadores destas bactérias, podera resultar a contaminacdo fecal de amostras de agua
(Giacometti et al. 2015; Fisher et al. 2014). Assim, manter um alto padrao de higiene é um dos
objetivos mais importantes da producdo animal. Existe a necessidade de fornecer carne e
produtos a base de carne que sejam seguros para o consumo humano, no entanto a seguranca
destes alimentos pode ser ameacada pela presenca de bactérias patogénicas, como
Campylobacter spp. e Arcobacter sensu lato podendo atuar como reservatorios de transmissao

de doencas ao Homem (Shah et al. 2012; Shange, Gouws, and Hoffman 2019).

Desta forma, os resultados refletem a necessidade de pesquisas que explorem a prevencao e
reducdo da contaminacio bacteriana desde a producdo priméria até ao abate dos animais para

posterior consumo (Shange, Gouws, and Hoffman 2019).

1.5.3 Prevaléncia de espécies pertencentes a Campylobacter spp. e

Arcobacter sensu lato em alimentos

Ainda que seja de conhecimento adquirido para espécies do género Campylobacter e algumas
vezes relatado para espécies de Arcobacter sensu lato que a transmissdo ao Homem ocorre
maioritariamente através de alimentos de origem animal, especialmente aves, leite cru, e ainda
agua contaminada, a transmissado advinda de espécies pertencentes a estes grupos bacterianos
presentes em produtos frescos contaminados de origem ndo animal, como frutas e vegetais,
revelou ja ser uma importancia significativa para a satide publica (Verhoeff-Bakkenes et al.

2011; Hsu and Lee 2015).

Mesmo antes da preparacdo dos alimentos para o consumidor, matrizes alimentares como
vegetais e frutas podem ser contaminados com microrganismos patogénicos durante a
producdo, colheita, processamento, embalagem ou mesmo no varejo. Fezes, presenca e
sobrevivéncia de patogénios no solo, dgua de irrigacdo, estrume natural ou compostado
inadequadamente, ar, animais selvagens ou domésticos e ainda manipulacdo por parte do
Homem, sdo apontadas como potenciais fontes de contaminagdo de produtos alimentares

(Beuchat 1995).

Desta forma, numerosos estudos realcaram ja a presenca de Campylobacter spp. em varios
géneros alimenticios, alface, espinafre, rabanete e ervilha, sendo as espécies C. jejuni e C. coli as
que representam prevaléncia maioritaria, sugerindo os alimentos como fator de risco para
doencas causadas ao homem, como caso de campilobacteriose (Abadias et al. 2008; Brandl et al.
2004; Gardner et al. 2011). Num estudo elaborado por Park and Sanders (1992) procurando a

prevaléncia de Campylobacter spp. em alimentos demonstrou a detecao de C. jejuni em 3,3%
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amostras de espinafre, 3,1% de alface, 2,7% de rabanete, 2,5% presente em cebola verde, 2,4%
em salsa e 1,6% proveniente de amostras de batata, sendo a 4gua contaminada uma das

possiveis fontes de contaminacao.

Quanto a presenca de espécies do grupo Arcobacter sensu lato, num estudo realizado por
Gonzélez and Ferras (2011) foi relatada a presenca de A. butzleri em alfaces frescas baseados em
testes moleculares, com percentagens de 14-20%. Da mesma forma, foram ja observados
resultados relativos a presenca destas bactérias em espinafres e cenouras prontos a comer, com
percentagens de 35% e 9% respetivamente, sendo A. butzleri a espécie maioritariamente
encontrada nestes produtos alimentares, seguida de A. cryaerophilus e A. skirrowii (Hausdorf
et al. 2013). Segundo os autores a contaminacio de vegetais podera ocorrer durante a etapa de
producao, onde a utilizacao de fertilizantes contaminados e de 4gua de irrigacao contaminada,

tém o potencial de contaminar a producido (Hausdorf et al. 2011).

Tal como acontece com vegetais e legumes, o marisco, como améijoas e ostras, estdo descritos
como contendo espécies de Campylobacter spp. e Arcobacter sensu lato, podendo assim
representar uma fonte potencial de infe¢oes humanas, especialmente devido ao seu consumo
crus ou levemente cozidos (Wilson and Moore 1996; Collado et al. 2011). Num estudo realizado
por Hoek et al. (2007) demonstrou-se a presenca de espécies do género Campylobacter em
moluscos e frutos do mar com uma prevaléncia de 20%, sendo C. lari identificado em todas as

amostras positivas.

Referente a Arcobacter sensu lato, é sabido que varios frutos do mar se apresentam como
reservatorios naturais destas bactérias, sendo também fonte de varias novas espécies com
potencial patogénico desconhecido (Levican et al. 2012; Levican, Collado, and Figueras 2013).
Apesar do risco, estao ainda relatados muito poucos estudos onde se avalia a prevaléncia destas
espécies em moluscos e frutos do mar provenientes de ambientes aquaticos, sendo que alguns
relataram prevaléncias na ordem dos 100% em améijoas e 41,1% em mexilhoes (Collado,
Guarro, and Figueras 2009; Maugeri et al. 2000; Romero et al. 2002). Nestes estudos, A.
butzleri foi relatada como a espécie mais prevalente nas amostras estudadas, seguida de A.
cryaerophilus, refletindo assim a alta distribuicdo destes géneros pelas mais variadas matrizes

alimentares.

Por outro lado, e a semelhancga com produtos alimentares como frutas e vegetais, a 4gua podera
desempenhar um importante papel na contaminacao destes alimentos, sendo as descargas de
agua poluida com fezes em ambientes marinhos consideradas como um dos principais motivos
da presenca destas bactérias em moluscos e varios frutos do mar, representando desta forma um

sério risco para a satide ptblica (Salas-Masso et al. 2018).
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1.5.4 Prevaléncia de espécies pertencentes a Campylobacter spp. e

Arcobacter sensu lato em animais de estimacao e selvagens

Desde a descoberta de bactérias da familia Campylobacteracea, varias espécies pertencentes ao
género Campylobacter e grupo Arcobacter sensu lato foram isoladas e identificadas em varios
animais, incluindo domésticos, animais de estimacio, selvagens e aves (Facciola et al. 2017;

Merga et al. 2011).

No que diz respeito a animais de estimacao e outros animais de companhia, foram ja realizados
varios estudos por todo o Mundo indicando diferentes taxas de prevaléncia destas bactérias
(Goni et al. 2017). Varios animais domésticos foram apresentados como possiveis hospedeiros
para Campylobacter spp., onde diversos autores relataram o isolamento de C. jejuni, C. coli, C.
upsaliensis, C. helveticus e C. lari a partir de amostras fecais caninas provenientes do continente
Europeu e Asiatico (Tsai et al. 2007; Rossi et al. 2008; Hald et al. 2012). Num estudo levado a
cabo por Chaban, Ngeleka, and Hill (2010) destacou-se uma prevaléncia de C. jejuni até 7% em
fezes de 70 caes saudaveis. Mais recentemente, Aslantas (2019) estudou a prevaléncia de
Campylobacter spp. em caes e gatos, apresentando niveis de 33,8% e 28,6% para cada um dos
animais, respetivamente. Dos isolados pertencentes ao género Campylobacter de um total de 50
amostras, 28 foram identificadas como C. jejuni e 19 positivas para C. coli. Em relacao a animais
selvagens, foi ji detetada a prevaléncia de Campylobacter spp. isolado a partir de animais
terrestres, aves selvagens e répteis, tendo também sido fonte da descoberta de novas espécies
pertencentes a este género como C. testudinum e C. iguaniorum (Petersen et al. 2001; Martin-
Maldonado et al. 2019; Gilbert et al. 2019). Da mesma forma, num estudo para detecao de
espécies de Campylobacter em animais do zoologico, Rossi et al. (2008) relatou a presenca de
C. insulaenigrae isolado de amostras fecais de focas e ledes marinhos, enquanto C. jejuni foi
isolado de elefantes, ursos e Iémures, e da mesma forma, observou-se também a prevaléncia de

C. coli em amostras chimpanzés e dromedarios.

Arcobacter sensu lato foi também isolado a partir de fontes de animais, incluindo animais de
estimacao, aves domésticas, animais selvagens e animais do zool6gico. Tal como relatado para
Campylobacter spp., estas bactérias foram ja isoladas de caes e gatos domésticos tendo sido
designados como importantes hospedeiros destes grupos bacterianos (Petersen et al. 2007).
Estudos efetuados em paises da Europa, isolaram A. butzleri e A. cryaerophilus obtidos de
amostras de esfregacos fecais e orais de cies e gatos, com prevaléncias de 4% e 78%,
respetivamente (Houf, Smet, and Bare 2008; Fera et al. 2009). Também animais selvagens
foram ja relatados como potenciais hospedeiros de Arcobacter sensu lato, sendo ja isolado de
animais selvagens terrestres como alpaca, rinoceronte preto e branco, gorila, gazela, ema e
varios equideos, bem como a partir de amostras fecais de repteis, tendo-se identificado varias
espécies, incluindo A. butzleri, A. cryaerophilus e A. skirrowii (Gilbert et al. 2014; Wesley and

Schroeder-Tucker 2011).
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Dada a prevaléncia destas bactérias nestes animais, varios fatores de transmissao poderao estar
por de tras da sua contaminacao, sendo a 4gua um dos principais apontados, quer através da
ingestao ou contacto com fontes de 4gua contaminada (Daczkowska-Kozon and Brzostek-

Nowakowska 2001; Miller et al. 2007).

1.6 Vias de transmissao do género Campylobacter spp. e

Arcobacter sensu lato

As doencas transmitidas pela agua e alimentos apresentam-se como uma importante
preocupagdo de satde publica em todo o mundo. Apesar do constante melhoramento das
medidas de seguranca alimentar efetuadas ao longo dos tltimos anos, as doencas transmitidas
por produtos contaminados tém-se revelado um grave problema de satide publica (Dewey-
Mattia et al. 2018).

Nesta perspetiva, segundo o relatério da Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos e
Centro Europeu de Prevencdo e Controle de Doencas, constatou-se que Campylobacter é a
causa mais comum de gastroenterite bacteriana, particularmente nos casos mais graves
relatados (EFSA and ECDC 2018). Ainda assim, apesar do namero de casos de doencas de
origem em alimentos causadas pelos principais agentes patogénicos conhecidos ser
consideravel, em muitos casos estas sdo classificadas como tendo causa desconhecida. Esta
incapacidade na identificacao etiolégica do agente da doenca pode ser associada a diversos
fatores, nomeadamente a falta de pesquisa de outros potenciais agentes causadores de doencas
de origem bacteriana, ou a utilizacao de procedimentos de isolamento e identificacdo que nao
permitem a identificacdo correta do agente causador (Dewey-Mattia et al. 2018; EFSA and
ECDC 2018; Barrett and Fhogartaigh 2017; Scallan et al. 2011).

Assim sendo, parece relevante a necessidade de uma maior vigilancia dos surtos transmitidos
através de alimentos e do proprio ambiente de maneira a melhorar o conhecimento sobre a
epidemiologia da transmissdo de doencas bem como o verdadeiro significado dos agentes

patogénicos emergentes na sua incidéncia (Ferreira, Oleastro, and Domingues 2019).
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Figura 4: Rotas de transmissdo associadas a agentes patogénicos emergentes. Adaptado de Bronowski,

James, and Winstanley (2014).

1.6.1 Consumo de agua contaminada

No que diz respeito ao meio ambiente, virios autores tém vindo a sugerir o envolvimento de
diferentes corpos d’agua como fontes de surtos associados a Campylobacter spp. e Arcobacter

sensu lato (Pitkdnen 2013; Lehner, Tasara, and Stephan 2005).

A 4gua é um veiculo comum nos surtos relatados de campilobacteriose, sendo a sua
contaminac¢ao devida maioritariamente a fezes de passaros selvagens e ao escoamento de fezes
de animais contaminados, podendo a sua transmissdo por em risco milhares de individuos
(Frost 2001; Miller and Mandrell 2005; Liao et al. 2019). O primeiro surto reportado causado
por Campylobacter associado ao consumo de agua ocorreu em 1978 em Bennington, Vermont
(Haley et al. 1980), posteriormente, numerosos relatérios acerca de surtos transmitidos através

de ambientes aquéaticos foram ja publicados, como representado na Tabela 5.
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Tabela 5: Lista de surtos publicados sobre de Campylobacter spp. transmitido pela agua até ao ano de

2020. Adaptado de (Pitkdnen 2013; Pedati et al. 2019; Gilpin et al. 2020; Paruch, Paruch, and Sgrheim

2019).
Némero Mecanismo de
Pais Ano Abastecimento de agua de AP Referéncia
. contaminacao
infetados
P p .. (Merritt, Miles,
Australia 1997 Agua da Chuva 23 Fezes de animais and Bates 1990)
Abastecimento comunitério . (Millson et al.
1985 de 4 A 241 Neve derretida
. e 4guas subterraneas 1991)
Canada ~ y
2000 Aguas subterraneas 5200 Escoamento de dgua (Clark et al.
comunitarias 3 pela chuva 2003)
Aguas subterraneas Contaminacao de (Peter et al.
1995 s 2400
comunitarias esgoto 1998)
Dinamarea 200 Aguas subterraneas nao 800 Contaminacao (Vestergaard et
7 tratadas 5 cruzada al. 2007)
5010 Abastemmeqtq (_ie agua 50.000 Escoamento de dgua (Gubbels et al.
comunitario pela chuva 2012)
Aguas subterraneas nao Contaminacao de (Rautelin et al.
1985 comunitarias 35 es
goto 1986)
Aguas subterraneas nao Contaminacao de (Rautelin et al.
1986 g 96
comunitarias esgoto 1990)
1008 Abastecimento municipal 15.000 Contaminacao (Kuusi et al.
99 de 4gua subterrinea 5 cruzada 2005)
2000 Aguas subj[e,rr'aneas 5500 Escoamento de dgua (Ha et al. 2003)
e TAL 1 comunitarias pela chuva
Finlandia Aguas subterraneas
2001 & s 800 Infiltracao no lago (Ha et al. 2003)
comunitarias
5001 Aguas subj[e,rr'aneas 18.000 Escoamento dg 4guas (o ot al. 2003)
comunitarias superficiais
200 Aguas subterraneas 100 Escoamento de dgua (Pitkdnen et al.
4 comunitarias 5 pela chuva 2008)
200 Aguas subterraneas 00 Contaminacao (Laine et al.
7 comunitarias 95 cruzada 2019)
Aguas subterraneas Falha na cloragdo das (Saqltalre,
Franca 2000 o 2600 ! Maurice, and
comunitarias aguas
Inter-re 2006)
L . Sistema de distribuicao Falha na cloragdo das  (Karagiannis et
Grécia 2009 - P
rural aguas al. 2010)
Aguas superficiais e Escoamento de agua (Brieseman
1986 ~ N 19
Nova subterraneas comunitarias pela chuva 1987)
Zelandia 2016 Abastecimento municipal 8220 Escoamento de dgua (Gilpin et al.
de 4gua subterrinea 3 pela chuva 2020)
Abastecimento comunitario Escoamento de 4gua  (Gondrosen et al.
1984 de 4 . 680
e 4gua de superficie pela chuva 1991)
Abastecimento comunitario Falha na cloragdo das (Melby et al.
1988 de 4 . 330 .
e 4gua de superficie aguas 2000)
Noruega Aguas subterraneas Contaminacio por (Jakopanec et al.
2007 P 3600
comunitarias esgoto 2008)
Abastecimento de dgua N (Paruch, Par.uch,
2019 s 2000 Fezes de animais and Serheim
comunitario
2019)
L . Aguas subterraneas Contaminagao por .
Suécia 1980 c 2000 (Mentzing 1981)
comunitarias esgoto
p Aguas subterraneas Contaminacao por (Maurer and
Suica 1998 comunitarias 3400 esgoto Stiirchler 2000)
. Abastecimento de dgua Contaminacao (Breitenmoser et
Suica 2008 s 1500
. comunitario cruzada al. 2011)
[l}ﬁligg 1081 Aguas subterraneas nao 5 Fezes de animais (Palmer, Gully,
9 comunitarias 57 and White 1981)
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Tabela 5 (continuacao): Lista de surtos publicados sobre de Campylobacter spp. transmitido pela agua até
ao ano de 2020. Adaptado de (Pitkdnen 2013; Pedati et al. 2019; Gilpin et al. 2020; Paruch, Paruch, and
Segrheim 2019).

. . . Némero Mecanismo de ferénci
Pais Ano Abastecimento de agua ) de contaminacio Referéncia
infetados
1993 Agua de nascente nao 43 Escoamento de agua (Duke et al.
comunitaria pela chuva 1996)
Reino 2000 Abastecimento comunitario 442 Escoamento de 4gua (Richardson et
. pela chuva al. 2007)
Unido —— y
EUA 1978 Aguas supe,rf'lmals 3000 Escoamento de agua (Haley et al.
comunitarias pela chuva 1980)
1983 Abastecimento comunitario 865 Falha na cloragdo das (Sacks et al.
de dguas subterraneas aguas 1986)
oA 2017 Abastecimento comunitario 6 Contaminacio (Pedati et al.
cruzada 2019)

Mais recentemente, Paruch, Paruch, and Sgrheim (2019) relataram um surto de
campilobacteriose em Bergen, na Noruega, descrito como o maior surto de Campylobacter spp.
registado transmitido pela 4gua na histéria desse pais. Segundo os autores, ao investigar o foco
da epidemia, identificou-se uma antiga piscina de contencao de agua potavel que havia sido
contaminada com fezes provenientes de animais, tendo-se detetado bactérias do género
Campylobacter em vérios pontos do sistema de distribuicdo de 4gua. No total, mais de 2000
moradores adoeceram dos quais 76 foram hospitalizados, sendo duas mortes suspeitas de

estarem relacionadas com a infecao.

A semelhanca do género Campylobacter, a presenca de Arcobacter sensu lato em Aguas
ambientais e a sua capacidade de sobreviver no meio aquatico, tem revelado o seu potencial
como agente patogénico emergente transmitido pela 4gua, apontando para a 4gua como fonte de
transmissao (Ferreira, Oleastro, and Domingues 2016). Desta forma, varios autores tém vindo a
considerar a 4gua como uma importante fonte de disseminacao de bactérias deste grupo em
animais e humanos (Hsu and Lee 2015). De facto, alguns surtos de doencas causadas por
espécies pertencentes a Arcobacter sensu lato foram associados a contaminacgio pela dgua. No
ano de 1996, foi relatada a primeira ocorréncia de gastroenterite por contaminacdo de
ambientes aquaticos num acampamento de escoteiras em Idaho, tendo afetado 81% das pessoas
presentes no acampamento, nomeadamente 79% funcionarios e 80% campistas (Rice et al.
1999). Pela analise da 4gua do pogo utilizada como agua potavel, A. butzleri foi o Gnico
microrganismo isolado sendo assumido como a fonte do surto, devido a falhas no sistema de
cloragio automatizado da 4gua do acampamento. Um segundo surto foi relatado em South Bass
Island (Ohio), causando 1.450 casos de pessoas infetadas apresentando sintomas de caibras e
diarreia, onde bactérias deste grupo foram isoladas de amostras de 4gua de poco mais poluidas
pelas fezes (Fong et al. 2007). A. cryaerophilus e outros patogénicos diferentes foram também
isolados a partir amostras fecais de pacientes na Eslovénia durante um surto causado pela

contaminacao do sistema de agua potavel da regiao (Kopilovic et al. 2008).
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A qualidade microbiolbgica da agua é baseada nos niveis de indicadores de poluicao fecal como
preditores da presenca de microrganismos patogénicos intestinais, ainda assim, nada se sabe
sobre o potencial relacionamento entre esses indicadores e a presenca de Arcobacter sensu lato
em ambientes aquéaticos (Collado et al. 2008). Assim sendo, determinar a sua real incidéncia
pode ser uma tarefa dificultada, uma vez que a maioria dos testes laboratoriais nao inclui a
detecao de espécies deste género, e sendo que através do uso de métodos fenotipicos pode
resultar numa identificacdo incorreta (Merga et al. 2014), o que pode refletir o nimero limitado

de relatos de surtos através da ingestao de agua contaminada por estas bactérias.

1.6.2 Consumo de alimentos contaminados

E sabido que os géneros alimenticios se apresentam como uma das principais vias de
transmissdo de potenciais agentes zoondticos representando uma importante preocupacio de
satude publica, que pode estar associada a varias doencas, resultantes da ingestdo de produtos
contaminados biolégica ou quimicamente (Ferreira, Oleastro, and Domingues 2019). Também
no caso de Campylobacter spp. e Arcobacter sensu lato os alimentos sdo considerados como a
principal potencial via de transmissdo destas bactérias ao Homem (Facciola et al. 2017; Lehner,

Tasara, and Stephan 2005).

