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Resumo

A campilobacteriose é desde 2005 a doenca zoonotica de origem alimentar mais
frequentemente notificada em humanos na Unido Europeia. Campylobacter jejuni (C. jejuni)
e Campylobacter coli (C. coli) sé@o as principais espécies causadoras desta doenca, sendo as
aves 0s principais reservatorios destes agentes patogénicos. A resisténcia de Campylobacter
spp. aos antibioticos tem alcancado niveis alarmantes em Portugal segundo os Gltimos dados
dos relatdrios europeus oficiais.

A sequenciacéo total do genoma (em inglés Whole Genome Sequencing- WGS) é um
importante meio de tipagem molecular no qual muita informagdo gendmica pode ser inferida
se comparada com os métodos de tipagem convencionais.

Sendo assim, o presente estudo teve como principal objetivo gerar dados relevantes
para suportar a transicdo do uso de métodos fenotipicos para genotipicos, na vigilancia
epidemioldgica de base laboratorial da campilobacteriose em Portugal, com especial foco na
vigilancia da resisténcia aos antibiéticos.

Um total de 643 estirpes clinicas de Campylobacter spp. foram estudadas. Foram
isoladas de amostras de fezes e sangue de pacientes com gastroenterite, provenientes da rede
de vigilancia da campilobacteriose (laboratorios clinicos primarios) em Portugal, durante o
periodo de Janeiro de 2022 a Maio de 2023. As estirpes de Campylobacter spp. foram
caracterizadas fenotipicamente pelo teste de susceptibilidade aos antibidticos, e
genotipicamente pelo método de WGS.

Do total das 643 estirpes clinicas de Campylobacter spp., 542 (84,3%) eram C. jejuni
e 101 (15,7%) eram C. coli. As criancas dos 1-4 anos de idade [C. jejuni: 31,2% e C. coli:
26,7% (p=0.114)] e os individuos do genero masculino [58,3% (p<0,001)] foram os mais
afetados pela campilobacteriose. Picos de infecdo por C. jejuni foram observados no periodo
de Inverno e por C. coli no Veréo.

Para ambos C. jejuni e C. coli, niveis altos-muito altos de resisténcia foram
observados, para os antibiéticos ciprofloxacina (98% vs 93,7%) e tetraciclina (92,1% vs
64,1%), sendo que para a eritromicina apenas C. coli apresentou uma taxa de resisténcia mais
preocupante (29,7% vs 1,6%). MutacGes pontuais no gene gyrA e na subunidade 23S do
RNAr e a presenca do gene tet(O) foram os principais determinantes associados a resisténcia
a ciprofloxacina, eritromicina e tetraciclina, respetivamente em isolados de Campylobacter
spp.

A andlise dos dados de WGS também permitiu identificar os perfis de Multilocus
Sequence Typing (MLST). 66 STs diferentes foram detetados em C. jejuni sendo os ST10846
(17,1%), ST50 (9,2%), ST607 (7,3%), ST6461 (7%), ST354 (6,7%) e ST122 (6%), 0s mais
comuns. Estirpes de C. coli apresentaram 30 STs diferentes com os ST10042 (25,7%), ST832
(9,9%), ST855 (6,9%), ST1595 (5,9%), ST3017 (5,9%), ST5659 (5,9%) e ST827 (5%),
sendo os mais comuns. Uma analise de cluster aos STs mais frequentes em cada espécie,
ST10846 e ST10042 permitiu identificar clusters genéticos de diversas dimensdes, que
sugerem a ocorréncia de possiveis surtos de infecGes, ndo detetados pelo sistema de
notificagdo em curso em Portugal.



Os resultados deste estudo mostram a relevancia de uma vigilancia laboratorial com
base em dados de WGS e suportam a recomendacdo da transicdo da vigilancia da
campilobacteriose com base em dados fenotipicos para genotipicos em Portugal.

Palavras-chaves: Campylobacter spp., epidemiologia, sazonalidade, resisténcia
antimicrobiana, WGS, genotipos, determinantes genéticos de resisténcia.



Abstract

Since 2005, campylobacteriosis has been the most frequently reported foodborne
zoonotic disease in humans in the European Union. Campylobacter jejuni (C. jejuni) and
Campylobacter coli (C. coli) are the main species causing this disease, with birds being the
main reservoirs of these pathogens. The resistance of Campylobacter spp. antibiotics has
reached alarming levels in Portugal according to the latest data from official European
reports.