De facto, comer ou manusear carne crua ou mal-cozida de frango é apresentado como o
principal fator de risco para contrair campilobacteriose, no entanto, mesmo o consumo de leite
cru, carne vermelha crua, frutas e legumes foi ja identificado como uma possivel via de
transmissao destas bactérias (Gras et al. 2012; Maina et al. 2004; Rapp et al. 2012). Em relacio
a surtos por Campylobacter, a preparacio e consumo de carne de aves é responsavel por cerca
de 20 a 30% dos casos de campilobacteriose em humanos, por outro lado, 50 a 80% séao
atribuidos ao reservatoério de frango como um todo, 20 a 30% dos casos causados por patbgenos
de bovinos e cerca de 0,4 % ao consumo de carne de porco (EFSA 2010; Birthe Hald et al. 2016;
Newell et al. 2017). Da mesma forma, o leite de vaca e os produtos lacteos nao pasteurizados
bem como frutas e vegetais, sdo veiculos comuns para a transmissao de Campylobacter spp.
sendo que Facciola et al. (2017) e Evans et al. (1996) relataram um surto de campilobacteriose
decorrente de uma visita de estudo a uma fazenda. Segundo este estudo, o surto ocorreu devido
ao consumo de leite cru contaminado com C. jejuni, onde 20 das 38 criancas e 3 auxiliares
adultos desenvolveram infecdo gastrointestinal. No que se refere a frutas e vegetais, Kirk et al.
(1997) publicaram um relatério acerca de um surto prolongado de infecao por Campylobacter
através do consumo de pepino, onde 78 casos foram detetados, 16 dos quais foram confirmados

como infecoes por Campylobacter spp..

Até hoje, veiculos alimentares associados a possiveis infecGes por espécies pertencentes ao
grupo Arcobacter sensu lato ainda nao foram estabelecidos, isto podendo ser devido a
ocorréncia de casos nao diagnosticados e nao relatados (Ferreira, Oleastro, and Domingues

2019; Ferreira et al. 2016). Desta forma, o Gnico surto de origem alimentar causado por estas
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bactérias, foi relatado em 2008 associado a A. butzleri, o qual ocorreu numa festa de casamento
em Wisconsin (EUA), onde o consumo de frango assado foi o tinico fator significativamente
associado a doenca. Segundo os autores, 51 dos infetados com caso clinico comprovado
apresentaram diarreia como principal sintoma e 12 apresentaram doencas nao diarreicas com

colicas abdominais, fadiga, nausea, calafrios e dores no corpo (Lappi et al. 2013).

1.6.3 Contacto com animais domésticos e selvagens

Nao s6 o consumo de Aagua e alimentos contaminados, constitui uma via potencial de
transmissdo de agentes patogénicos emergentes como o caso de Campylobacter spp. e
Arcobacter sensu lato. A alta prevaléncia destas bactérias em ambiente doméstico e selvagem, e
o contacto com estes animais pode outra potencial via de transmissido destas bactérias ao
Homem (Facciola et al. 2017; Houf, Smet, and Bare 2008). Assim, alguns autores identificaram
o contacto com animais domésticos, especialmente cachorros e gatinhos, como um dos fatores
de risco para casos esporadicos de infecdo de doencas causadas por Campylobacter spp. (Adak
et al. 1995; Neal and Slack 1997). Esta hipotese, foi também verificada por Tenkate and Stafford
(2001) os quais demonstraram que cerca de 6% da campilobacteriose entérica humana é
transmitida através de animais domésticos. Da mesma forma e tal como acontece com
Campylobacter, no que se refere a Arcobacter sensu lato, alguns autores tém vindo a referir que
o contato préximo com animais de estimacdo, como caes e gatos, pode fornecer uma via
potencial de transmissdo destas espécies ao ser humano (Stehr-Green and Schantz 1987; Hald
and Madsen 1997). Ainda assim, o modo de transmissdo destas bactérias dos animais para o

homem ainda nao foi completamente elucidado (Collado et al. 2011).

Varias outras fontes de contaminacao, incluindo insetos, foram também investigadas como
reservatorio e possivel foco de transmissao de espécies de Campylobacter, sendo sugerido que
as moscas desempenham um papel na transmissdo desta bactéria a partir de outras fontes
contaminadas (Kaakoush et al. 2015). Desta forma, Nichols et al. (2012) relataram que se
observava um aumento no numero de casos de diarreia em Inglaterra e Pais de Gales,
especialmente durante os meses de verdo, observando-se uma similaridade no crescimento e
amadurecimento de larvas que dao origem as moscas, aumentando o niimero de insetos adultos.
Segundo os autores, a transmissdo da doenca ocorre através do contato direto das patas do
inseto, probdscide e pelos corporais ap6s serem contaminados com material fecal ou

regurgitado contaminado com alimentos (Nichols 2005).
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1.7. Resisténcia a antibidticos por Campylobacter e

Arcobacter sensu lato

O aumento da resisténcia a agentes antimicrobianos por parte de organismos patogénicos tem
sido geograficamente heterogéneo, refletindo tendéncias de boa e ma administragio de
antibioticos nos diversos setores, com particularidade para o setor agropecuario (Yang et al.
2019). Sugerindo também que a utilizacdo intensiva de antibi6ticos, tem levado a um aumento
do namero de estirpes resistentes e consequentemente uma eficacia reduzida na sua eliminacao
(Wegener 2003). Desta forma, a Organizacdo Mundial da Satide (OMS) aponta o aumento da
resisténcia a antibi6ticos por agentes patogénicos como uma ameacga mundial consideravel a
satde publica (WHO 2014). Nesta medida, tem existido um foco na limitacdo da utilizacao de
antibi6ticos usados em humanos em ambiente clinico e em animais para alimentac¢io, sendo

relatado como o primeiro passo para a resolucio de um problema significativo (FDA 2017).

A resisténcia a antimicrobianos na cadeia alimentar, incluindo a resisténcia a multiplos
antibi6ticos, tem-se revelado uma questdo complexa, podendo o desenvolvimento e propagacao
da resisténcia de bactérias zoondticas através dos seus reservatérios em animais, como aves,
suinos e bovinos, ser posteriormente transmitida ao Homem (EFSA 2008). De facto, o
aparecimento de estirpes do género Campylobacter e Arcobacter sensu lato multirresistentes,
revela-se como um importante risco para a satide puiblica, uma vez que esta caracteristica pode
nao sb dificultar o tratamento da doenca por elas advinda, mas também levar a uma dispersao
dos determinantes de resisténcia a elas associados (Looveren et al. 2001). No que diz respeito a
isolados de corpos d'agua superficiais e subterraneos alguns estudos sugerem que os ambientes
aquaticos podem fornecer um cenario ideal para a aquisicao e disseminacgdo de resisténcia a
antibi6ticos, uma vez afetados frequentemente por atividades antrépicas (Marti, Variatza, and

Balcazar 2014; Pitkdnen 2013).

Nos tltimos anos, um aumento na resisténcia de Campylobacter spp. a antibioticos tem sido
relatado por todo o Mundo (Gharst, Oyarzabal, and Hussain 2013). Ainda que as infecGes
advindas desta bactéria nao requeiram geralmente tratamento com antibiéticos, sendo muitas
vezes consideradas de curta duracgao, clinicamente leves e autolimitadas, em casos mais severos
e em populaces de risco, como por exemplo, criangas e idosos ou aqueles com condicoes
subjacentes como os imunocomprometidos, podera ser necessario recorrer a utilizacdo destes
farmacos no tratamento (Pacanowski et al. 2008). Os macrélidos, como azitromicina e
eritromicina, apresentam-se como 0s principais compostos de escolha para o tratamento de
campilobacteriose, também tetraciclinas e fluoroquinolonas, como ciprofloxacina, foram ja
sugeridas como linhas terapéuticas alternativas, e em casos sistémicos mais graves, podera
recorrer-se a injecao intravenosa de aminoglicosideos, como gentamicina (Wieczorek and Osek
2013; Alfredson and Korolik 2007; Moore et al. 2006). No entanto, desde a década de 90, a

resisténcia a agentes antimicrobianos como tetraciclina, fluoroquinolonas e, em menor extensao
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macrolidos, tem aumentado tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento, tendo-
se reconhecido como um problema emergente de satde publica (Engberg et al. 2001). Num
estudo de comparagdo de resisténcias de isolados provenientes de varias fontes, incluindo
ambientes aquaticos, na tentativa de compreender a fonte de transmissao de bactérias do género
Campylobacter resistentes a antimicrobianos, observou-se que resisténcia a ciprofloxacina era
mais comum em isolados humanos, e que isolados resistentes a eritromicina e tetraciclinas
foram maioritariamente provenientes de amostras de frango e isolados humanos. No caso de
Campylobacter proveniente de amostras aquaticas estes mostraram resisténcia para
antimicrobianos como a tetraciclina, nomeadamente em 3 de um total de 41 isolados, indicando
assim menores taxas de resisténcia em estirpes de origem aquéatica (Lévesque, Frost, and

Michaud 2007).

Outros estudos, considerando o consumo de 4gua contaminada como uma via de transmissao,
tém demonstrado elevadas taxas de suscetibilidade de Campylobacter proveniente de fontes
aquaticas, a antimicrobianos como a eritromicina, estreptomicina, ciprofloxacina e gentamicina.
Quanto a resisténcia das estirpes, estas apresentaram taxas superiores de resisténcia para as
tetraciclinas, onde, segundo os autores, tais resultados surgiram aparentemente devido ao seu
uso na criacao veterinaria e producao de alimentos (Lindmark et al. 2004; Denis et al. 2012).
Ainda assim, mais recentemente, Kanwal et al. (2019) procurou descrever os perfis de
suscetibilidade de estirpes de C. jejuni provenientes de 4guas residuais, tendo-se observado um
alto padrao de resisténcia para tetraciclina, eritromicina, cloranfenicol, ciprofloxacina,
cefotoxima, gentamicina, acido nalidixico e estreptomicina, e baixa resisténcia a tigeciclina.
Segundo os autores, em comparacdo com os valores ja apresentados, estas variacoes de
resisténcia aos medicamentos podem dever-se principalmente a efeitos climéticos bem como a
diferencas nas praticas e regulamentac6es de criacao de aves dos diferentes paises, muitas vezes

resultando na contaminacao de ambientes aquaticos com estas bactérias multirresistentes.

De forma semelhante ao que acontece quando é diagnosticada campilobacteriose, devido a
autolimitacao de enterites causadas por algumas espécies de Arcobacter sensu lato, a prescricao
de antimicrobianos nem sempre acontece, sendo que apenas ocorre em caso de persisténcia e
gravidade dos sintomas (Collado et al. 2011). Com base em alguns estudos, algumas espécies
deste género revelaram-se suscetiveis para algumas classes de antibi6ticos como
fluoroquinolonas, tetraciclinas e aminoglicosideos, sendo por isso aconselhados para o
tratamento de infe¢Oes por bactérias deste grupo (Collado et al. 2011; Ferreira et al. 2016;
Rathlavath et al. 2017). Quanto aos perfis de resisténcia de bactérias provenientes de ambientes
aquaticos, também alguns trabalhos focados nesta analise foram ja apresentados, sendo que,
segundo uma recente meta-analise levada a cabo por Ferreira et al. (2019), observou-se um nivel
percentual elevado de isolados de Arcobacter sensu lato de fontes de 4gua resistentes aos
antibi6ticos cefalotina, cefotaxima e ampicilina. Em contraste, baixas frequéncias de resisténcia
foram descritas para antibi6ticos como eritromicina, tetraciclina, estreptomicina e gentamicina.

No entanto, quando comparados com isolados humanos e alimentares, estes revelaram-se
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menos resistentes a antimicrobianos como eritromicina, -ciprofloxacina, tetraciclina,
gentamicina e estreptomicina. Ainda assim, este tipo de anélise é dificultada dado que nenhum
protocolo de referéncia nem critérios interpretativos padrao estdo disponiveis para o teste de
suscetibilidade antimicrobiana deste grupo bacteriano, o que resulta numa limitacdo da
avaliacdo da suscetibilidade antimicrobiana para estas bactéria (Lehours et al. 2007; Ferreira et

al. 2016).

Varios estudos tém ainda reportado um perfil de multirresisténcia em espécies de
Campylobacter e Arcobacter sensu lato. Desta forma, num estudo de avaliacdo do perfil de
resisténcia a antimicrobianos em isolados de fontes de 4gua ambiental verificou-se uma elevada
presenca de bactérias multirresistentes, sendo que 100 % dos isolados de Campylobacter spp.
analisados apresentavam resisténcia a pelo menos trés antimicrobianos, dos quais 8 foram
identificados como C. jejuni, 8 como C. coli e 6 C. lari (Karikari et al. 2016). De igual forma,
num outro estudo de Rathlavath, Kohli, Sanjit, et al. (2017) destacou-se a frequéncia de
bactérias resistentes a multiplos antibi6ticos a niveis consideraveis, observando-se que num
total de 27 isolados de Arcobacter senso lato provenientes de aguas costeiras, 33,3 % (9/27)
eram resistentes a mais de trés classes de antibi6ticos. Este aumento de resisténcias deve-se
principalmente a exposigdo excessiva dos animais de consumo a diferentes antimicrobianos
durante a sua producao, assim como ao uso desmedido destas substincias pela populacio
humana, podendo desta forma levar a disseminacao destas bactérias resistentes por toda a
cadeia alimentar bem como uma ampla variedade de ambientes aquaticos, quer por contacto
com esgoto urbano com niveis mais elevados de indicadores fecais ou mesmo através de fezes de

animais contaminados por estas bactérias (Ferreira et al. 2016; Collado et al. 2010).

1.8 Metodologias usadas para isolamento, identificacao,
genotipagem e avaliaciao de perfil fenotipico de resisténcia

de Campylobacter e Arcobacter sensu lato

1.8.1 Isolamento de Campylobacter e Arcobacter sensu lato

Em contexto laboratorial, varias espécies pertencentes ao género Campylobacter spp. e

Arcobacter sensu lato foram ja isoladas a partir dos mais diversos ambientes e hospedeiros.

As fezes geralmente apresentam um nidmero elevado de células vidveis de Campylobacter,
tornando sua detecdo facilmente possivel através de plaqueamento direto em meios seletivos
(Fitzgerald et al. 2017). Por outro lado, durante o isolamento a partir de amostras alimentares e
ambientais, como é o caso da A4gua, a presenca de outras bactérias com tempo de
desenvolvimento mais rapido e o menor nimero de células presentes podem limitar o seu
isolamento, sendo necessaria uma etapa de pré-enriquecimento que desempenha um papel

essencial no aumento do namero de células de Campylobacter para posterior detecao (Gharst,
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Opyarzabal, and Hussain 2013). Desta forma, com vista a melhorar o processo de recuperagao de
Campylobacter spp. durante o passo de  enriquecimento, vérias modificacbes nos
procedimentos e nos meios de enriquecimento existentes foram propostas, como alteragdes na
concentra¢do e combinacdo de antibidticos e outros agentes seletivos utilizados, a introdugio
tardia de agentes seletivos ou temperaturas elevadas de incubacao e a adi¢do de compostos de
maneira a reduzir os efeitos tbxicos dos derivados de oxigénio durante o processo
(Bolton, Coates, and Hutchinson 1984; Corry et al. 1995). Para tal, varios caldos de
enriquecimento como caldo Bolton, caldo de enriquecimento Campylobacter e caldo Preston,
estdo disponiveis para serem utilizados antes da etapa de isolamento. Quando comparados
quanto a sua eficicia, o caldo Bolton foi o que ofereceu o melhor equilibrio entre a inibicao de
organismos concorrentes e a multiplicagdo de Campylobacter spp. (Baylis et al. 2000). Em
relacdo aos meios de cultura, no ano de 1977, foi desenvolvido o primeiro meio de cultura
seletivo para C. jejuni e C. coli, desde entlo, varios meios de cultura seletivos s6lidos e liquidos
para cultivar Campylobacter spp. foram descritos e avaliados, como o caso do meio Preston,
CCDA (do inglés - charcoal cefoperazone desoxycholate agar) e agar Butzler. Ainda assim, a
utilizacdo de CCDA e incubagdo a 42 °C em vez de 37 °C é geralmente a metodologia
predominante, pois permite o isolamento de mais espécies de Campylobacter (Habib et al.
2008; Kiess, Parker, and Mcdaniel 2010). De forma geral, todos os meios seletivos contém um
meio basal, sangue ou outros agentes, como carvao que atua na eliminacio da toxicidade do
oxigénio (Fitzgerald, Whichard, and Fields 2008). Para além disso podem ser suplementados
com uma variedade de combinacbes de antibiéticos aos quais as espécies termofilas deste
género sdo intrinsecamente resistentes, nomeadamente, polimixina, vancomicina, trimetoprim,
rifampicina, cefoperazona, cefalotina, colistina, cicloheximida e/ou nistatina, suprimindo o
desenvolvimento de muitas bactérias pertencentes a flora microbiana presente nas amostras, o
que permite o isolamento de espécies de Campylobacter (Vandenberg, Skirrow, and Butzler

2015; Zhang and Sahin 2020).

Assim, no que toca a amostras de agua, o método padrio para a detecdo de espécies
de Campylobacter termotolerantes ¢ baseado em filtracio por membrana (ISO17995
2005). Neste procedimento, as amostras de agua sao filtradas passando através de filtros com
tamanho de poro de 0,45 um posteriormente colocados no meio de enriquecimento. Segundo a
norma, é utilizada uma etapa de enriquecimento, podendo ser utilizados tanto caldo Preston
como caldo Bolton. Apds incubacido do caldo a 37 °C durante 48 h, aliquotas de meio sdo
semeadas em placas de mCCDA (do inglés - modified charcoal cefoperazone desoxycholate
agar) e incubadas a 41,5 ° C por 48 h. Um total de 4 dias, é necessario de maneira a confirmar a
presenca de colénias de Campylobacter spp., sendo que no caso de um resultado positivo

presuntivo, é necessaria confirmacao, tornando o processo varios dias mais longo.
Tal como acontece com o género Campylobacter, diversos estudos foram desenvolvidos

abordando o isolamento de espécies de Arcobacter sensu lato. No ano de 1977, foi relatado o

primeiro isolado destas bactérias proveniente de fetos bovinos abortados, tendo sido recuperado
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utilizando o meio Leptospira Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH) (Ellis et al.
1977). Vinte anos depois, Atabay and Corry (1997) propuseram a utilizacdo de um meio de
enriquecimento suplementado com trés antibi6ticos distintos, cefoperazona, anfotericina B e
teicoplanina (CAT), para isolamento de Arcobacter sensu lato em frango, sendo as amostras,
ap6s uma etapa de enriquecimento, transferidas para meio com agar suplementado também
com CAT. Neste estudo, os autores avaliaram também o isolamento das amostras em placas de
agar suplementado com sangue recorrendo ao método da filtracdo passiva, observando
resultados positivos no isolamento destas bactérias para ambos os protocolos (Atabay and Corry
1997). Mais tarde, um novo método de isolamento seletivo foi proposto, pela adicdo de cinco
antibi6ticos distintos ao meio de enriquecimento com concentragbes ajustadas, e ao meio com
agar onde as estirpes seriam cultivadas, tendo demonstrado igualmente altos niveis de inibicao
do crescimento de microflora acompanhante (Houf et al. 2001). Nesse mesmo estudo foram
comparadas duas metodologias de maneira a que se avaliassem as diferencas nas taxas de
isolamento destes microrganismos, uma com a utilizacdo de um passo de enriquecimento, e
outro pelo método de isolamento direto, obtendo-se percentagens de isolados positivos de 73% e
50%, respetivamente. Apoiando a hip6tese da utilizagdo de um passo de enriquecimento, o qual
leva a taxas de recuperacio de espécies de Arcobacter sensu lato superiores (Houf et al. 2001).
Ainda assim, o meio de enriquecimento projetado por Atabay and Corry (1997), tem-se revelado
um dos métodos mais usados e apoiado por varios estudos no isolamento deste tipo de bactérias
(Collado et al. 2011).

Outros parametros importantes como as diferencas nas condi¢oes de cultura, poderao ter
influéncia no isolamento de bactérias pertencentes a Arcobacter sensu lato, nomeadamente o
tempo de incubacao e as condicOes atmosféricas a que estas estio sujeitas. Neste contexto, Houf
et al. (2001) observou que colénias de A. butzleri podem ser visiveis ap6s 24 h de incubacio
ap6s uma etapa de enriquecimento prévio, ainda assim, espécies como A. cryaerophilus e A.
skirrowii podem necessitar de tempos de 48 h ou até 72 h de incuba¢do de maneira a que estas

se tornarem detetaveis.

Também no que diz respeito as condices atmosféricas, Levican et al. (2014) realizou um estudo
de comparacao entre duas condi¢oes, nomeadamente incubaciao sob condicoes de aerobiose ou
microaerobiose. Durante o processo, foi observado um aumento relativamente ao nimero de
isolados de Arcobacter sensu lato quando submetidos a atmosferas de aerobiose
comparativamente com a incubacio em ambiente de microaerofilia, influenciando de igual
forma a diversidade de espécies isoladas (Levican et al. 2014). Assim sendo, os autores sugerem
a incubacio aerdbia como principal metodologia pratica rotineira para a cultura e isolamento

destas bactérias.
Desta forma, referente a detecdo destas bactérias em amostras ambientais, um dos métodos

utilizados requer um passo de filtracdo da 4gua através da utilizacao de filtros com poros de 0,22

um ou 0,45 um (Shrestha et al. 2019; Levican, Collado, and Figueras 2016). Segundo os autores
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Levican, Collado, and Figueras (2016), apo6s filtracdo, os filtros sdo introduzidos em meio
Arcobacter suplementado com CAT e incubados aerobicamente (30°C, 48 a 72 h). Apds o
enriquecimento, é utilizada a técnica de filtragdo por membrana, usando filtros de membrana de
nitrocelulose de tamanho de poro de 0,45 um colocados na superficie de placas, posteriormente

incubadas aerobicamente (30°C, 48 a 72 h).

Contudo, apesar de varios meios e procedimentos terem ja sido utilizados para isolar e detetar
bactérias destes grupos bacterianos, um método de referéncia padronizado ainda nao foi

proposto (Levican et al. 2014; Collado et al. 2011).

1.8.2 Identificacao de Campylobacter spp. e Arcobacter sensu lato

Dentro das espécies de Campylobacter com capacidade de se desenvolver a 42 °C, as espécies
mais frequentemente encontradas sdo C. jejuni e C. coli, sendo relatadas como principais
agentes causadores de enterite humana. No entanto, baixas frequéncias de outras espécies
também foram descritas em casos de doencas alimentares em humanos, causadas por exemplo,
por C. lari, C. hyointestinalis, C. fetus e C. upsaliensis (Natsos et al. 2019; Steinhauserova et al.
2001). Desta forma, torna-se cada vez mais necessaria a identificacao correta destes agentes
zoondticos, de maneira a que se consigam tracar rotas de transmissao de bactérias deste género,
bem como avaliar a sua incidéncia e comportamento no ambiente e animais. Ainda assim, a sua
identificacao € dificil devido nao sb a taxonomia complexa e em rapida evolucao, mas também a
inércia bioquimica de Campylobacter spp., uma vez que estes sdo bioquimicamente inativos
quando comparados com outras bactérias, portanto, poucos testes fenotipicos estdo disponiveis

de maneira a identifica-los (Steinhauserova et al. 2001).

Varios métodos alternativos e rapidos tém sido desenvolvidos para a detecao de Campylobacter
spp., incluindo métodos de hibridagio fluorescente in situ (FISH — do inglés fluorescence in situ
hybridization) (Lehtola et al. 2006) e testes imunologicos como ensaios de imunoabsorc¢io
enzimatica (ELISA — do inglés enzyme-linked immunosorbent assays) (Oyarzabal and Battie
2012). Ainda assim, os métodos de confirmacao mais eficazes e comumente utilizados sao os
baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR — do inglés polymerase chain reaction), uma
vez que as reacgoes fenotipicas sdo frequentemente atipicas e dificeis de interpretar, como o caso
do teste de hidrolise do hipurato para diferenciar as espécies C. coli e C. jejuni (Lehtola et al.

2006).

Desde o primeiro ensaio de PCR desenvolvido por Oyofo et al. (1992) para a identificagdo de
Campylobacter spp., esta técnica tornou-se uma das plataformas usadas para a identificagio
destes patogénicos emergentes. Passados 4 anos, Linton, Owen, and Stanley (1996),
desenvolveram um outro ensaio PCR especifico para o género Campylobacter utilizando regices
conservadas na sequéncia de 16S rRNA ocorridas entre os nuclebtidos 412-1128. Mais tarde,

uma série de ensaios de PCR multiplex (mPCR) foram projetados para detetar a presenca de
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duas ou mais espécies na mesma amostra, nomeadamente para discriminar as diferentes
espécies de Campylobacter. Desta forma, Wang et al. (2018) desenvolveram um ensaio para a
identificacao de C. jejuni, C. coli, C. lari, C. upsaliensis e C. fetus provenientes de amostras
clinicas. Este ensaio foi desenhado para identificar simultaneamente o gene 23S rRNA de
Campylobacter spp., bem como genes caracteristicos das principais espécies causadoras de
doencas em humanos, observando-se a detecdo de todas as cinco espécies com alto grau de

especificidade.

Recentemente surgiu uma técnica emergente para rapida identificacdo e classificacao de
microrganismos por espetrometria de massa (MALDI-TOF MS - do inglés matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry). Este sistema deteta e identifica
proteinas através da determinacao da razao massa/carga de fragmentos especificos individuais
da célula bacteriana. O padrao proteico é utilizado para criar um espectro de massa de cada
organismo individual, sendo posteriormente comparado com uma base de dados (Patel 2015).
Os organismos relacionados sdo indicados com um valor indicando o nivel de confianca na
identificacao, assim, de acordo com esse valor, a identificacdo pode ser feita ao nivel de familia,
género ou mesmo espécie (Patel 2015). Alguns autores efetuaram ja estudos de identificacao de
espécies pertencentes ao género Campylobacter, observando niveis de precisao préximos de

100% (Bessede et al. 2011; Martiny et al. 2010).

Tal como acontece, com o género Campylobacter, a detecdo e identificacdo de espécies
pertencentes ao grupo Arcobacter sensu lato é problematica, devido ndo s6 as dificuldades de
multiplicagdo destas bactérias, mas também a inércia metabdlica que estas apresentam. Outro
fator a ter em conta sdo as semelhancas morfologicas e bioquimicas entre espécies dos dois
grupos bacterianos, onde a identificacao incorreta pode ocorrer quando se usam apenas de

métodos convencionais e testes fenotipicos (Gonzalez, Garcia, and Fernandez 2012).

Desta forma, a utilizacdo de métodos moleculares, como a técnica de PCR, tem sido a
metodologia comumente utilizada e considerada como melhor opc¢do para a identificacio e
diferenciacao das suas espécies, uma vez que o DNA bacteriano nao depende das condicoes de
crescimento da populacao, e abriga regioes com diferentes graus de variabilidade que permitem
direcionar sequéncias especificas de maneira a identificar um determinado género ou espécie,
ou mesmo diferenciar estirpes pertencentes a mesma espécie (Gonzalez, Garcia, and Fernandez
2012). Segundo esta metodologia, Harmon and Wesley (1996) foram os primeiros a propor um
par de oligonucleétidos iniciadores tendo como alvo o gene 16S rRNA, especificos para

Arcobacter sensu lato, resultando na amplificacao de um fragmento com 1223 pb.

Posteriormente, foi proposto um mPCR (Houf et al. 2000) para a identificacao das espécies
mais prevalentes e comumente relacionadas com doengas em humanos e animais,
nomeadamente A. butzleri, A. cryaerophilus e A. skirrowii, sendo relatado como o mais

utilizado a nivel mundial para a detecao e diferenciacao de espécies pertencentes a Arcobacter
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sensu lato (Gonzalez, Garcia, and Fernandez 2012). Este método baseia-se na utilizacao de
diferentes pares de oligonucledtidos iniciadores com alvos para os genes 16S e 23S rRNA
permitindo assim a amplificacdo de fragmentos especificos de cada espécie (Houf et al. 2001).
Um mPCR mais recente foi desenvolvido por Douidah et al. (2010) permitindo a diferenciacio
de cinco espécies de Arcobacter sensu lato associadas a animais e humanos, nomeadamente A.
butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii, A. cibarius e A. thereius. Neste ensaio os autores
utilizaram pares de oligonucleé6tidos iniciadores tendo como alvo dois marcadores, o gene gyrA
para A. cryaerophilus e o gene 23S rRNA para as restantes espécies. Um estudo de comparacio
do desempenho das metodologias de identificagcdo deste grupo, foi levado a cabo por Levican e
Figueras (2013), tendo-se destacado que nenhum dos métodos foi totalmente confiavel e tendo
demonstrado diferentes taxas de erros de identificacdo para espécies-alvo e nao-alvo. Ainda
assim, observou-se que a técnica de mPCR descrita por Houf et al. (2000) foi 100% confiavel
para a identificacao de A. butzleri, nao se apresentado o mesmo para a técnica descrita por
Douidah et al. (2010), uma vez que nao é considerada confiavel para essa espécie bem como A.
cryaerophilus, sendo, no entanto, fidedigno na identificacao de todas as restantes espécies. No
entanto os autores sugerem o uso destas metodologias em paralelo para identificacdo dos
isolados, ainda que com a diversidade de espécies atualmente conhecidas de Arcobacter sensu

lato em diferentes ambientes, estas poderao ser alteradas no futuro.

1.8.3 Genotipagem de Campylobacter spp. e Arcobacter sensu lato

As limitacOes associadas a métodos de subtipagem fenotipica, juntamente com o crescimento
intensificado de técnicas moleculares, levaram ao desenvolvimento de uma ampla gama de
métodos de subtipagem molecular (Fitzgerald, Whichard, and Fields 2008). Enquanto tracos
fenotipicos sao considerados como base de métodos de fenotipagem, os genes responsaveis pela

producao destas caracteristicas fenotipicas concebem a base para a genotipagem (Mohan 2011).

A utilizagdo de metodologias de genotipagem permite nao s a diferenciacio entre estirpes da
mesma espécie, conseguindo-se avaliar a diversidade genética entre isolados, mas também a
detecdo de possiveis contaminacoes cruzadas no ambiente e diferentes amostras, padroes de
infecao e rotas de transmissao, construcgao de arvores filogenéticas, e ainda oferecer informacao
epidemiologica das estirpes na expectativa de se poder identificar o foco de contaminagio ou

infecao (Douidah et al. 2014; Magana et al. 2017).

Devido a importancia clinica de Campylobacter spp. e Arcobacter sensu lato, véarias
ferramentas de genotipagem molecular foram desenvolvidas, nomeadamente, métodos
moleculares como eletroforese de campo pulsado (PFGE — do inglés pulsed-field gel
electrophoresis), tipagem por sequenciacao de multiplos loci (MLST — do inglés multilocus
sequence typing), analise do polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados (AFLP
— do inglés amplified fragment length polymorphism), reacdo em cadeia da polimerase por

consenso intergénico repetitivo enterobacteriano (ERIC-PCR - do inglés enterobacterial
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repetitive intergenic consensus-PCR) e sequenciacdo do genoma total (WGS — do inglés whole

genome sequence).

Em contraste com a eletroforese de DNA convencional, o0 mecanismo da técnica de PFGE é
baseado na migragdo e separacdo de fragmentos de DNA bacteriano através de mudancas
alternadas na corrente elétrica (Guzméan-Martin, Gonzalez-Bustos, and Gutiérrez-Fernandez
2019). Desde a sua aplicacdo em bactérias pertencentes a familia Campylobacteraceae, como
Arcobacter sensu lato e Campylobacter spp., este método tem sido amplamente utilizado para
identificar potenciais fontes de contaminacdo humana, ainda assim por outro lado é
considerado por alguns autores um processo muito complexo e dispendioso (Guzman-Martin,

Gonzéalez-Bustos, and Gutiérrez-Fernandez 2019; Carrillo et al. 2016; Douidah et al. 2014).

Outra metodologia aplicada a genotipagem destas bactérias da familia Campylobacteraceae, é o
MLST, aplicado na anélise de sequéncias de fragmentos provenientes de diferentes genes do
genoma bacteriano, sendo posteriormente comparada com bancos de dados (Maiden et al. 1998;
Guzman-Martin, Gonzélez-Bustos, and Gutiérrez-Fernandez 2019). Ainda que atualmente a
técnica de MLST seja um dos principais sistemas de genotipagem utilizado para caracterizacao
epidemiologica e rastreio de fontes de varios agentes patogénicos, como o caso de
Campylobacter like organisms, este nem sempre é adequado para estudos epidemiolbgicos de
curta duracio e vigilancia de rotina na identificacdo de surtos, verificando-se o mesmo tipo de
sequéncias com casos nao relacionados (Carrillo-Avila, Sorlézano-Puerto, and Pérez-Ruiz 2016;
Clark et al. 2005), ou mesmo nao sendo encontrada uma associacio entre os tipos de sequéncia

e 0 hospedeiro ou fontes de contaminacio (Collado et al. 2011).

Uma metodologia de genotipagem introduzida para caracterizar diversas estirpes de bactérias
responsaveis por varios surtos de gastroenterites no homem e animais, é a designada ERIC-
PCR. Sendo uma das técnicas de diferenciacido de estirpes mais utilizadas, esta consiste na
utilizagao de oligonucledtidos iniciadores direcionados para sequéncias repetitivas que ocorrem
em varias copias de alguns genomas bacterianos, produzindo “impressées digitais® de
fragmentos DNA com tamanhos diferentes (Adzitey et al. 2013; Gonzalez, Garcia, and
Fernindez 2012). Nesta medida, varios estudos relataram ja o poder desta técnica aplicada a
bactérias dos géneros Campylobacter e diferentes espécies do grupo Arcobacter sensu lato,
tendo demonstrado ndo s6 a extensa diversidade gendémica presente em isolados dos dois
grupos bacterianos, mas também a rapidez, facilidade e papel econémico da técnica (Collado et

al. 2010; Staji, Birgani, and Raeisian 2018).

Da mesma forma, a técnica de WGS (Whole Genome Sequencing), tem-se revelado um potencial
método alternativo nao s6 para rastrear surtos de doencas de origem bacteriana, mas também
possuindo um importante papel na caracterizacao molecular destes mesmos agentes zoondticos
(Carrillo et al. 2012). Tal como o nome indica, esta tecnologia consiste na sequenciacao do

genoma completo, sendo esta técnica utilizada com o intuito de elucidar os genomas individuais
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de agentes patogénicos transmitidos por alimentos durante os surtos, sendo por isso, a
abordagem mais utilizada no diagnostico e vigilancia nos Estados Unidos e agéncias reguladoras
globais de seguranca alimentar (Ricke et al. 2019; Taboada et al. 2017). Desta forma, varios
estudos relataram ji a utilizacdo desta técnica em espécies do género Campylobacter spp. e
grupo Arcobacter sensu lato de forma a obter-se caracterizagoes epidemiologicas, incluindo
vigilancia e detegdo de surtos, bem como analise de variabilidade genética (Llarena, Taboada,

and Rossi 2017; Joensen et al. 2017; Cha et al. 2016; Isidro et al. 2020).

1.8.4 Avaliacao do perfil de resisténcia a antimicrobianos

A suscetibilidade das bactérias aos antibiéticos é um pré-requisito para que os agentes
antimicrobianos sejam eficazes na sua eliminacido ou inibicao. No entanto, a contaminacao do
ambiente por antibibticos advindos de atividades antropogénicas, aumenta a prevaléncia de
bactérias resistentes a compostos antimicrobianos (Xie, Shen, and Zhao 2018). Uma vez que
podem ser excretados sem a sua metabolizacdo, os proprios antimicrobianos podem ser
detetados em ambientes agropecuario, devido a sua elevada administracio em animais
destinados a produgdo alimentar. Por sua vez, o estrume contaminado por estes pode também
ser aplicado como fertilizante em terras agricolas, e contaminar consequentemente o solo e
agua, criando assim uma maior variedade de rotas de transmissdo destas bactérias resistentes

(Hudson et al. 2017).

Desta forma, testes de sensibilidade a agentes antimicrobianos desempenham um papel
importante na orientacao da terapia e monitorizacao epidemiologica da resisténcia de agentes
patogénicos emergentes (Ge et al. 2013). Estes testes envolvem a medigdo da atividade do
antibi6tico contra o microrganismo de teste, determinando a concentracdo minima inibitoria
(CMI) ou o diametro da zona de inibicdo, onde critérios interpretativos sao utilizados de
maneira a classificar o organismo como suscetivel, intermédio ou resistente (Ge et al. 2013).
Estas metodologias de teste fenotipico incluem varios métodos de difusao (disco, comprimido e
Etest®) e diluicao (diluicio em caldo e agar) (Ge et al. 2013). Em relacdo a validacdo e
padronizacdo dos métodos, estes sdo conduzidos principalmente através de organizacbes que
desenvolvem padroes de consenso, nomeadamente o Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) nos Estados Unidos e o European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) na Europa (Ge et al. 2013).

Embora Campylobacter ssp. tenha sido reconhecido pela primeira vez como um importante
agente patogénico humano em 1972, apenas em 2004 foram desenvolvidos métodos de teste de
suscetibilidade padronizados, sendo a primeira metodologia de avaliagio antimicrobiana
baseada no método de diluicdo em agar (McDermott et al. 2004). No ano seguinte, apos a
padronizacdo deste teste, uma nova metodologia foi desenvolvida, através da microdiluicao em
caldo para bactérias do género Campylobacter (McDermott et al. 2005). Para a realizagao de

ambos os testes de diluicdo, uma série de placas, tubos ou pogos em placas de microtitulacao,
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contendo dilui¢des de duas vezes do agente antimicrobiano, sdo preparadas e posteriormente
inoculadas com uma suspensdo padronizada do microrganismo. Apos a sua incubacio, os
resultados sdo examinados e os CMIs sdo determinados como a menor concentracio

antimicrobiana que inibe o crescimento bacteriano (CLSI 2012a).

Outro método desenvolvido para a avaliagdo da suscetibilidade antimicrobiana é designado por
Etest® (PDM Epsilometer, AB Biodisk, Solna, Suécia; adquirido pela bioMérieux em 2008). Ao
contrario do teste de diluicio, em que é necessaria a preparacao da diluicdo do antibiético, esta
metodologia consiste na aplicagao de tiras, as quais contém um gradiente pré-definido e estavel
de concentragoes antimicrobianas ao longo de todo o seu comprimento, tornando a técnica uma
maneira conveniente e econémica de observar valores de CMI numa ampla faixa de diluicao de
concentracoes de drogas (Ge et al. 2013). A simplicidade, precisao e confiabilidade da
metodologia tornou-a apropriada e conveniente para comercializacao aprovada pela Food and

Drug Administration (FDA) (Joyce et al. 1992).

Da mesma forma, devido a sua conveniéncia, flexibilidade e baixo custo, o método de difusdo
em disco foi jai relatado como metodologia padrio amplamente utilizada para avaliacao da
suscetibilidade bacteriana, sendo aplicada no teste de suscetibilidade de varios agentes
patogénicos de crescimento rapido, e também modificada de maneira a testar alguns
organismos fastidiosos (CLSI 2012b; EUCAST 2012). Inicialmente, uma suspensao padronizada
é preparada e inoculada em placa, sendo de seguida colocado o disco com o antibibtico sobre a
placa inoculada. Desta forma, ao antibi6tico é permitido difundir através do agar solidificado,
resultando na formacao de uma zona de inibi¢ido de crescimento bacteriano. Uma vez relatada
como uma metodologia com potencial na avaliacao da suscetibilidade de rotina em laboratério,
esta é amplamente aceite, oferecendo um protocolo simples e de baixo custo (Jorgensen and

Ferraro 2009).
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comercialmente com comercialmente com 1:2 do antibidtico antibiético
antibiotico antibiético
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v

Ler os resultados do teste de suscetibilidade

Figura 5: Diagrama esquematico dos quatro métodos de teste de suscetibilidade a antimicrobianos: difusdo

em disco, Etest, diluigdo em agar e microdiluicio em caldo. Adaptado de (Ge et al. 2013).

Desta forma, face ao aparecimento de bactérias resistentes a diferentes classes de antibidticos, a
escolha do método de teste de avaliacao antimicrobiana deve ser baseada quer no proposito da
sua utilizacao, quer na capacidade do laboratério, bem como na disponibilidade de métodos de
teste padronizados e pontos de interrup¢do, reprodutibilidade, precisao, facilidade de
desempenho, flexibilidade e custo, uma vez que um grande aumento na resisténcia de bactérias
esta a ocorrer por todo o mundo, colocando em risco a eficicia dos antibi6ticos que salvaram ja

milh&es de vidas (Ge et al. 2013; Ventola 2015).

Assim, torna-se relevante o aprofundamento dos estudos relativos a prevaléncia, diversidade e
resisténcia a antibibticos destas bactérias, tendo em conta nao s6 os dados descritos acerca de
Campylobacter spp. e Arcobacter sensu lato como agentes patogénicos emergentes, mas
também devido ao seu importante papel de viruléncia e patogenicidade associada, revelando o

seu potencial risco para a satde publica.
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Capitulo 2: Objetivos

Microrganismos do género Campylobacter spp. e grupo Arcobacter sensu lato tém recebido
foco e emergido como importantes agentes patogénicos zoonoéticos de origem alimentar,
causando doencas e infe¢Ges bacterianas muitas vezes graves quer em humanos, quer em
animais. De facto, bactérias destes grupos bacterianos foram ja consideradas por diversas
entidades, como organismos que representam um perigo grave para a saide publica. Nesta
perspetiva, tem-se vindo a aumentar o interesse na investigacao destes agentes patogénicos de
maneira a compreender melhor o seu perfil de distribuicdo e resisténcia a agentes
antimicrobianos, na esperanca de se poder identificar o foco de contaminacgio, prevenir a
contamina¢do do homem e melhorar o seu tratamento. Desta forma, ainda que a maioria das
infecoes humanas seja atribuida principalmente a reservatorios de aves, a contribuicao da agua
tem sido reconhecida como uma das vias de transmissdo mais provaveis. Isto tem direcionado
varios estudos para a avaliacio da incidéncia destes microrganismos em ambientes aquéaticos,
no entanto, sdo escassos os estudos elaborados em Portugal. Assim, o objetivo global deste
trabalho prende-se com a avaliacdo de aguas superficiais como reservatério de Campylobacter
spp. e Arcobacter sensu lato, com foco em aguas de rio e seus afluentes e 4guas de nascentes.

Assim, os objetivos especificos propostos para a realizacao deste trabalho foram os seguintes:

e Analisar a prevaléncia de Campylobacter spp. e Arcobacter sensu lato em amostras de

diferentes corpos de agua recolhidos em diversos pontos do concelho da Covilh3;

e Avaliar a diversidade em relagio a espécies e caracteristicas genéticas entre os isolados

obtidos das amostras contaminadas por Campylobacter spp. e Arcobacter sensu lato;

e Avaliar o perfil de resisténcia a diferentes antibioticos das estirpes identificadas.
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Capitulo 3: Materiais e Métodos

3.1 Estirpes de referéncia

Ao longo da realizacdo do trabalho de investigacdo foram usadas estirpes como referéncia, A.
butzleri LMG 10828, A. cryaerophilus LMG 10829, A. skirrowii LMG 6621 e C. jejuni NCTC

11168, como controlos positivos de forma a validar os resultados obtidos.
3.2 Armazenamento das estirpes

Todas as estirpes, tanto as de referéncia, como estirpes isoladas durante este trabalho passiveis
de pertencer ao género Campylobacter spp. e grupo Arcobacter sensu lato foram
criopreservadas em meio Brain Heart Infusion (BHI, Liofilchem, Italy)) com 20 % (v/v) de
glicerol em tubos criogénicos, e armazenadas a temperatura de -80 °C. Antes do comeco de cada
ensaio, as estirpes foram previamente inoculadas em placas de Blood Agar (BA, Oxoid, England)
suplementadas com 5 % (v/v) de sangue de cavalo desfibrinado, permitindo um crescimento

6timo da populacao e verificagdo da pureza de cada cultura.
3.3 Recolha das amostras de agua

Neste trabalho foram estudadas amostras de aguas superficiais de rio, afluentes de rio e fontes
de aguas de nascente. A amostragem foi efetuada no periodo de outubro de 2019 a julho de
2020, com a seguinte distribuicdo de amostragem: 5 amostras provenientes de agua do rio, 10 a
partir de afluentes do mesmo rio e 10 de fontes de agua de nascente, recolhidas nos meses de
outubro, novembro, dezembro, fevereiro, marco e julho. Em cada més de amostragem, a
colheita foi efetuada em 25 pontos distribuidos na regiao do concelho da Covilha, durante o
periodo de estudo de seis meses, sendo a recolha dividida por dois dias (Figura 6). Em cada local
foram recolhidas amostras para dois frascos estéreis de volumes de 1 L. e 200 mL, permitindo o
isolamento de bactérias de cada grupo bacteriano em estudo. Apé6s a recolha das amostras de
agua, estas foram transportadas em condicoes de refrigeracdo até ao laboratério e
posteriormente processadas. Num total de cento e cinquenta amostras de agua, incluindo 30
amostras de dgua do rio Zézere, 60 amostras de afluentes e 60 provenientes de fontes de dgua de
nascente, foram recolhidas e examinadas quanto a presenca de Campylobacter spp. e

Arcobacter sensu lato.
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Figura 6: Local de recolhas das amostras no concelho da Covilhd. Adaptado de

https://www.google.pt/maps

3.4. Isolamento de Campylobacter spp e Arcobacter sensu

lato

3.4.1. Enriquecimento das amostras

Todas as amostras foram processadas em condicoes de assepsia. Para a andlise de
Campylobacter spp. adotou-se a metodologia descrita por Jokinen et al. (2012) com alteracoes.
Assim, filtrou-se 1 L 4gua, proveniente de cada ponto, usando uma rampa de filtracao ligada a
um sistema de vacuo com membranas estéreis de nitrocelulose com poros de tamanho 0,45 pm
(Ahlstrom, Germany). Em caso de colmatacdo da membrana, esta foi sendo substituida. As
membranas usadas para filtracdo de cada amostra foram incubadas em 25 mL de Bolton Broth
(BB, Oxoid, United Kingdom) suplementado com 5% (v/v) sangue lisado de cavalo e com
Cefoperazona (20 mg/L), Trimetoprim (20 mg/L), Vancomicina (20 mg/L) e anfotericina (10
mg/L) (Bolton Selective Supplement, Oxoid, England). Todas as membranas em meio de
enriquecimento foram incubadas a 37 °C em jarras com ambiente de microaerofilia (5% O2, 10%
CO: e 85% N.) gerado através de um gerador de microaerofilia (Anoxomat, The Netherlands), e

incubadas durante 48 h (Figura 6).

De igual forma, para o isolamento de Arcobacter sensu lato, e de acordo com Isidro et al. (2020)
com algumas modificacoes, ap6s a filtracao de 200 mL 4gua, proveniente de cada ponto, com
membranas estéreis de nitrocelulose com poros de tamanho 0,22 um (Advantec, Japan), estas
foram incubadas com 9 mL Arcobacter Broth (AB, Oxoid, England) suplementado com

Cefoperazona (8,0 mg/L), Anfotericina B (10,0 mg/L) e Teicoplanina (4,0 mg/L) (CAT Selective
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Supplement, Oxoid, England). Ap6s a homogeneizacdo de todas as amostras, estas foram

incubadas a 30 °C durante 48 h.

Posterior ao periodo de incubacdo, 400 pL de todos os meios de enriquecimento foram

recolhidos e congelados para posterior analise (Figura 7).

3.4.2 Isolamento de Campylobacter spp. e Arcobacter sensu lato a

partir das amostras enriquecidas

Apbs o periodo de enriquecimento, duas metodologias distintas foram utilizadas para
isolamento de cada género, como representado na Figura 7. No que diz respeito ao isolamento
de Campylobacter spp. (Jokinen et al. 2012), apds enriquecimento, 20 puL de meio foram
plaqueados em placas de mCCDA (CCDA selective Suplement, Oxoid, England) e disperso com
ajuda de uma ansa através de estrias permitindo assim o isolamento das colénias, sendo
posteriormente incubadas a temperatura de 42 °C em microaerofilia por 48 h. Apo6s esse
periodo, observaram-se as placas quanto a presenca ou auséncia de colénias tipicas de
Campylobacter spp.. Para cada amostra que apresentou morfologia tipica, selecionaram-se pelo
menos 3 colbnias, as quais foram subcultivadas em placas de BA durante 24 h a 42 °C em
microaerofilia. Apds a incubacao, todas as colonias foram repicadas para duas novas placas de
BA e colocadas em ambientes distintos, uma placa incubada em microaerofilia e outra em
aerobiose a 37 °C, ambas durante 24 h. Todas as colonias que nao apresentaram crescimento

bacteriano em aerobiose, foram entao subcultivadas para posterior analise.

Quanto as amostras respeitantes ao isolamento de Arcobacter sensu lato, o plaqueamento das
amostras ap6s enriquecimento foi efetuado através do método de filtragdo passiva descrito
anteriormente (Isidro et al. 2020). Desta forma, 200 puL de cada meio de enriquecimento foram
aplicados sobre um filtro de nitrocelulose estéril de poro com tamanho 0,45 um, previamente
colocado na superficie da placa com auxilio de uma pinca esterilizada. De seguida a aplicacio
dos meios de enriquecimento, as placas foram incubadas a temperatura ambiente durante 30
minutos, apo6s este periodo, o filtro foi retirado e o meio disperso com uma ansa através de
estrias de maneira a se obter coldnias isoladas. As placas foram entdo incubadas a 30 °C durante
24 a 72 h e posteriormente inspecionadas para observacio da presenca ou auséncia de colonias
tipicas. Tal como realizado anteriormente, em cada amostra que apresentou colénias tipicas,
repicaram-se pelo menos 3 colénias, as quais foram subcultivadas em BA. Apos a selecio e
passagem das colbnias de cada amostra, as placas foram incubadas durante 24 h a 30 °C em

condicoes de aerobiose, permitindo verificar a pureza das mesmas para posterior anélise.
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Figura 7: Protocolo de isolamento para Arcobacter sensu lato e Campylobacter spp..
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3.5 Identificacao presuntiva dos isolados

Todos os isolados com carateristicas tipicas, tanto de Campylobacter como Arcobacter sensu
lato, foram caraterizados fenotipicamente pelo teste da oxidase (Oxidase Test, Liofilchem,
Italia) e através do método de coloracdo de Gram. Os isolados positivos para oxidase e que
apresentaram morfologia celular carateristica (bacilos Gram negativos, curvados) foram

posteriormente subcultivados e armazenados como descrito na subsecao 3.2..
3.6 Identificacao molecular dos isolados

De maneira a identificar os diferentes isolados, todos os que se assemelhavam como bactérias
pertencentes aos grupos bacterianos Campylobacter e Arcobacter sensu lato foram
identificados ao nivel de género. Desta forma, para todas as amostras, a extracdo de DNA foi
efetuada pelo método de lise por fervura, onde parte da biomassa das colénias foi suspensa em
200 pL de 4gua ultrapura esterilizada, sendo posteriormente aquecida a 100°C durante 10 min
de maneira a ocorrer a lise celular. No caso dos meios de enriquecimento, os 400 pL recolhidos
previamente foram sujeitos as mesmas condicoes que as suspensoes celulares. Apos a fervura, os
tubos foram centrifugados durante 3 min a uma rotacdo de 8000 rotagdes por minuto (rpm)
para remocao dos detritos celulares, onde o sobrenadante foi usado como DNA template nas
reacoes de PCR. Em todos os ensaios utilizou-se pelo menos uma estirpe de referéncia como

controlo positivo.
3.6.1 Identificacao molecular de Campylobacter spp.

A identificacdio molecular de Campylobacter a nivel de género foi efetuada usando o PCR
especifico para género descrito por Linton, Owen, and Stanley (1996). A mistura reacional foi
preparada para um volume final de 10 uL sendo constituida por 0,25U de enzima DreamTaq
polimerase (Thermo Fisher Scientific, Thermo Scientific™, Dreieich, Germany), 0,2 mM
desoxirribonucleétidos trifosfatados (ANTPs) e 1 uL 10x DreamTaq buffer (10x), 0,5 uM de cada
oligonucleétido iniciador (C412F e C1288R), 6,75 uL de agua ultrapura estéril e 1 uL. de DNA
previamente extraido. As condi¢des do PCR foram: desnaturagio inicial durante 5 min a 95 °C,
seguida de 30 ciclos, cada um composto por 30 segundos (s) de desnaturacio a 95 °C, 30 s de
hibridacao dos oligonucleétidos iniciadores a 54 °C e 30 s de extensao a 72 °C, no final ocorreu
um periodo de extensao final a 72 °C durante 10 minutos. No final do processo de PCR, todos
produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1 % em tampao
Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1x e corado com Green safe (Green safe Premium, Nzytech, Lisboa,
Portugal), sendo sempre aplicado um marcador de pesos moleculares (NZYDNA ladder III,
Nzytech, Lisboa, Portugal), sendo os géis posteriormente revelados com luz ultravioleta (UV)
num transiluminador (UVITEC).
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Posteriormente, todos os isolados positivos para Campylobacter spp. foram enviados para o
Laboratorio de Referéncia das Infecoes Gastrintestinais do Instituto Nacional de Satide Doutor
Ricardo Jorge (INSA), para identificacao a nivel de espécie, pela metodologia de MALDI-TOF
MS.

3.6.2 Identificacao molecular de Arcobacter sensu lato

Para os isolados possiveis de pertencer a Arcobacter sensu lato, e a semelhanca de
Campylobacter, em primeiro lugar estes foram identificados usando o PCR especifico para
género descrito por Harmon and Wesley (1996). A mistura reacional foi preparada para um
volume final de 12,5 uL do qual 0,31 U pertencentes a enzima DreamTaq DNA polimerase, 0,2
mM de dNTPs e 1,25 puL 10x DreamTaq buffer, 0,5 uM de cada oligonuclebtido iniciador (219F e
1427R) e 8,18 puL de agua ultrapura, por fim adicionou-se 1,5 uL. de DNA previamente extraido
de cada amostra para um volume final da reagdo de 12,5 pL. As condicbes do PCR foram:
desnaturacio inicial durante 5 min a 95 °C, seguida de 30 ciclos, cada um composto por 30 s de
desnaturacido a 95 °C, 30 s de hibridacido dos oligonucleétidos iniciadores a 56 °C e 30 s de
extensao a 72 °C, finalizando com um periodo de extensao final a 72 °C com duracio de 10
minutos. Apés um resultado positivo como pertencentes ao género de interesse, foi feita a
distincao entre as diferentes espécies, para tal foram utilizados dois mPCR’s distintos. No mPCR
descrito por Houf et al. (2000), as reacoes foram preparadas com as seguintes condicGes: para
um volume final de 7 pL foram adicionados 3,5 pL de Supreme NZYTaq 2xGreen Master Mix, 1
uM dos oligonucle6tidos iniciadores Arco, Butz, Skir, Cryl e Cryll, 1 uL de DNA e sendo o
volume aferido com 4gua ultra pura. As condic6es do PCR foram as seguintes: 5 min a 95 °C,
seguido por 30 ciclos, cada um constituido por 30 s a 95 °C, 30 s a 61 °C e 30 s a 72 °C, sendo
feita uma extensao final a 72 °C durante 7 minutos. O segundo mPCR usado foi o descrito por
Douidah et al. (2010), cuja mistura reacional foi preparada num volume final de reacdo de 10 puL
contendo agua, 3,5 pL de Supreme NZYTaq 2xGreen Master Mix, e 1 uM de cada
oligonucleétido iniciador (ButR, SkiR, TherR, CibR, ArcoF, GyrasF e GyrasR). As condi¢oes do
PCR foram as seguintes: 3 min a 95 °C, seguido por 30 ciclos, cada um composto por 30 s a 95

°C,30sa58°Ce9osay2°C,sendo feita uma extensao final a 72 °C durante 15 minutos.

Por fim, todos produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1 %
em tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1x e corado com Green safe, sendo sempre aplicado um
marcador de pesos moleculares, sendo os géis posteriormente revelados com luz ultravioleta
(UV) num transiluminador (UVITEC).
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Tabela 6: Sequéncias dos oligonucleétidos iniciadores utilizados.

. P Temperatura
Gene  Oligonucletidos Sequéncia (5’-3°) de Tamanho Referéncias
alvo iniciadores el ye fragmento
hibridizacao
rRNA
16S C412F GGATGACACTTTTCGGAGC g oc Campylobacter  (Owen and
rfggA C1288R CATTGTAGCACGTGTGTC spp.-810pb  Stanley 1996)
rRNA
16S 219F GAGATTAGCCTGTATTGTATC . Arcobacter (Harmon and
rRNA 56 °C sensu lato — Wesley 1996)
16S 1427R TAGCATCCCCGCTTCGAATGA 1123 pb
rRNA
16S Arco CGTATTCACCGTAGCATAGC A
"RNA Butz CCTGGACTTGACATAGTAAGAATGA cryaerophilus
16S — 257 pb
rRNA . o A. butzleri — (Houf et al.
16S Skir GGCGATTTACTGGAACACA 61°C 401 pb 2000)
rRNA A. skirrowii —
16S Cry1 TGCTGGAGCGGATAGAAGTA 641 pb
rfggA CryII AACAACCTACGTCCTTCGAC
rRNA ButR TCCTGATACAAGATAATTGTACG
23S . ..
rRNA A. skirrowii —
228 TherR GCAACCTCTTTGGCTTACGAA 198 pb
rR'?VA 4.
23S CibR CGAACAGGATTCTCACCTGT cryaerophilus
—395pb :
ri{;VSA SkiR TCAGGATACCATTAAAGTTATTGATG 58 °C A. cibarius — %ﬁ’ggi‘gft
1125 pb ’
rﬂA ArcoF GCYAGAGGAAGAGAAATCAA A. thereius —
G fase 1590 pb
y A GyrasF AGAACATCACTAAATGAGTTCTCT A. butzleri —
Gurase 2061 pb
vl GyrasR CCAACAATATTTCCAGTYTTTGGT
] ERIC-1R ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC 56,7 °C ) (Houf et al.
ERIC-2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 59 °C 2002)

3.7 Genotipagem dos isolados pertencentes ao género

Campylobacter e grupo Arcobacter sensu lato

Uma vez terminada a identificacdo molecular dos diferentes isolados, passou-se a determinacio

da diversidade genética dos mesmos por ERIC-PCR. Para tal, os isolados foram cultivados em

placas de BA, as quais foram incubadas a 30 °C em aerobiose para Arcobacter sensu lato, e 37

°C em atmosfera microaerofilia para os isolados pertencentes a Campylobacter spp., durante 48

h. Apb6s a incubagido, procedeu-se a uma nova extracao do DNA pelo método de lise por fervura,

tal como descrito na subsecdo 3.7. O DNA de dupla cadeia foi de seguida quantificado

recorrendo-se a um nanoespetrofotbmetro (Nanophotometer, Implen GmbH, Munich,

Germany) e posteriormente ajustada a concentracao para 25 ng/uL.
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A reagdo de ERIC-PCR foi realizada num volume final de reacio de 15 pL, usando 1,5 pL de 10x
DreamTaq buffer, 0,16 U de DreamTaq DNA Polimerase, 2 mM de cloreto de magnésio
(concentracao final de MgCl. de 4 mM), 0,2 mM de dNTPs, 0,5 mM de cada oligonuclebtido
iniciador (ERIC1 e ERIC2) e 1 uL do DNA extraido com concentracao de 25 ng/uL (Houf et al.
2002). As misturas reacionais foram amplificadas num termociclador considerando os seguintes
parametros: um ciclo de desnaturagdo durante 5 minutos a 94 °C, seguido de 40 ciclos em que
cada um foi composto por 1 min de desnaturacio a 94 °C, 1 min de hibridacdo dos
oligonucleétidos iniciadores a 25 °C e 2 min de extensao a 72 °C. Terminados os ciclos, a reacio
de PCR concluiu-se com um periodo de extensao final a 72 °C durante 5 minutos. Concluida a
reacdo, 10 uL dos produtos amplificados foram de seguida analisados através do método de
eletroforese em gel de agarose a 2 %, utilizando Greensafe como corante, procedendo-se a
corrida dos géis por 2h 15 min a 120 Volts (V). Finalmente, estes foram visualizados sob luz

ultravioleta e posteriormente analisados para identificacao dos perfis genéticos distintos.
3.8 Perfil de resisténcia a antibidticos

A avaliagdo dos perfis de resisténcia a antibioticos foi realizada para todos os isolados positivos
para Campylobacter spp. e Arcobacter sensu lato, sendo testados um total de sete antibi6ticos
(Susceptibility Disks, Bio-Rad, France) para cada isolado através da metodologia de difusao em
disco segundo as diretrizes do CA-SFM/EUCAST (2020). Os antibi6ticos testados foram:
gentamicina (GEN, 1opg), eritromicina (ERY, 15 ug), tetraciclina (TET, 30 pg) e ciprofloxacina,
(CIP, 5 pg), que fazem parte do painel de antibidticos recomendados pelo EUCAST para
Campylobacter spp.. Foram também testados alguns antibitticos da classe dos B-lactamicos,
utilizados em terapéuticas alternativas no caso de sintomas crbénicos que necessitam de
tratamento e em que a estirpe infetante € resistente aos antibidticos mais comuns, como é o caso
do ertapenemo (ETP, 10 ug), amoxicilina-acido clavulanico (AMC, 20/10 ug) e ampicilina (AMP,
10 ug). A selegdo das estirpes foi realizada apos a analise dos perfis genéticos obtidos por ERIC-
PCR de todos os isolados positivos, tendo sido avaliada a resisténcia a antibi6ticos de todas as

estirpes que apresentavam um perfil genético distinto.

As suspensoes bacterianas foram preparadas por suspensao direta dos isolados previamente
cultivados em BA (VWR, Belgium) durante 24 h a 37 °C e 30 °C em microaerofilia, para
Campylobacter e Arcobacter sensu lato, respetivamente. Assim suspenderam-se as col6nias em
solucdo salina de cloreto de s6dio a 0,85 % (p/V) e ajustou-se a turbidez da suspensao a 0,5
McFarland. Posteriormente, os isolados foram inoculados com a ajuda de uma zaragatoa em
placas Muéller-Hinton Agar (MHA, Oxoid, United Kingdom) suplementado com 5% de sangue
de cavalo desfibrinado e 20 mg/L de B-Nicotinamida adenina dinucleotido (B-NAD). Em
seguida os discos de antibi6ticos foram dispensados nas placas inoculadas e incubados a 37 °C e
30 °C, para Campylobacter e Arcobacter sensu lato, respetivamente, sob atmosfera

microaerofilica.
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Todos os resultados relativos as zonas de inibicdo foram registados e interpretados de acordo
com os pontes de corte estabelecidos pelo CA-SFM/EUCAST (2020) para Campylobacter spp..
No caso de Arcobacter sensu lato, uma vez que ainda ndo existem critérios interpretativos

fornecidos, os critérios usados para Campylobacter spp. foram de igual forma aplicados para

este grupo neste estudo.
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Capitulo 4: Resultados e Discussao

Ao longo do tempo, as doencas relacionadas com a dgua tém vindo a aumentar, permanecendo
como uma das principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo (Clasen et al.
2007; WHO 2010). Em muitos paises, os reservatorios hidricos de superficie servem como a
principal fonte de agua potavel, no entanto esses corpos de 4gua sdo frequentemente vulneraveis
a contaminacio por diversos agentes patogénicos (Pandey et al. 2014). De facto, segundo um
relatério da Organizacdo Mundial de Satde, 35% do total do nimero de mortes associadas a
doencas diarreicas resultam da ingestao de dgua a partir de fontes inadequadas para consumo
em paises subdesenvolvidos (WHO 2019). Ainda assim, nos paises desenvolvidos, embora haja
uma maior conscientizacdo quanto a contaminacdo por patogénicos da dgua e da sua qualidade,
surtos de doencas transmitidas de origem hidrica por meio de abastecimento ptblico de agua

continuam a ser relatados (Brookes et al. 2004).

Entre estes agentes, bactérias pertencentes a Campylobacter spp. e Arcobacter sensu lato
incluem diversas espécies consideradas como agentes patogénicos emergentes, para os quais
uma das fontes de contaminacao mais provavel tem sido apontada como sendo a agua (Pitkdnen
2013; Ho, Lipman, and Gaastra 2006). Ainda assim, apesar da relevancia destes
microrganismos, até ao momento, nenhum trabalho relatou a presenca destes microrganismos
em ambientes aquaticos em Portugal. Desta forma, face ao papel patogénico associado a estas
bactérias, bem como a crescente associacao da 4gua como uma das suas vias de transmissao ao
Homem, pretendeu-se com este trabalho analisar amostras de 4gua provenientes de diferentes

fontes aquéaticas quanto a presenca destas bactérias.

4.1 Isolamento e identificacao molecular

A recolha das amostras de dguas superficiais foi efetuada em diferentes locais de amostragem de
modo a analisar varios tipos de 4gua onde o contacto com o Homem ¢ possivel, nomeadamente

agua de rio, agua de afluente e 4gua de nascente.

A prevaléncia de Campylobacter spp. e Arcobacter sensu lato no total de 150 amostras
analisadas encontra-se sumarizada na Tabela 7. No geral, verificou-se em todas as amostras de
agua uma elevada percentagem de identificacdo de bactérias do género Campylobacter e do
grupo Arcobacter sensu lato, tanto pela detecdo por PCR efetuada diretamente no meio de
enriquecimento, como pela técnica de cultura e isolamento da bactéria apos enriquecimento.
Assim, revelando uma alta prevaléncia e distribuicdo destas bactérias patogénicas em varios

ambientes aquaticos no concelho da Covilha.
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Tabela 7: Prevaléncia de Campylobacter e Arcobacter sensu lato nas amostras de aguas recolhidas
recorrendo a detecdo molecular aplicada aos meios de enriquecimento, e usando cultura em paralelo

seguida de identificacdo molecular dos isolados.

Numero de amostras positivas / nimero de amostras totais (%)

Detecio molecular no meio de Isolamento por cultura

enriquecimento
Amostras de Arcobacter Campylobacter Arcobacter
. Campylobacter spp.

agua sensu lato Spp. sensu lato
Agua de Rio 20/30 (66,7%) 22/30 (73,3%) 8/30 (26,7%) 29/30 (96,7%)

Agua de afluente o o o o
do Rio 29/60 (48,3%) 39/60 (65%) 11/60 (18,3%) 46/60 (76,7%)
Agua de nascente 7/60 (11,7%) 11/60 (18.3%) 4/60 (6,7%) 14/60 (23,3%)
Total 56/150 (37,3%) 72/150 (48%)  22/150 (14,6%)  89/150 (59,3%)

No que toca a comparacao dos resultados obtidos pelos dois métodos de detecdo, os dados
apresentados para cada grupo bacteriano indicam algumas diferencas entre eles,
nomeadamente, para Campylobacter spp. observa-se um maior namero de amostras positivas
apo6s efetuado o PCR direto nos meios de enriquecimento, quando comparado com isolamento
das coldnias deste género, obtendo-se uma prevaléncia de amostras positivas totais com 37,3 %
e 14,6 %, respetivamente. Com base nos resultados apresentados, tais valores podem ser devidos
ao processo de detecdo molecular utilizando a técnica de PCR, uma vez que esta vai permitir a
detecao de células viaveis e nao viaveis (Abulreesh, Paget, and Goulder 2006), onde o resultado
da detecao em meio de enriquecimento podera ser positivo sem um isolamento posterior da
bactéria de interesse. Assim, tais valores podem resultar da metodologia usada uma vez que a
cultura convencional nem sempre permite o crescimento de coldnias, devido principalmente ao
a presenca de células viaveis mas ndo cultivaveis de Campylobacter ja descritas para amostras
ambientais (Abulreesh, Paget, and Goulder 2006). Também a quantidade de 4gua filtrada pode
ter influéncia, dado que alguns estudos relataram a presenca de um baixo nimero de células em
amostras de agua (Abulreesh, Paget, and Goulder 2006). Desta forma, para aumentar a
sensibilidade do isolamento por cultura é apropriado a filtracdo de grandes quantidades de
amostra, de forma a aumentar a concentracao de células no filtro, sendo que, segundo o descrito
por Abulreesh, Paget, and Goulder (2006), o volume de dez litros aumentou o ntmero de
isolados de Campylobacter recuperados. Os mesmos autores sugeriram que volumes de
amostra de 1L sdo muito pequenos para a detecdo de Campylobacter em agua (Abulreesh,
Paget, and Goulder 2006). Ainda assim, esta discrepancia de resultados apresentados para cada
método era expectavel, principalmente devido a utilizacdo de um PCR especifico para género,
englobando todas as espécies de Campylobacter spp., face ao método de isolamento utilizado,

favorecendo apenas o desenvolvimento de espécies termotolerantes.
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No que se refere a prevaléncia em cada local de amostragem, a dgua de rio foi a que se revelou
com maiores taxas de recuperacao de Campylobacter spp. obtendo-se 26,7 e 18,3 % de amostras
positivas por cultura provenientes de rio e afluentes, respetivamente, e 6,7 % a partir de
amostras de dgua de nascente positivas ap6s o isolamento e identificacdo das diferentes colénias
isoladas. A incidéncia de Campylobacter spp. em ambientes aquaticos por aplicacdo de métodos
de isolamento tem sido reportada em paises como Franca, Canad4, Noruega, Irlanda do Norte e
Nova Zelandia. Face a comparaciao entre estudos, uma alta variabilidade de valores foi
encontrada, com taxas de isolamento relatadas de 6 a 60 % para amostras provenientes de rios e
riachos (Denis et al. 2011; Van Dyke et al. 2010; Savill et al. 2001; Brennhovd, Kapperud, and
Langeland 1992), ou inferiores, entre 0 e 29,5 %, para 4guas de nascente (Savill et al. 2001; J.
Moore, Caldwell, and Millar 2001). Desta forma, com base na observacao dos resultados, a
mesma tendéncia quanto a prevaléncia foi observada neste trabalho. Assim, uma vez relatado
que bactérias deste género sido caracterizadas por sobreviver com dificuldade fora do
hospedeiro, normalmente elevadas taxas de recuperacao em aguas fluviais refletem indices de
contaminacdo através de fezes de animais, efluentes de esgoto ou mesmo a partir de

escoamentos agricolas (Vereen et al. 2007).

Quanto aos resultados relativos a Arcobacter sensu lato, estes, ao contrario do que foi
observado para Campylobacter spp., indicam uma maior taxa de prevaléncia para métodos de
isolamento por cultura em comparacdo com a detegao direta nos meios de enriquecimento, ou
seja 59,3 % e 48 %, respetivamente. Varios foram os casos em que o resultado da detecdo
molecular foi negativo, sendo, no entanto, possivel proceder ao isolamento de bactérias
pertencentes a Arcobacter sensu lato a partir destas amostras. Nestes casos especificos, uma das
causas apontadas prende-se com o facto de a detecao por PCR poder ser limitada pela presenca
de inibidores da reacdo e também influenciada pela origem da amostra (Ferreira, Oleastro, and
Domingues 2016). Ainda assim, esta elevada prevaléncia relativa a metodologia de isolamento
por cultura, confirma o ja relatado acerca da utilizacdo de um passo de pré-enriquecimento,
seguido de inoculacdo em placa, descrita como a metodologia que tem maior sucesso no

isolamento de bactérias do grupo Arcobacter sensu lato (Levican et al. 2014).

A semelhanca de Campylobacter, a alta incidéncia de Arcobacter sensu lato em ambientes
aquaticos por aplicacdo de métodos de isolamento por cultura tem sido reportada em amostras
provenientes de dgua de rio e de nascente em paises como Espanha, Turquia e Japao, onde se
observaram valores de 23,5 a 85 % e 4 a 25% de prevaléncia para amostras de rio e dgua de
nascente, respetivamente (Morita et al. 2005; Collado et al. 2008a; Celik and Unver 2015; Talay,
Molva, and Atabay 2016). Ainda assim, tal variabilidade relativa as taxas de isolamento pode
depender da diversidade de métodos aplicados para amostragem e isolamento, ecologia das
fontes de 4gua e diferencas nas caracteristicas geograficas e climaticas das regides onde os
estudos foram realizados (Collado et al. 2010). Desta forma, no geral, a mesma tendéncia
quanto a prevaléncia foi observada neste estudo, sendo a 4gua de rio a que se revelou com maior

prevaléncia deste grupo bacteriano com 96,7 % de amostras de rio e 76,7% de amostras de
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afluentes positivas para este grupo e 23,3 % de amostras de agua de nascente positivas ap6s o

isolamento e identificacdo das diferentes colonias isoladas.

Em relacio as prevaléncias relativas a cada grupo, observou-se um maior ntimero de amostras
positivas para Arcobacter sensu lato (66%), apresentando valores mais elevados com a
utilizacdo de ambas as metodologias de identificacio quando comparado com Campylobacter
spp. (40%). Diferencas nos resultados confirmam o ji relatado para bactérias pertencentes a
Arcobacter sensu lato, sendo descritas como um agente patogénico emergente de origem
hidrica, ao contrario de Campylobacter, mais comummente relatado como presente em aves
(Banting and Salvat 2017; Abulreesh, Paget, and Goulder 2006). Ainda assim, elevadas taxas de
recuperacao representam um sério risco para a populacao, revelando a fraca qualidade da agua

superficial, podendo resultar em surtos quer em humanos, quer em animais.

4.1.1 Variacao sazonal de Campylobacter spp. e Arcobacter sensu

lato

Uma vez que os resultados relativos a prevaléncia de bactérias do género Campylobacter e
grupo Arcobacter sensu lato em diferentes corpos de agua, revelaram altos niveis de
recuperaciao destes microrganismos, procurou perceber-se as possiveis alteragdoes na taxa de
recuperacao de cada grupo bacteriano relativas a cada local de amostragem ao longo do tempo.
Desta forma, o estudo da sua prevaléncia foi efetuado considerando cada um dos vinte e cinco

pontos de recolha, durante os seis meses de estudo (outubro 2019 a julho 2020).
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Figura 8: Distribuicdo de amostras positivas com base na identificacio de isolados pertencentes
a Campylobacter spp. e Arcobacter sensu lato presentes em cada local de amostragem ao longo de todo o

tempo de amostragem.

54



Com base nos resultados apresentados na Figura 8, no geral e tal como observado na Tabela 7,
maiores prevaléncias foram observadas em amostras provenientes de agua do rio, seguido de
afluentes, e por fim amostras de 4gua de nascente, para ambos os grupos bacterianos.
Relativamente a Campylobacter spp., considerando as varias recolhas feitas em cada um dos
pontos, a taxa de recuperacgao variou entre 16,7 e 33,3 % para amostras de 4gua do rio, entre 0 e
50% para amostras provenientes de afluentes, e prevaléncias de 0 a 33,3 % para amostras de
fontes de 4gua de nascente. Em 7 de um total de 10 pontos de recolha de aguas de nascente, nao
foi possivel o isolamento de bactérias deste género, bem como em algumas amostras de
afluentes do rio, onde agua de 4 dos 10 locais se revelaram igualmente negativos. Quanto a
amostras recolhidas do rio Zézere, foi possivel a recuperacao Campylobacter em todos os

pontos de recolha.

Foi ja descrito que a dgua de superficie se podera apresentar como um reservatorio de varias
espécies deste género, provenientes de diferentes hospedeiros (Smid et al. 2013). De igual
forma, embora a contribui¢ao das diversas origens de contaminacdo nio seja ainda totalmente
elucidada, a vida selvagem, com especial atencdo para aves selvagens, é frequentemente
considerada como fonte importante de contaminacdo ambiental (Smid et al. 2013). Por outro
lado, fontes de 4gua subterrdnea ou nascentes, raramente sdo consideradas um reservatorio
para microrganismos patogénicos, uma vez que os solos pelos quais as bactérias devem passar
geralmente funcionam de maneira a diminuir a concentracdo dos microrganismos por meio de
filtracao (Whiley et al. 2013). Ainda assim, a 4gua de nascente contaminada foi ja identificada
como uma fonte de campilobacteriose, desta forma permitindo o isolamento de bactérias deste
género, ainda que em menor quantidade face a fontes de 4gua ambientais como rios e riachos

(Savill et al. 2001).

Quanto ao grupo Arcobacter sensu lato, este revelou valores mais elevados de prevaléncia
quando comparado a Campylobacter spp.. Assim, considerando os diferentes periodos de
amostragem foi possivel o isolamento de bactérias deste grupo em todas as colheitas efetuadas
ao longo do ano em cinco dos pontos em estudo, 4 relativos a amostras de rio e uma de afluente,
de um total de vinte e cinco locais de amostragem. Para as restantes amostras, elevadas taxas de
recuperagio, acima de 60%, foram observadas relativas as restantes amostras de rio e seus
afluentes e ainda em trés das 10 fontes amostradas. Tal como aconteceu com Campylobacter,
amostras com prevaléncias inferiores ou mesmo nulas foram obtidas principalmente para aguas
de nascente, realcando a melhor qualidade da 4gua utilizada muitas vezes para consumo. Desta
forma, tais resultados vao ao encontro com o ja relatado por outros autores, onde a prevaléncia
de bactérias deste grupo isoladas a partir de ambientes aquéaticos se revela superior para lagos e
rios, por comparacao com amostras de aguas de consumo comumente observadas com niveis de
prevaléncia mais baixos (Collado et al. 2010; Talay, Molva, and Atabay 2016; Hsu and Lee
2015).
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Figura 9: Distribuicdo de amostras positivas com base na identificacio de isolados pertencentes

a Campylobacter spp. e Arcobacter sensu lato nas amostras de 4gua durante cada més de amostragem.

Em termos da distribuicao sazonal, foi ja relatado que a sobrevivéncia de espécies do género
Campylobacter é favorecida pela baixa temperatura, auséncia de luz solar e pelo baixo niimero
de microbiota indigena (Pitkdnen 2013). Desta forma, em relacdo a sua prevaléncia ao longo de
todos os meses de estudo, taxas de recuperacdo nos varios locais de amostragem revelaram
niveis maximos de isolamento de espécies de Campylobacter nos meses outubro e fevereiro com
prevaléncias de 24%, correspondendo a periodos de estacOes outono e inverno, respetivamente.
Estes resultados vao ao encontro de estudos anteriores, revelando que a prevaléncia de
Campylobacter em aguas superficiais € menor quando ha mais horas de sol, onde, segundo o
relatado, temperaturas e niveis de radiacio ultravioleta mais elevados, poderao levar a reducao
da sobrevivéncia de Campylobacter spp. em ambientes aquaticos (Jones 2001). Brennhovd,
Kapperud, e Langeland (1992), tinham j4 observado prevaléncias superiores de Campylobacter
durante o periodo de outono e inverno, com 26/45 (57,8 %) de amostras positivas para este
género, em comparaciao com a primavera e especialmente o verdo, onde os niveis de frequéncia
foram de 12/33 (36,4 %) e 4/18 (22,2 %). De igual forma, num estudo recente de Mulder et al.
(2020), a prevaléncia de Campylobacter durante o periodo outono e inverno revelou maior taxa
de recuperacao de bactérias deste género em comparacido com as estacOes primavera e verao.
Ainda assim, apesar de na generalidade, tais resultados estarem em concordancia com o ja
reportado para este género, diferencas significativas foram observadas relativamente ao més de

novembro, nao sendo possivel verificar a causa da baixa prevaléncia.

Em relacdo a espécies de Arcobacter sensu lato nas diferentes fontes de agua, as taxas de
recuperagido de todos os locais de estudo revelaram resultados mais elevados nos meses de
novembro e fevereiro com prevaléncias de 68%, sendo que foi observada uma prevaléncia

inferior no verao. Isto contrasta como o relatado por Collado et al. (2010), onde se observou
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uma maior taxa de isolamento no periodo de verao em Espanha, a partir de amostras recolhidas
ao longo da bacia do rio Llobregat. Ainda assim, a semelhanga destes resultados, Celik and
Unver (2015), demonstraram um maior ntimero de isolados recuperados de aguas fluviais nos
periodos entre o inverno e primavera, tendo isolado A. butzleri de 4 de 10 (40%), 4 de 18
(22,2%), 4 de 29 (13,8%) e 2 de 21 (9,5%) em amostras coletadas em meses de inverno,
primavera, outono e verdo, respetivamente. Indo ao encontro com a literatura relacionada, tais
prevaléncias superiores relativas aos meses de inverno poderao comprovar o descrito por Fera et
al. (2010), relatando que células do grupo Arcobacter sensu lato podem sobreviver melhor em
ambientes aquaticos a temperaturas mais baixas. Da mesma forma, foi ja sugerido que chuvas
extremas podem favorecer o transporte de espécies de Arcobacter através de escorrimento
destas dguas para ambientes aquaticos, como o caso de aguas superficiais (Fong et al. 2007).
Assim, uma possivel explicacdo para a maior taxa de recuperacao de bactérias deste género,
podera estar relacionada com temperaturas mais baixas e elevados niveis de precipitacao, sendo
o més de novembro apresentado com tais caracteristicas (IPMA 2020). Quanto ao més de
fevereiro, apesar do aumento da temperatura, face aos meses anteriores, este aumento da
prevaléncia podera resultar do elevado indice de pluviosidade observado no més antecessor,
sendo ainda potenciado através da passagem da tempestade Gloria, verificando-se nao sé o
aumento dos caudais dos rios, mas também a afluéncia de enxurradas, possibilitando o
transporte destas bactérias através de terrenos agricolas (IPMA 2020). No entanto, apesar de,
no geral, tais resultados estarem em concordancia com o ja reportado, diferencas significativas
foram observadas relativamente ao més de dezembro, nao sendo possivel verificar a causa da

baixa prevaléncia.

Assim, a agua pode ser uma fonte de contaminacdo devendo ser considerada nao apenas como
portadora do agente infecioso, mas também como a fonte de infecio priméria (Celik and Unver
2015). A presenca de espécies de Campylobacter e Arcobacter sensu lato em amostras de agua
de rios e nascentes, revela que provavelmente terrenos agricolas e terras em redor do rio Zézere
desta regido estdo contaminados com estes agentes patogénicos, podendo desta forma
apresentar um sério risco em termos de transmissao destas bactérias a humanos e animais, bem

como a contaminagdo de alimentos.

4.1.2 Campylobacter spp.

Uma vez classificados os isolados como pertencendo ao género Campylobacter, estes foram
posteriormente identificadas ao nivel de espécie através da metodologia de MALDI-TOF MS por
comparac¢ao com uma base de dados. Os resultados referentes a sua identificacdo encontram-se

resumidos na Tabela 8.
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Tabela 8: Distribuigio dos isolados de Campylobacter spp. por espécies nas diferentes amostras e agua

coletadas.
Numero de amostras positivas por espécie/ namero de amostras
positivas totais (%)
Amo’stras de C. jejuni C. coli C. lari C. upsaliensis Campylobacter
agua Spp.
. o/7 2/7 0/7 1/7
Agua de Rio 4/ Z/
(0%) (50%) (25%) (12,5%) (12,5%)
Agua de afluente 6/11 2/11 1/11 1/11 1/11
do Rio (54,4%)  (8:2%)  (9,1%) (0%) (27,2%)
" 2/4 1/4 1/4 0/4 0/4
Agua de nascente
(50%) (25%) (25%) (0%) (0%)
Total 8/22 7/22 4/22 1/22 2/22
(36,4%) (31,2%) (18,2%) (4,5%) 9,1%)

Pela anélise dos resultados, observou-se que do total de amostras positivas para Campylobacter
Spp., 36,4 % foram identificadas como contaminadas por C. jejuni, seguido de C. coli, com uma
prevaléncia de 31,2%. Duas outras espécies foram igualmente identificadas, ainda que em
menor percentagem, nomeadamente C. lari em 4 do total de 22 amostras positivas (18,2%) e C.
upsaliensis presente em apenas uma das 22 amostras analisadas (4,5%). Anteriormente, C.
Jejuni foi ja relatada como principal espécie presente em ambientes aquaticos analisados por
Denis et al. (2011), onde uma percentagem superior desta espécie (66,6 %) foi observada
quando comparada com C. coli (33,3 %), seguido de C. lari (10%). Em contraste, num outro
estudo, foram observadas maiores taxas de recuperagao de C. coli (44%), seguido por C. jejuni
(34,6%) e posteriormente C. lari (14,7 %) (Rosef, Rettedal, and Lageide 2001). Desta forma,
indo ao encontro do ji relatado por Abulreesh, Paget, and Goulder (2006), diferentes espécies
de Campylobacter spp. em ambientes aquéticos parecem refletir diferencas quanto a(s) fonte(s)
de contaminacdo. Assim, mais recentemente, Mulder et al. (2020) efetuaram um estudo de
rastreio de fontes de contaminacdo animal de dguas superficiais com diferentes espécies deste
género, chegando a conclusdo de que isolados de agua identificados como C. coli, foram
atribuidos principalmente a presenca de aves selvagens, face a C. jejuni onde a sua recuperacao
foi identificada como advinda a partir de ruminantes e aves de campo. Desta forma, quando
analisados os resultados em relacdo a cada ponto de recolha, observa-se uma maior taxa de
isolamento de C. coli (50 %) de origem no rio Zézere, local onde a presenca de aves aquaticas foi
mais notada, e por outro lado, em amostras provenientes de afluentes, onde diversos pontos
foram caracterizados pela proximidade com animais de gado, a espécie C. jejuni (54,4 %) foi a
maioritariamente isolada, podendo desta forma confirmar o anteriormente relatado, ainda que

mais testes serdo necessarios de forma a identificar a possivel fonte de contaminagao.
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4.1.3 Arcobacter sensu lato

De forma idéntica ao observado para Campylobacter spp., apés a confirmacao inicial da
presenca de Arcobacter sensu lato em todas as amostras, foram realizados dois mPCR’s de
forma a permitir a identificacdo da(s) espécie(s) nelas existentes. Tais resultados referentes a

identificacao de espécies deste grupo encontram-se resumidos na Tabela 9.

Tabela 9: Distribui¢ao dos isolados de Arcobacter sensu lato nas diferentes amostras de 4gua coletadas.

Numero de amostras positivas por espécie/ namero de amostras
positivas totais (%)

Amostras de agua A. butzleri A. cryaerophilus Arcobacter sensu lato
. 27/29 4/29 13/29
Agua de Rio / /
(93,1%) (13,8%) (44,8%)
Agua de afluente do 37/46 12/46 11/46
Rio (80,4%) (26,1%) (23,9%)
" 10/14 4/14 4/14
Agua de nascente
(71,4%) (28,6%) (28,6%)
74/89 20/89 28/89
Total
(83,1%) (22,5%) (31,5%)

No que diz respeito a incidéncia das diferentes espécies, observou-se que a mais recuperada foi
A. butzleri (83,1 %), seguindo-se de A. cryaerophilus (22,5 %). No total das 89 amostras
positivas para este grupo, A. butzlerie A. cryaerophilus foram co-isolados em 7 amostras,
nomeadamente 3 obtidas a partir de agua de rio, 3 de afluentes e uma proveniente de agua de
nascente. E de notar que em 31,5 % das amostras positivas para Arcobacter sensu lato nao foi
possivel determinar a espécie isolada pelos métodos usados, uma vez que o resultado apoés a
identificacao molecular nao foi conclusivo. Desta forma, poderao ter sido isoladas espécies ainda
ndo reconhecidas com a utilizagdo dos mPCR’s referidos anteriormente, uma vez permitindo

identificar apenas 5 espécies das 31 atualmente reconhecidas.

A determinacao de A. butzleri como espécie mais frequente assemelha-se a relatérios anteriores
onde elevadas prevaléncias desta espécie foram encontradas a partir de diferentes ambientes
aquéticos (Morita et al. 2005; Collado et al. 2008; Celik and Unver 2015; Talay, Molva, and
Atabay 2016). Quanto a presenca de outras espécies, apenas se verificou a detecdo de A.
cryaerophilus em menos amostras, apoiando o anteriormente descrito por Celik and Unver
(2015), que sugeriu que A. butzleri podera ser mais resistente em relagdo a outras espécies
existentes no meio de enriquecimento, podendo desta forma representar o efeito inibitério
competitivo desta espécie sobre outras presentes na dindmica populacional. Da mesma forma,

também a prépria metodologia de cultura foi descrita como influenciando as espécies
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encontradas nas amostras, com parametros como composicdo do meio, etapa de pré-
enriquecimento, condi¢oes atmosféricas ou tempo de incubacdo de enriquecimento e
plaqueamento, influenciando a seletividade de recuperagdo e especificidade do processo,
favorecendo a recuperacio de A. butzleri em detrimento de outras espécies (Levican, Collado,
and Figueras 2016; Houf et al. 2002), o que pode contribuir para a maior taxa de amostras

positivas observadas para esta espécie.

4.2 Genotipagem e diversidade genética

Apbs o isolamento e identificacao molecular das diferentes amostras, todos os isolados positivos
foram genotipados através da metodologia de ERIC-PCR de maneira a inferir sobre a
diversidade genética de todas as amostras, e selecionar os isolados que seriam posteriormente
analisados quanto a sua suscetibilidade a diferentes antibi6ticos. A Figura 10 mostra-nos o
resultado de um exemplo de uma corrida de eletroforese apds a reacao de ERIC-PCR, que serve

de exemplo da avaliacio da diversidade genética de cada grupo bacteriano estudado.
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Figura 10: Padroes dos perfis genéticos de isolados por ERIC-PCR. A) Campylobacter spp.. M representa o
marcador de pesos moleculares. As chavetas 1, 2, 3, 4, 5 € 6 correspondem a isolados de seis amostras
diferentes. B) Arcobacter sensu lato. M representa o marcador de pesos moleculares. As chavetas 1, 2, 3 € 4

correspondem a isolados de quatro amostras de diferentes origens.
No que diz respeito a amostras de Campylobacter spp., verificou-se uma elevada diversidade

genética entre os isolados, revelando um total de 37 perfis genéticos diferentes entre os 50

isolados identificados como pertencendo a este género provenientes de 22 amostras (Tabela 10).
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Quanto as espécies isoladas, observou-se que C. coli foi a que apresentou maior diversidade
genética contendo 9 perfis genéticos distintos em 11 isolados, seguindo-se a espécie C. jejuni e C.
lari, ambas com 8 perfis genéticos de um total de 13 isolados identificados, e por dltimo C.

upsaliensis com apenas um isolado.

Tabela 10: Diversidade genética entre os isolados de Campylobacter spp. nas diferentes amostras de dgua.

Amostras de dgua Nuamero d.e. N}imero de Numero de. p.erﬁs genéticos
amostras positivas isolados distintos
Agua de Rio 7 16 11
Agua &1: lsg})uente u 25 8
Agua de nascente 4 9 8

Assim, pela analise global dos resultados, técnicas de tipagem molecular revelaram alta

diversidade genética de espécies de Campylobacter spp.. Esta foi ja reportada em isolados do
género Campylobacter provenientes de ambientes fluviais e agua de consumo, onde, por
exemplo, 42 de um total de 46 perfis se revelaram unicos (Denis et al. 2011). Segundo os
autores, tal variabilidade no genétipo de Campylobacter esta provavelmente ligada a presenca,
em determinados momentos, de animais e atividades agricolas ao redor dos rios (Denis et al.
2011). Também recentemente, num estudo de avaliacdo da diversidade genética utilizando a
metodologia de ERIC-PCR, elevada heterogeneidade foi igualmente observada em isolados
derivados de fontes alimentares e ambientes aquaticos, onde das 71 estirpes de C. jejuni e C. coli,
58 se apresentaram com perfil genético distinto (Igwaran and Okoh 2020). A diversidade
genética é um dos diferentes mecanismos que ajudam estes agentes patogénicos a prosperar em
circunstancias hostis no ambiente ou no hospedeiro, dando-lhes a capacidade de colonizar
multiplos hospedeiros (Chuma et al. 2016), sendo esta afirmacao apoiada através dos resultados

obtidos neste estudo.

Da mesma forma, uma alta diversidade genética foi verificada entre os isolados de Arcobacter
sensu lato, observando-se um total de 255 perfis genéticos de um total de 291 isolados
identificados como pertencendo a este grupo obtidos a partir de 150 amostras (Tabela 11).
Quanto as espécies de Arcobacter sensu lato, verificou-se que a diversidade genética é elevada
com A. butzleri apresentando um total de 175 perfis genéticos distintos em 208 isolados, e a

espécie A. cryaerophilus com 34 perfis genéticos entre 35 isolados totais.
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Tabela 11: Diversidade genética entre os isolados de Arcobacter sensu lato nas diferentes amostras de agua

Amostras de Agua Nuamero amostras Nuamero isolados Nuamero perfis genéticos
gu positivas positivos distintos
Agua de Rio 29 110 100
Agua de afluente
do Rio 46 141 124
Agua de nascente 14 40 31

A alta diversidade genética observada para este grupo vai ao encontro com o anteriormente
relatado por Collado et al. (2010), onde foi observada uma alta prevaléncia de espécies
pertencentes a Arcobacter sensu lato em aguas superficiais, sendo que através da analise da sua
diversidade genética, 91,2 % (309/339) das colénias apresentaram gendétipos diferentes,
nomeadamente, 248 entre os 275 isolados de A. butzleri e 60 de um total de 63 isolados de A.
cryaerophilus. Assim, segundo as conclusoes dos autores, face a alta diversidade genética
observada podera inferir-se que isolados especificos de Arcobacter sensu lato nao sao capazes
de persistir ou colonizar predominantemente no mesmo local do rio ao longo do tempo (Collado
et al. 2010). Da mesma forma, segundo Aydin et al. (2007), a dete¢do de elevada variabilidade
genética em isolados deste grupo bacteriano pode indicar varias fontes de contaminacao deste

tipo de 4guas, o que aumenta o nivel de risco para animais e populagdo em redor destes locais.

4.3 Resisténcia a antibiodticos

No século anterior, varias infecOes bacterianas intratidveis passaram a ser passiveis de
tratamento devido a descoberta de antibi6ticos capazes de eliminar estes agentes patogénicos.
Contudo, a sua utilizacdo inadequada e excessiva acabou por levar ao aparecimento e

disseminacdo progressiva de uma populaciao microbiana resistente (Rajagunalan et al. 2013).

Para além da utilizacido de antibiéticos no Homem, estes podem ser aplicados em larga escala na
producdo animal como medicamentos terapéuticos e aditivos para racoes para prevencao e
tratamento de doencas e taxas de crescimento melhoradas (Kiimmerer 2009; Wei et al. 2011)..
Assim, a utilizacdo de 4guas residuais de origem animal em ambientes agropecuarios podera
contaminar os solos e os sistemas de 4gua circundantes, representando assim uma séria ameaca
para o homem e meio ambiente (Kiimmerer 2009; Wei et al. 2011). Da mesma forma, estes
podem ser transportados para valas, rios e riachos por meio de escoamento e drenagem, aguas
subterraneas através de lixiviacdo, contaminando aguas e chegando mesmo a permitir a sua
entrada na propria cadeia alimentar. Estes compostos antimicrobianos podem exercer uma
pressdo seletiva sobre os microrganismos resultando no desenvolvimento de resisténcia por
bactérias patogénicas, e consequentemente levar a um tratamento ineficaz das infegGes causadas

por estes microrganismos (Wei et al. 2011; S. Kim, Park, and Chandran 2010).

62



Assim, sendo Campylobacter e Arcobacter sensu lato considerados como agentes patogénicos
emergentes de origem alimentar e hidrica, e dada a sua elevada prevaléncia em ambientes
aquaticos, torna-se importante avaliar a resisténcia das estirpes isoladas a partir dos diversos
corpos de agua, submetendo-as a testes de suscetibilidade a antibibticos utilizados na area

clinica e veterinaria.

4.3.1 Campylobacter spp.

O perfil de resisténcia a antibiéticos de 25 estirpes de Campylobacter spp. foi avaliado usando a
metodologia de difusao em disco. A selecdo de estirpes a avaliar foi feita considerando, os
isolados onde foi possivel a identificacdio quanto a espécie por MALDI-TOF MS, e que
apresentaram perfis de ERIC-PCR tnicos. A suscetibilidade foi avaliada relativamente a 7
antibi6ticos pertencentes a 77 classes distintas: aminoglicosideos, fluoroquinolonas, macroélidos,
tetraciclinas, carbapenemos, penicilinas e combinacao B-lactdmicos/inibidor de [B-lactamases,
sendo estes utilizados em casos clinicos associados a infe¢oes por espécies de Campylobacter
spp. (Bolton 2015; Dai et al. 2020). A tabela 12 apresenta o nimero de isolados resistentes a

cada antibiético, tendo em conta cada tipo de 4gua analisada.

Tabela 12 : Resisténcia antimicrobiana de Campylobacter spp. isolado a partir de diferentes amostras de

agua.
Amostra de agua
Numero de estirpes resistentes/Numero de estirpes totais (%
Resisténcia)

Antibiéticos Aguaderio Aguade afluente Fonte de nascente Total
Gentamicina 0/8 (0 %) 0/11 (0 %) 0/5 (0%) 0/25 (0 %)
Ciprofloxacina 0/8 (0 %) 1/11 (9,1 %) 1/5 (20 %) 2/25 (8 %)
Eritromicina 1/8 (12,5 %) 0/11 (0 %) 0/5 (0 %) 1/25 (4%)
Tetraciclina 0/8 (0 %) 1/11 (9,1 %) 2/5 (40 %) 3/25 (12%)
Ertapenemo 0/8 (0 %) 0/11 (0 %) 0/5 (0 %) 0/25 (0 %)
Ampicilina 3/8 (37,5 %) 6/11 (54,5 %) 1/5 (20 %) 10/25 (40 %)
Amoxicilina+acido clavulianico 0/8 (0 %) 0/11 (0 %) 1/5 (20 %) 1/25 (4 %)

Pela andlise da tabela, intervalos de frequéncia de resisténcia para a ampicilina entre 20 e 54,5%
foram observados, encontrando-se de acordo com o reportado acerca da alta resisténcia por
parte destas bactérias para esta classe de antibidticos. Esta resisténcia estd normalmente
correlacionada com a presenca de f-lactamases em estirpes resistentes de Campylobacter spp.

(Taylor and Courvalin 1988). Isto pode ser correlacionado com os resultados obtidos dado que
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quando foi avaliada a suscetibilidade das estirpes a uma penicilina combinada com um inibidor
de [-lactamases (amoxicilina+acido clavulanico), os valores de frequéncia de resisténcia
reduziram. Em relacio a classe das tetraciclinas, esta revelou-se como o segundo antibiético
com nivel global de resisténcia superior (12 %). A resisténcia a tetraciclina foi demonstrada
como podendo ser mediada por plasmideo, existindo assim a possibilidade de transferéncia de
genes de resisténcia entre bactérias do género Campylobacter e outras bactérias do meio
ambiente (Pratt and Korolik 2005), sendo por isso uma possivel justificacdo dos resultados
apresentados. No entanto, os valores de frequéncia de resisténcia revelaram-se inferiores aos
obtidos no estudo de Kanwal et al. (2019) sobre a resisténcia antimicrobiana de isolados de
aguas residuais, no qual se observou que grande parte das bactérias se revelaram resistentes

para este agente antimicrobiano.

No que se refere a classe das fluoroquinolonas, dada a sua crescente utilizacdo na produgao
avicola, o aparecimento de estirpes de Campylobacter termofilicas resistentes a ciprofloxacina
tem vindo a aumentar (Moore and Matsuda 2004). Da mesma forma, tendéncia de resisténcia a
eritromicina em isolados clinicos tem sido frequentemente relatada (Moore et al. 2006).
Szczepanska, Spica, and Klawe (2017), reportaram resisténcias significativas para a classe das
fluoroquinolonas (66,7 %) num estudo de prevaléncia e resisténcia antimicrobiana de C.
Jjejunie C. coliisolados de fontes ambientais em areas urbanas e suburbanas. Também em
relacdo a macroélidos, foram reportadas altas frequéncias de resisténcia, onde 98 % das estirpes
de Campylobacter spp. originirias de ambientes aquaticos, se revelaram resistentes a esta
classe de antibi6ticos (Karikari et al. 2016). Contudo, pela observacdo dos resultados, foram
encontrados niveis mais baixos de resisténcia para ciprofloxacina e eritromicina, apresentando-
se com uma taxa de resisténcia de 8 e 4 % para ambas as classes de antibioticos, respetivamente.
Ainda assim, uma vez comparados com resultados de diferentes origens, diferencas no clima,
bem como a diversidade na origem das amostras de dgua, poderao ser uma possivel justificacio
para as divergéncias encontradas, uma vez que, tais caracteristicas poderao ter influéncia na

resisténcia destas bactérias (Kanwal et al. 2019).

Em relacao a suscetibilidade das estirpes, observou-se que para gentamicina, ertapenemo e
amoxicilina com 4cido clavulanico, também a taxa de resisténcia se revelou nula ou baixa. Do
mesmo modo, varios sdo os trabalhos onde a elevada percentagem de suscetibilidade a estes
agentes antimicrobianos foi observada (Post et al. 2017; Gaudreau et al. 2016; Szczepanska,
Spica, and Klawe 2017). Por este motivo, a utilizacdo de aminoglicosideos intravenosos foi ja
considerada na escolha do tratamento de bacteriemias graves e outras infeces sistémicas
causadas por Campylobacter spp. (Aarestrup and Engberg 2001), sendo tal afirmacao apoiada

neste trabalho, face aos valores apresentados.
Apesar das principais fontes de campilobacteriose humana estarem intimamente relacionadas
com origem animal, fontes como 4gua ambiental poderao ser consideradas como potenciais

modos de transmissdo da doenca (Szczepanska, Spica, and Klawe 2017). Segundo o dltimo
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relatdrio europeu acerca da resisténcia antimicrobiana em bactérias zoonoticas isoladas a partir
de humanos, animais e alimentos, Portugal encontra-se entre os paises com as mais altas taxas
de resisténcia por Campylobacter da Europa (EFSA and ECDC 2020). Ainda assim, por
comparacao com os resultados apresentados neste estudo, os niveis de resisténcia observados
neste trabalho encontram-se muito abaixo do reportado, principalmente para antibi6ticos como
ciprofloxacina e eritromicina, onde valores superiores a 50 % de resisténcia combinada a estes
agentes antimicrobianos foram observados em isolados das diversas origens (EFSA and ECDC
2020). Desta forma, e tal como ja relatado por alguns autores (Lévesque, Frost, and Michaud
2007; Lindmark et al. 2004; Denis et al. 2012), bactérias deste género isoladas a partir de
origem hidrica tendem a apresentar maior suscetibilidade antimicrobiana face a isolados
humanos e animais, onde o contato mais préoximo e a crescente utilizacdo de antibibticos
observada em ambientes clinicos e agropecuarios podera surgir como uma possivel justificacio

para as discrepancias encontradas, resultando em bactérias com maior indice de resisténcia.

Apbs a avaliacdo do perfil de resisténcia de todos os isolados, analisimos as resisténcias por
espécie do género Campylobacter, quer resisténcias individuais (Figura 11), quer perfis de
multirresisténcia (Figura 12), dado que o aparecimento de bactérias multirresistentes constitui

um sério risco para a saude da populacao (Looveren et al. 2001).
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Figura 11: Resisténcia a cada antibi6tico testado por espécie de Campylobacter spp. GEN — Gentamicina;
CIP - Ciprofloxacina; ERY — Eritromicina; TET - Tetraciclina; ERT - Ertapenemo AMC -
Amoxicilina+4cido clavulanico; AMP — Ampicilina
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Figura 12: Propor¢ao de isolados totalmente suscetiveis, resistentes a um ou dois dos antibi6ticos testados

e multirresistentes por espécie de Campylobacter.

Estudos anteriores sugeriram que ambientes aquaticos como aguas superficiais e subterraneas
permitem trocas horizontais de genes para a aquisicdo e disseminacdo de resisténcia a
antibi6ticos (Marti, Variatza, and Balcazar 2014). Por conseguinte, alguns estudos reportaram
elevadas taxas de multirresisténcia de Campylobacter recuperados de diversas fontes
alimentares, humanas e ambientais (Mourkas et al. 2019; Otigbu et al. 2018). No entanto, em
espécies de Campylobacter spp. foi também reportada uma elevada suscetibilidade
antimicrobiana em isolados provenientes de Aguas superficiais, onde valores maximos de
multirresisténcia rondaram os 2,8% (Denis et al. 2012; Lindmark, Harbom, Thebo, Andersson,
Hedin, Osterman, Lindberg, Andersson, and Westo 2004). Com base no perfil fenotipico de
resisténcia observado neste trabalho é possivel verificar que a maioria das estirpes em estudo
ndo apresentaram resisténcia a mais de duas classes de antibi6ticos testados, verificando-se que
do total das 25 estirpes analisadas (Figura 12 e Anexo I), apenas duas foram classificadas como
multirresistentes, apresentando resisténcia a trés das sete classes de antibioticos testadas. Ainda
assim, diferentes padrées de resisténcia e multirresisténcia parecem depender do pais onde é
efetuado o estudo, do tipo de 4gua de onde é efetuado o isolamento, da metodologia utilizada

para avaliacdo (Denis et al. 2012), bem como de diferencas até ao nivel regional.

4.3.2 Arcobacter sensu lato

De igual forma ao efetuado com o género Campylobacter, procedeu-se a avaliacao do perfil de
resisténcia a antibidticos das estirpes identificadas como Arcobacter sensu lato que
apresentaram perfis de ERIC-PCR tnicos. Neste passo foram eliminados dezassete isolados do
estudo, uma vez que se perderam. Desta forma, um total de 238 estirpes foram testadas através

da metodologia de difusdo em disco, para as mesmas 7 classes de antibiéticos ja referidas.
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Analisando os resultados obtidos (Tabela 13) observou-se uma frequéncia de resisténcia elevada
a tetraciclina, sendo este o antibiético onde se obteve as mais elevadas percentagens de
resisténcia, superiores a 90 %. Os estudos de suscetibilidade antimicrobiana relevaram também
uma taxa de resisténcia elevada a eritromicina, ertapenemo e ampicilina, obtendo-se
resisténcias de 73,9 %, 66,0 % e 72,7 %, respetivamente. Tais percentagens de resisténcia sdo
muito superiores as descritas por outros estudos anteriores, onde isolados de origem ambiental
apresentaram baixas taxas de resisténcia as tetraciclinas (0 a 3,7 %) e nulas para eritromicina
(Isidro et al. 2020; Silha, Pejchalova, and Silhova 2017). Sendo estas duas das classes de
antibi6ticos sugeridas para o tratamento de infecoes associadas a bactérias pertencentes a este
grupo bacteriano (Ferreira et al. 2016), o presente estudo indica que pode haver um aumento na
resisténcia a estes antimicrobianos face os valores apresentados, representando um sério risco
para a populacdo. Quanto ao antibidtico ampicilina, percentagens de resisténcia de 66,6 a 73,8
% foram ja reportadas para isolados com proveniéncia em ambientes aquéticos (Silha,
Pejchalov4, and Silhova 2017; Rathlavath et al. 2017; Ferreira et al. 2019), encontram-se de

acordo com o observado neste trabalho.

Relativamente a ciprofloxacina, as percentagens de resisténcia das estirpes foram mais baixas
com valores de 24,8 %. Ainda assim, tais valores de resisténcia sao superiores aos descritos por
Vandenberg et al. (2006), no qual as resisténcias para as fluoroquinolonas de isolados humanos
apresentaram uma percentagem de 3,3 %, tendo neste caso sido a classe de antibi6ticos sugerida
para o tratamento de doencas associadas a infecdo por espécies deste género. Intervalos de
frequéncia de resisténcia para o antibi6tico amoxicilina+acido clavulanico entre 11,5 € 19 %
foram observados, encontrando-se abaixo do reportado acerca da resisténcia por parte destas
bactérias, isoladas a partir de ambientes marinhos, para esta classe de antibi6ticos (Rathlavath
et al. 2017). Semelhante a Campylobacter spp., a resisténcia a classe das penicilinas foi ja
correlacionada com a presenca de f-lactamases em estirpes resistentes de Arcobacter sensu lato
(Isidro et al. 2020). Desta forma, a baixa resisténcia observada vai ao encontro de resultados
obtidos por Miller et al. (2007), uma vez que quando avaliada a suscetibilidade de bactérias
deste grupo a uma penicilina combinada com um inibidor de B-lactamases (amoxicilina+acido
clavulanico), os valores de resisténcia reduziram. Por fim, e segundo o ja reportado (Silha,
Pejchalov4, and Silhova 2017; Isidro et al. 2020), maiores taxas de resisténcia das estirpes
analisadas foram observadas para a classe dos aminoglicosideos (18,1 %). Contudo, tais
resultados poderao apoiar o sugerido por Rathlavath et al. (2017), na utilizacao deste composto
para o tratamento de doencas por Arcobacter sensu lato, uma vez que menores taxas de

resisténcia foram observadas em comparacgao com os outros antibibticos.
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Tabela 13: Resisténcia antimicrobiana de Arcobacter sensu lato isolado a partir de diferentes amostras de

agua.
Amostra de agua
Numero de estirpes resistentes/Numero de estirpes totais (% Resisténcia)
Antibiéticos Aguaderio Aguade afluente Fonte de nascente Total
Gentamicina 20/96 (20,8 %) 18/116 (15,5 %) 5/26 (19,2 %) 43/238 (18,1 %)
Ciprofloxacina 26/96 (27,1 %) 28/116 (24,1 %) 5/26 (19,2 %) 59/238 (24,8 %)
Eritromicina 75/96 (78,1 %) 79/116 (68,1 %) 22/26 (84,6 %) 176/238 (73,9 %)
Tetraciclina 90/96 (93,7 %) 102/116 (87,9 %) 23/26 (88,5 %) 215/238 (90,3%)
Ertapenemo 65/96 (67,7 %) 77/116 (66,4 %) 15/26 (57,7 %) 157/238 (66 %)
Amoxicilina+acido clavulanico 16/96 (16,7 %) 22/116 (19 %) 3/26 (11,5 %) 41/238 (17,2 %)

Ampicilina 68/96 (70,8 %)

86/116 (74,1 %)

19/26 (73,1 %)

173/238 (72,7%)

Uma vez relatada a possivel contaminacao da dgua de superficie por fezes de animais, torna-se
relevante a comparacdo destes valores com os de isolados de origem animal e a partir de
ambientes agropecuarios. Desta forma, percentagens reduzidas de resisténcia foram ja
reportadas em estirpes provenientes de carne de frango para os antimicrobianos tetraciclina,
eritromicina e ciprofloxacina (Silha, Pejchalova, and Silhovéa 2017). Por outro lado, num estudo
levado a cabo por Vicente-Martins et al. (2018) em Portugal, verificaram-se taxas de resisténcia,
para isolados de diferentes categorias alimentares, semelhantes aos obtidos neste estudo com
valores de resisténcia de 90,5 % e 21 %, para os antibioticos tetraciclina e ciprofloxacina,
respetivamente. Ainda assim, referente a classe dos aminoglicosideos, macrélidos e [3-
lactamicos, as estirpes revelaram-se mais suscetiveis quando comparados com os valores
observados neste trabalho (Vicente-Martins et al. 2018). Assim, e uma vez sendo o pais de
origem e area regional, comum a ambos os estudos, tais comparacoes possibilitam a hip6tese de
isolados de origem hidrica, apresentarem niveis resisténcia a antibidticos idénticos ou
superiores a estirpes de origem alimentar. A possivel abundancia de agentes antimicrobianos
transportados para o ambiente podera exercer pressdo seletiva, resultando em bactérias

resistentes, tal como descrito por Kim, Park, and Chandran (2010).

As Figuras 13 e 14 apresentam a distribuicdo das estirpes obtidas por perfil fenotipico de
resisténcia, fazendo a distincao entre as diferentes espécies isoladas. Através da sua observacao,
pode verificar-se que a espécie cujas estirpes apresentam menor suscetibilidade para o total de
classes de antimicrobianos testados é A. butzleri, apresentando um total de 171 (98,8%) isolados
resistentes a pelo menos um antibiético, seguindo-se de A. cryaerophilus contendo 27 (96,4 %)
isolados resistentes a uma ou mais classes de antibi6ticos. Quanto a resisténcia a cada uma das

classes de antibi6ticos, também A. butzleri foi a espécie que se revelou menos suscetivel, com as
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seguintes taxas de resisténcia: 16,7 % para gentamicina, 25,4 % para ciprofloxacina, 72,2 % para
eritromicina, 90,2 % para tetraciclina, 72,8 % para ertapenemo, 17,9 % para amoxicilina com
acido clavulanico e 74,6 % para ampicilina. Em comparacao com A. cryaerophilus, esta apenas
se revelou mais resistente para duas das sete classes de antimicrobianos, nomeadamente
eritromicina, com uma frequéncia de resisténcia de 79,3 %, e amoxicilina com acido clavulanico,
com 27,6 % de estirpes resistentes. Desta forma, tais resultados confirmam o anteriormente
descrito por Ferreira et al. (2016), onde elevadas taxas de resisténcia observadas para A. butzleri
sugerem esta espécie como um reservatorio de genes que pode contribuir para a disseminacio
da resisténcia a agentes antimicrobianos através da interface animal-humano-ambiente,

podendo indiretamente resultar no fracasso do tratamento de infe¢cGes mais graves.
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Figura 13: Resisténcia a cada antibibtico testado por espécie de Arcobacter sensu lato. GEN —
Gentamicina; CIP — Ciprofloxacina; ERY — Eritromicina; TET — Tetraciclina; ERT - Ertapenemo AMC —
Amoxicilina+4cido clavulanico; AMP — Ampicilina
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Figura 14: Proporcao de isolados totalmente suscetiveis, resistentes a um ou dois dos antibi6ticos testados

e multirresistentes por espécie de Arcobacter sensu lato.

No que toca a avaliacdo da multirresisténcia, também através da Figura 14 é possivel verificar
que, de um modo geral, a maioria das estirpes em estudo apresentam um perfil de
multirresisténcia. Uma estirpe é considerada multirresistente quando apresenta resisténcia a
trés ou mais classes de antibioticos distintos, sendo que esta multirresisténcia foi ja reportada
em espécies pertencentes a Arcobacter sensu lato, tanto em ambientes aquéticos (Rathlavath et
al. 2017), como proveniente de amostras alimentares (Vicente-Martins et al. 2018). Da mesma
forma, num estudo de suscetibilidade de isolados de Arcobacter de diferentes fontes, elevadas
percentagens de multirresisténcia foram igualmente identificadas, em que 89 % dos isolados de
A. butzleri e A. cryaerophilus, provenientes de carne de aves, amostras de aguas residuais e

fezes humanas, se revelaram multirresistentes (Silha, Pejchalov4, and Silhova 2017).

Assim, através da analise da Figura 14 e Anexo II relativamente aos resultados obtidos neste
estudo consegue-se observar uma multirresisténcia em 194 estirpes das 238 (81,5 %) estudadas,
valor este muito elevado, verificando-se casos em que a resisténcia é transversal a seis

antibi6ticos/classes em estudo.

Elevados valores de resisténcia das diferentes estirpes podem estar associados a pressao seletiva
que é criada, por exemplo, através da utilizacdo excessiva de antibidticos nos processos de
producao de animais para consumo humano, descargas de efluentes domésticos e industriais
onde uma vez excretados para o solo e cursos de agua, podem levar a disseminacio destas
bactérias resistentes no meio ambiente, resultando num sério risco para a populagdo. Além
disso, a introducdo ou acimulo progressivo no meio ambiente de agentes antimicrobianos,
detergentes, desinfetantes e residuos da poluicao industrial, doméstica e até hospitalar, podera

contribuir para a evolucao e disseminacao desses organismos resistentes no meio aquético
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(Baquero, Martinez and Cant6n 2008). Isto é evidenciado dado que o consumo destes alimentos
ou agua contaminados com Arcobacter sensu lato é considerado como a principal via de
transmissdo para humanos e animais (Collado et al. 2011). Desta forma, torna-se necessério
rever autorizacgOes e limites de utilizacdo de antibidticos de maneira a evitar transferéncia de
resisténcias que possam dificultar ou impossibilitar o tratamento de patologias causadas pela
infecdo por estas bactérias. Por outro lado, o fato de ndo existirem critérios internacionais
estabelecidos referentes aos pontos de corte especificos para Arcobacter sensu lato, bem como
um método padronizado para a avaliacdo da suscetibilidade antimicrobiana, podera resultar
numa avaliacdo incorreta e incompleta da resisténcia deste grupo, e dificulta uma adequada
comparacao com outros trabalhos (Ferreira et al. 2016, 2019). Desta forma, é também
importante a criacdo de um método de avaliagao da suscetibilidade antimicrobiana adequado e
desenhado para este microrganismo, pois a falta de um protocolo sensivel, e pontos de corte
especificos podem resultar numa interpretagao inadequada dos resultados obtidos, dificultando

a comparacao de dados entre os diferentes estudos (Ferreira et al. 2016).

Assim, uma vez incluidos na lista de microrganismos considerados um perigo grave para a satude
humana pela Comissao Internacional de Especificacoes Microbioldgicas para Alimentos (ICMSF
2002), a elevada prevaléncia de A. butzleri e A. cryaerophilus em ambientes aquéticos pode ser
preocupante, principalmente acrescido quando associada a uma elevada taxa de resisténcia a
diversos antibidticos, o que podera ter um papel relevante tanto na ineficicia do tratamento de
infe¢bes por elas causadas, como na transferéncia de resisténcia a outras bactérias patogénicas

presentes no mesmo ambiente.
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Capitulo 5: Conclusao

Dada a inexisténcia de dados relativos a prevaléncia de Campylobacter e Arcobacter sensu lato
em ambientes aquaticos em territério Nacional, este trabalho procurou inferir acerca da
prevaléncia destas bactérias em diferentes corpos de agua contribuindo assim para um melhor

conhecimento acerca da prevaléncia e resisténcia destes microrganismos.

Um total de 150 amostras de diferentes ambientes aquaticos foram analisadas, obtendo-se uma
taxa de prevaléncia mais baixa do género Campylobacter (40 %), quando comparada com
Arcobacter sensu lato (66 %). Relativamente a presenca de ambos os grupos bacterianos nas
diferentes amostras em estudo, maiores taxas de recuperacao foram observadas em aguas do
Rio, seguido de 4guas de afluentes e por fim fontes de 4gua de nascente nao tratada. Apos
detecao molecular de Campylobacter spp. diretamente ao meio de enriquecimento foram
registadas 37,3 % de amostras positivas, e 14,6 % amostras positivas quando se efetuou o
processo de isolamento seguido pela identificacio molecular de todos os isolados. Valores
superiores foram obtidos relativamente & detecdo de Arcobacter sensu lato, nomeadamente
observou-se uma prevaléncia de 48 % por detecido molecular direta e 59,3 % quando utilizados
métodos de cultura. Apos efetuada a identificacdo das diferentes espécies presentes, verificou-se
uma maior prevaléncia de C. jejuni (36,4%), e A. butzleri apresentou-se como espécie
maioritaria do grupo Arcobacter sensu lato, com uma prevaléncia de 83,1 %. Outras espécies
foram também isoladas a partir das diversas amostras, nomeadamente C. coli, C. lari, C.
upsaliensis e ainda A. cryaerophilus. Também 9,1 % e 31,5 % das amostras revelaram-se
contaminadas com outras espécies de Campylobacter spp. e Arcobacter sensu lato,

respetivamente, embora nao fosse possivel identificar a espécie pertencente.

Uma vez observada a prevaléncia de ambos os grupos bacterianos, o estudo da sua variacio
sazonal foi efetuado, observando-se uma maior recuperacao de Campylobacter spp. nos meses
de outubro e fevereiro, e uma maior taxa de isolamento de Arcobacter sensu lato em novembro
e fevereiro. Desta forma, niveis mais baixos de temperatura e maiores indices de pluviosidade
pareceram favorecer a acumulacdo e recuperacao de estirpes de ambos os grupos bacterianos.
De igual forma, a diversidade genética entre os isolados positivos foi avaliada, verificando-se
uma elevada heterogeneidade genética, conseguindo-se identificar 37 perfis genéticos distintos
entre 0s 50 isolados positivos para o género Campylobacter spp., e 255 de um total de 291

isolados de Arcobacter senso lato.

Posteriormente, o perfil de resisténcia das estirpes de Campylobacter e Arcobacter sensu lato
foi também avaliado, onde foram observadas diferencas na resisténcia por comparacdo entre
ambos os grupos. Em geral, espécies do género Campylobacter revelaram percentagens de
resisténcia de 40 % para a ampicilina, 12 % para tetraciclina, 8 % para o antibiotico

ciprofloxacina e 4 % para eritromicina e amoxicilina com acido clavulanico. Nao foi observada
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resisténcia a gentamicina e ertapenemo, podendo a utilizacao destes antibiéticos ser uma opcao
na terapéutica de infecOes graves causadas por Campylobacter spp. com origem hidrica. Por
outro lado, um maior indice de resisténcia foi observado na generalidade dos isolados de
Arcobacter sensu lato, onde a maioria das estirpes revelou-se resistente a tetraciclina (72,7 %),
eritromicina (73,9 %) e ampicilina (72,7 %), 66% dos isolados foram resistentes ao ertapenemo,
24,8 % a ciprofloxacina, 18,1 % a gentamicina e por fim 17,2 % foram resistentes a combinacao
amoxicilina com acido clavulanico. Da mesma forma, constaram-se diferengas significativas na
multirresisténcia por comparacdo dos dois grupos bacterianos, onde 8% dos isolados de
Campylobacter apresentaram um perfil de multirresisténcia, face ao observado para Arcobacter
sensu lato, onde 81,5 % dos isolados apresentou resisténcia a trés ou mais antibi6ticos. Altas
taxas de multirresisténcia podem dificultar e até impossibilitar um tratamento eficaz de
possiveis infecoes graves causadas por estes microrganismos. Assim, podera ser necessario
alertar a populagdo para os riscos que estas resisténcias podem transportar, bem como definir
uma estratégia de tratamento eficaz de infegbes por estes microrganismos, uma vez

considerados como patogénicos emergentes.

Em conclusao, através deste trabalho foi possivel estudar a prevaléncia de Campylobacter spp. e
Arcobacter sensu lato em amostras de diversos ambientes aquéticos, avaliar a sua presenga
através de duas metodologias de isolamento distintos, observar a diversidade genética entre os
isolados obtidos e ainda inferir sobre o perfil de resisténcia das estirpes isoladas a varios
antibi6ticos. Tais resultados reforcam a ideia de que a dgua podera desempenhar um papel
importante na transmissdo de bactérias patogénicas, como o caso de Campylobacter e
Arcobacter sensu lato, onde a presenca e infecoes por elas associadas poderdo estar a ser

subestimadas.
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Capitulo 6: Perspetivas futuras

Considerando o género Campylobacter spp. e grupo Arcobacter sensu lato como agentes

patogénicos emergentes, verifica-se a necessidade de se estabelecer e padronizar metodologias

que permitam uma real avaliacdo da sua distribuicio, identificacdo inequivoca das espécies

pertencentes a cada um grupo bacteriano, bem como da adequada avaliacao dos seus padroes de

resisténcia a antibiéticos. Desta forma, torna-se importante o foco de algumas abordagens em

trabalhos futuros:

Identificar todos os isolados que se revelaram inconclusivos referente a espécie em

ambos os grupos bacterianos através de métodos moleculares;

Avaliar diversos métodos de isolamento a partir de amostras de 4gua na tentativa de
estabelecer as melhores condicbes de cultura, para o crescimento tanto do género

Campylobacter, como de Arcobacter sensu lato;

Efetuar uma anélise quantitativa do niimero de células viaveis, de maneira a avaliar o

grau de risco de aquisicao da infecgao;

Melhorar ou desenhar novos PCR para a detecao destes grupos bacterianos e distin¢ao
das diferentes espécies a eles pertencentes, de maneira a evitar o aparecimento de

resultados inconclusivos;

Analisar possiveis rotas de transmissdo e origem de contaminacdo dos ambientes

aquaticos;

Estabelecer pontos de corte especificos para o grupo Arcobacter sensu lato, assim como
o desenvolvimento do método padrdo para a avaliacdo correta da resisténcia
antimicrobiana de bactérias de ambos os grupos, de forma a possibilitar uma

comparacao coerente com os dados ja publicados.
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Anexo I

Identificacdo, origem, espécies e perfis de resisténcia a antibidticos das diferentes estirpes de

Campylobacter spp..

Estirpe Categoria de agua Espécie Resisténcia
Wi-1 Riacho C.coli -
Wa-2 Rio Zézere C.lari AMP
W5-2 Rio Zézere C.coli -
W8-6 Riacho Cjejuni -

W24 Riacho Cjejuni -
W30-3 Riacho Cjejuni -
W36-2 Riacho C.upsaliensis AMP
W40-5 Riacho C.lari AMP
Ws54-1 Rio Zézere C.lari AMP
Ws54-2 Rio Zézere C.lari AMP
W54-3 Rio Zézere C.lari AMP
W70-1 Riacho Cjejuni -
Wr2-1 Fonte de nascente C.lari TET, AMC, AMP
Wr2-2 Fonte de nascente C.lari -
W74-1 Riacho Cjejuni CIP, TET, AMP
W76-2 Riacho C.coli -
W76-3 Riacho C. coli -
W77-6 Rio Zézere C.coli -
W78-5 Rio Zézere C.coli AMP
W79-1 Rio Zézere C.coli ERY, TET
W79-2 Rio Zézere C.coli TET
W87-1 Fonte de nascente C.coli CIP, TET
Wii2-2 Fonte de nascente Cjejuni -
Wii5-2 Fonte de nascente Cjejuni -
Wi25-1 Riacho C.jejuni -

CIP - Ciprofloxacina; ERY — Eritromicina; TET — Tetraciclina; AMC — Amoxicilina+acido clavulanico;
AMP - Ampicilina
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Anexo 11

Identificacao, origem, espécies e perfis de resisténcia a antibidticos das diferentes estirpes de Arcobacter

sensu lato.

Estirpe Categoria de agua Espécie Resisténcia
Wza-1P Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMC, AMP
Wza-2P Rio Zézere A. butzleri TET, ERT, AMC, AMP
W2a-3P Rio Zézere A. butzleri GEN, TET, AMP
Wa2-2 G Rio Zézere A. butzleri GEN, TET, AMP

W3-1 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET

W3-3 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP

W4-3 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
W5-1P Rio Zézere A. butzleri GEN, ERY, TET, ERT, AMC, AMP
W5-2P Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
W5-3P Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMC, AMP
W5-1G Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
W5-2G Rio Zézere A. butzleri GEN, TET, AMP
W5-3G Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP

W8-1 Riacho A. butzleri GEN, TET, AMP
WS8-2 Riacho A. butzleri -

WS8-3 Riacho A. butzleri CIP, TET

Wo-1 Fonte de nascente A. butzleri GEN, ERY, TET, AMP
W10-1 Fonte de nascente Arcobacter sensu lato GEN, ERY, TET, AMP
Wiz2-1 Fonte de nascente A. butzleri GEN, ERY, TET, ERT, AMP
Wi2-3 Fonte de nascente Arcobacter sensu lato ERY, TET, ERT, AMP
Wi17-1 Riacho A. butzleri GEN, CIP, ERY, AMP
Wi18-2 Riacho A. butzleri GEN, ERY, AMP
W19-1 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
Wi19-4 Riacho Arcobacter sensu lato TET, AMP

W20-1 Rio Zézere Arcobacter sensu lato ERY, TET, ERT, AMP
Wz24-1 Riacho A. butzleri GEN, CIP, ERY, AMP
Wa24-3 Riacho A. butzleri GEN, ERY

W26-1 Rio Zézere A. butzleri GEN, ERY, TET, AMP
w26-2 Rio Zézere A. butzleri GEN, CIP, ERY, TET, AMP
w26-3 Rio Zézere A. butzleri GEN, CIP, ERY, AMP
w26-4 Rio Zézere A. butzleri GEN, ERY, TET, AMP
w26-5 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
w26-6 Rio Zézere A. butzleri GEN, CIP, ERY, TET, ERT, AMP
Wa7-2 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
Wa7-3 Rio Zézere A. butzleri CIP, ERY, TET, ERT, AMP
W28-1 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
W28-2 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT
W28-3 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMC, AMP
W29-1 Riacho A. butzleri CIP, ERY, TET, ERT, AMP
W32-1 Fonte de nascente Arcobacter sensu lato ERY, TET, ERT, AMC, AMP
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Anexo 2: Identificacdo, origem, espécies e perfis de resisténcia a antibiéticos das diferentes estirpes de

Arcobacter sensu lato (Continuacao).

Estirpe Categoria de agua Espécie Resisténcia
W32-2 Fonte de nascente Arcobacter sensu lato GEN, ERY, TET, AMP
W32-6 Fonte de nascente Arcobacter sensu lato ERY, TET, AMP
W35-1 Fonte de nascente A. butzleri AMP
W36-2 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
W36-3 Riacho A. butzleri GEN, ERY, TET, AMP
W40-1 Fonte de nascente A. butzleri CIP, ERY, TET, ERT, AMC, AMP
W40-2 Fonte de nascente A. butzleri CIP, ERY, TET, ERT, AMP
W4o0-3 Fonte de nascente A. butzleri GEN, CIP, ERY, TET, AMP
W41-1 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMC, AMP
W41-2 Rio Zézere A. butzleri CIP, ERY, TET, ERT, AMC, AMP
W41-3 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET
W42-1 Rio Zézere A. butzleri GEN, CIP, ERY, TET, ERT, AMP
Wy42-2 Rio Zézere A. cryaerophilus CIP, ERY, TET, ERT, AMC, AMP
Wyz2-3 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT
W44-1 Rio Zézere A. butzleri CIP, ERY, TET, ERT, AMP
Wyq4-2 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMC, AMP
W45-1 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
W45-2 Riacho A. butzleri CIP, ERY, TET, ERT, AMP
W46-1 Riacho A. butzleri TET, ERT, AMC, AMP
W46-2 Riacho A. butzleri TET, ERT, AMC, AMP
W46-3 Riacho A. butzleri CIP, ERY, TET, ERT, AMP
Wy47-3 Fonte de nascente A. cryaerophilus CIP, ERY, TET
W48-1 Riacho A. butzleri TET, ERT, AMP
w48-2 Riacho A. butzleri TET, ERT
W48-3 Riacho A. butzleri TET, ERT, AMP
W49-1 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
W49-2 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
W49-3 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
W50-1 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
W50-2 Riacho Arcobacter sensu lato ERY, TET, ERT, AMP
W50-4 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
w51-1 Riacho A. butzleri GEN, ERY, ERT, AMP
Ws51-4 Riacho A. butzleri CIP, TET, ERT, AMP
Ws51-1A Riacho A. cryaerophilus TET, ERT
W53-2A Rio Zézere A. butzleri CIP, TET, ERT, AMP
W53-3A Rio Zézere A. butzleri CIP, ERY, TET, ERT, AMP
Ws54-3 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
W54-2A Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
W54-3A Rio Zézere Arcobacter sensu lato ERY, TET, ERT
W55-3 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, AMC
Ws55-1A Rio Zézere A. butzleri CIP
Wé62-1 Fonte de nascente A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
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Anexo 2: Identificagio, origem, espécies e perfis de resisténcia a antibidticos das diferentes estirpes de

Arcobacter sensu lato (Continuacao).

Estirpe Categoria de agua Espécie Resisténcia
Wé62-2 Fonte de nascente A. butzleri ERT, AMP
W63-2 Fonte de nascente A. cryaerophilus CIP, ERY, TET, AMP
Wé63-3 Fonte de nascente A. cryaerophilus ERY, TET, ERT, AMC, AMP
W64-1 Fonte de nascente A. cryaerophilus ERY, TET, ERT, AMP
W64-3 Fonte de nascente A. cryaerophilus ERY, TET, ERT, AMP
W67-1 Riacho A. cryaerophilus ERY, TET, ERT, AMC, AMP
W67-1A Riacho A. cryaerophilus ERY, TET, ERT, AMC, AMP
W69-1 Rio Zézere Arcobacter sensu lato GEN, CIP, ERY, TET, AMP
W69-2 Rio Zézere A. cryaerophilus GEN, CIP, ERY, TET
W69-1A Rio Zézere A. cryaerophilus GEN, ERY
W69-2A Rio Zézere Arcobacter sensu lato GEN, CIP, ERY, TET, ERT
W73-1 Riacho Arcobacter sensu lato GEN, CIP, ERY, TET, AMP
W73-2 Riacho A. cryaerophilus TET, ERT, AMP
W73-3 Riacho A. cryaerophilus ERY, TET, AMC, AMP
W73-4 Riacho A. cryaerophilus ERY, TET, ERT, AMC, AMP
Wr4-2 Riacho A. cryaerophilus ERY, TET, AMP
Wr75-2A Riacho A. cryaerophilus ERY, TET, AMP
W76-1 Riacho Arcobacter sensu lato ERY, TET
W76-2 Riacho A. cryaerophilus ERY, TET, ERT, AMC, AMP
W76-6 Riacho A. cryaerophilus ERY, TET, AMP
W77-1 Rio Zézere A. butzleri CIP, ERY, TET, ERT
Wr7-2 Rio Zézere A. butzleri CIP, ERY, TET, ERT
Wr7-3 Rio Zézere Arcobacter sensu lato -
W77-4 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
W78-1 Rio Zézere A. butzleri CIP, TET, ERT
W78-2 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
W78-3 Rio Zézere A. butzleri CIP, ERY, TET, ERT
W78-4 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET
W79-1 Rio Zézere A. butzleri TET, ERT, AMP
W79-2 Rio Zézere Arcobacter sensu lato TET
W79-3 Rio Zézere Arcobacter sensu lato ERY, TET
W79-4 Rio Zézere A. butzleri CIP, ERY, TET
W79-5 Rio Zézere A. cryaerophilus ERY, TET
WS8o-1 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
WS8o0-2 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
WS8o0-3 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
W81-1 Riacho A. cryaerophilus CIP, TET
WS8i1-2 Riacho A. butzleri ERY, TET
WS81-3 Riacho A. butzleri CIP, ERY, TET, ERT, AMP
WS8i1-5 Riacho A. cryaerophilus CIP, ERY, TET, ERT, AMP
W82-1 Riacho A. butzleri CIP, ERY, TET, ERT, AMP
WS82-2 Riacho Arcobacter sensu lato CIP, ERY, TET, ERT, AMP
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Anexo 2: Identificagio, origem, espécies e perfis de resisténcia a antibidticos das diferentes estirpes de

Arcobacter sensu lato (Continuacao).

Estirpe Categoria de agua Espécie Resisténcia
W82-3 Riacho A. butzleri CIP, ERY, TET, ERT, AMP
WS83-1 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMC, AMP
W83-2 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMC, AMP
WS83-3 Riacho A. cryaerophilus ERY, TET, ERT, AMC, AMP
W83-4 Riacho A. butzleri CIP, ERY, TET, ERT, AMP
WS87-1 Fonte de nascente A. butzleri ERY, TET, ERT
WS87-3 Fonte de nascente A. butzleri TET

Wo2-1 Riacho A. cryaerophilus TET, AMP

Woz2-2 Riacho A. cryaerophilus ERY

Wo2-4 Riacho A. cryaerophilus ERY, TET, ERT
Wo2-6 Riacho Arcobacter sensu lato TET, ERT, AMP
Wogq-4 Rio Zézere A. butzleri TET

Wog-5 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
Wo4-6 Rio Zézere Arcobacter sensu lato TET, ERT, AMP
Wo5-3 Riacho Arcobacter sensu lato ERY, TET, AMP
Wo5-4 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT
Wo96-1 Riacho A. butzleri GEN, ERY
Wo6-4 Riacho A. butzleri TET, ERT, AMP
Wo96-5 Riacho A. butzleri CIP, TET

Wo7-3 Fonte de nascente Arcobacter sensu lato ERY, AMP

Wo7-4 Fonte de nascente A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
Wo7-5 Fonte de nascente A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
Wo98-6 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
Wo9-4 Riacho A. butzleri -

Wo99-6 Riacho A. butzleri TET

W100-1 Riacho A. butzleri ERY, TET
W100-2 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
Wi100-4 Riacho A. butzleri ERY, TET
W100-5 Riacho A. butzleri CIP, ERY, TET, ERT
W100-6 Riacho A. butzleri -

W101-2 Riacho Arcobacter sensu lato CIP, ERY, TET, ERT, AMP
W101-3 Riacho Arcobacter sensu lato CIP, TET, ERT, AMP
Wi01-4 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
W102-1 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
Wio02-2 Rio Zézere Arcobacter sensu lato ERY, TET, ERT
Wi102-3 Rio Zézere Arcobacter sensu lato ERY, TET
W102-6 Rio Zézere A. butzleri GEN, CIP, ERY, AMC, AMP
W103-1 Rio Zézere A. butzleri CIP, ERY, TET, ERT, AMP
W103-3 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMC, AMP
Wi103-4 Rio Zézere Arcobacter sensu lato GEN, TET
W103-5 Rio Zézere Arcobacter sensu lato GEN, ERY, TET, AMP
W104-1 Rio Zézere A. cryaerophilus GEN, ERY, TET, AMP
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Anexo 2: Identificagio, origem, espécies e perfis de resisténcia a antibidticos das diferentes estirpes de

Arcobacter sensu lato (Continuacao).

Estirpe Categoria de agua Espécie Resisténcia
W104-2 Rio Zézere Arcobacter sensu lato GEN, CIP, ERY, TET, AMP
W104-3 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
Wi104-5 Rio Zézere A. butzleri TET, ERT
W104-6 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
W105-1 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET
W105-2 Rio Zézere Arcobacter sensu lato GEN, ERY, AMP
W105-3 Rio Zézere Arcobacter sensu lato ERY, TET, ERT
Wi105-4 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
W106-2 Riacho Arcobacter sensu lato TET, ERT, AMP
W106-6 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMC, AMP
W106-7 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT
W106-8 Riacho Arcobacter sensu lato ERY, TET, ERT, AMC, AMP
Wi107-1 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
W107-3 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMC, AMP
W107-6 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT
W108-1 Riacho Arcobacter sensu lato ERY, TET, ERT
W108-2 Riacho Arcobacter sensu lato GEN, CIP, ERY, TET, AMP
W108-3 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT
W108-4 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMC, AMP
W108-5 Riacho A. butzleri GEN, ERY, TET, AMP
Wi12-1 Fonte de nascente A. butzleri ERY, TET, ERT
Wi17-1 Riacho A. butzleri CIP, ERY, TET, ERT, AMC, AMP
Wi119-1 Rio Zézere A. butzleri TET, ERT
W119-2 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
Wi119-4 Rio Zézere A. butzleri TET, ERT
W120-1 Riacho Arcobacter sensu lato GEN, CIP, ERY, TET
Wi120-2 Riacho A. butzleri GEN, TET, ERT
Wi120-3 Riacho Arcobacter sensu lato TET, ERT, AMP
Wi120-5 Riacho A. butzleri CIP, ERY, TET
Wiz2-1 Fonte de nascente A. butzleri ERY, TET, ERT
Wiz23-2 Riacho A. cryaerophilus ERY, TET, AMP
Wi25-3 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
Wi127-1 Rio Zézere A. butzleri TET, ERT, AMC, AMP
Wiz7-2 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
Wi27-3 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
Wiz27-4 Rio Zézere A. butzleri TET, ERT, AMP
Wi128-1 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMC, AMP
Wi128-2 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMC, AMP
W128-3 Rio Zézere A. butzleri CIP, ERY, TET, ERT, AMP
Wi128-4 Rio Zézere A. butzleri TET, AMP
Wi128-5 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, AMP
W129-1 Rio Zézere A. butzleri CIP, ERY, TET, ERT, AMP
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Anexo 2: Identificagio, origem, espécies e perfis de resisténcia a antibidticos das diferentes estirpes de

Arcobacter sensu lato (Continuacao).

Estirpe Categoria de agua Espécie Resisténcia
Wi129-2 Rio Zézere A. butzleri TET, ERT, AMP
W129-4 Rio Zézere A. butzleri CIP, TET, ERT, AMP
W130-1 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
W130-3 Rio Zézere Arcobacter sensu lato ERY, TET, ERT, AMP
Wi131-1 Riacho A. butzleri AMP

Wi131-3 Riacho A. butzleri GEN, AMP
Wi131-4 Riacho A. butzleri GEN, TET, AMP
Wi3g2-1 Riacho A. butzleri ERY, TET, AMP
Wi133-1 Riacho A. butzleri TET, ERT, AMP
Wig2-2 Riacho A. cryaerophilus -

Wig42-3 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
Wi44-1 Rio Zézere A. butzleri ERY, TET, ERT, AMC, AMP
W144-3 Rio Zézere A. butzleri CIP, ERY, TET, ERT, AMC, AMP
W146-2 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
Wi146-4 Riacho A. butzleri AMP

Wig7-1 Fonte de nascente A. butzleri TET

Wi148-1 Riacho A. butzleri TET, ERT, AMP
Wi148-2 Riacho A. butzleri TET, ERT, AMC, AMP
Wi148-3 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
W148-5 Riacho A. butzleri GEN, ERY, TET, AMP
W148-6 Riacho A. butzleri CIP, ERY, TET, ERT, AMP
Wi149-1 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
Wi149-2 Riacho A. butzleri ERY, TET, ERT, AMP
Wi149-4 Riacho A. butzleri GEN, ERY, TET, ERT, AMC, AMP
W149-5 Riacho A. butzleri CIP, TET, ERT, AMC, AMP
W149-6 Riacho A. butzleri TET, ERT, AMC, AMP
Wi50-1 Riacho A. butzleri TET, ERT, AMC, AMP
Wi50-4 Riacho A. butzleri CIP, ERY, TET, ERT, AMP
Wi150-5 Riacho A. butzleri GEN, ERY, TET, ERT
Wi150-6 Riacho A. butzleri CIP, TET, ERT, AMC, AMP

GEN - Gentamicina; CIP — Ciprofloxacina; ERY — Eritromicina; TET — Tetraciclina; ERT - Ertapenemo
AMC - Amoxicilina+acido clavulanico; AMP - Ampicilina
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Anexo I11

Comunicaciao em painel de parte deste trabalho de Mestrado

Igor Venancio, Ménica Oleastro, Susana Ferreira, “Distribuicao de Arcobacter spp. em amostras
de agua no concelho da Covilha”, IV Jornadas de Educacio e Investigacdo em Satide, Guarda,

Portugal, 12 de dezembro de 2019
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Comunicacao oral de parte deste trabalho de Mestrado

Igor Venancio, Moénica Oleastro, Susana Ferreira, Distribution of Campylobacter spp. and
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