Whole Genome Sequencing (WGS) is an important means of molecular typing in
which much genomic information can be inferred compared to conventional typing methods.

Therefore, the main objective of the present study was to generate relevant data to
support the transition from the use of phenotypic to genotypic methods in laboratory-based
epidemiological surveillance of campylobacteriosis in Portugal, with a special focus on the
surveillance of antibiotic resistance.

A total of 643 clinical strains of Campylobacter spp. were studied. They were isolated
from stool and blood samples from patients with gastroenteritis, from the campylobacteriosis
surveillance network (primary clinical laboratories) in Portugal, during the period from
January 2022 to May 2023. The Campylobacter spp. were characterized phenotypically by
antibiotic susceptibility testing, and genotypically by the WGS method.

Of the total of 643 clinical strains of Campylobacter spp., 542 (84.3%) were C. jejuni
and 101 (15.7%) were C. coli. Children aged 1-4 years [C. jejuni: 31.2% and C. coli: 26.7%
(p=0.114)] and males [58.3% (p<0.001)] were the most affected by campylobacteriosis.
Peaks of infection by C. jejuni were observed in the winter period and by C. coli in the
summer.

For both C. Jejuni and C. coli, very high-high levels of resistance were observed, for
the antibiotics ciprofloxacin (98% vs 93.7%) and tetracycline (92.1% vs 64.1%), and for
erythromycin only C. coli showed a more worrying resistance rate (29.7% vs 1.6%). Point
mutations in the gyrA gene and the 23S RNAr subunit and the presence of the tet(O) gene
were the main determinants associated with resistance to ciprofloxacin, erythromycin and
tetracycline, respectively in isolates of Campylobacter spp.

Analysis of WGS data also allowed the identification of Multilocus Sequence Typing
(MLST) profiles. 66 different STs were detected in C. jejuni, being ST10846 (17,1%), ST50
(9,2%), ST607 (7,3%), ST6461 (7%), ST354 (6,7%) and ST122 (6%), the most common. C.
coli strains presented 30 different STs with ST10042 (25,7%), ST832 (9,9%), ST855 (6,9%),
ST1595 (5,9%), ST3017 (5,9%) , ST5659 (5,9%) and ST827 (5%), being the most common.

A cluster analysis of the most frequent ST in each species, ST10846 and ST10042,
allowed the identification of genetic clusters of different sizes, which suggest the occurrence
of possible outbreaks of infections, not detected by the current notification system in
Portugal.

The results of this study show the relevance of laboratory surveillance of
campylobacterioses based on WGS data, and support the recommendation to transition from
surveillance based on phenotypic data to genotypic data in Portugal.



Keywords: Campylobacter spp., epidemiology, seasonality, antimicrobial resistance,
WGS, genotypes, genetic determinants of resistance.
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1 Introducéo

A doenca diarreica aguda, também denominada gastroenterite aguda (GEA), é uma
doenca caraterizada por sintomas como diarreia, vomitos, febre e dor abdominal (Allos et al.,
2013; Igwaran e Okoh, 2019).

A diarreia é considerada um dos grandes problemas de saude publica em todo o mundo,
responsavel pelas altas taxas de morbidade e mortalidade e € uma das principais causas de
consultas em ambulatério e hospitalizacbes em pessoas de todas as idades. Cerca de 1.6
milh&o de mortes anualmente em todo o mundo é devido a esta doencga (Naghavi et al., 2017;
GBD, 2018).

Campilobacteriose é uma gastroenterite aguda que acomete 0s seres humanos, causada
por duas principais espécies de bactérias do género Campylobacter spp., Campylobacter
jejuni (C. jejuni) e Campylobacter coli (C. coli) (Liu et al., 2018).

Segundo dados do Relatério da Unido Europeia (UE) sobre Zoonoses, a
campilobacteriose em 2022 foi a zoonose mais reportada em humanos na Europa. No total,
entre 27 estados membros da UE, Reino Unido (Irlanda do Norte) e 3 estados ndo membros
da UE, houve reporte de 137 107 casos confirmados de campilobacteriose em 2022, sendo a
taxa global de notificagdo de 43,1 casos por 100 000 habitantes em cada estado membro da
UE (Figura 1) (EFSA, 2023a).
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Figura 1. Visdo geral da campilobacteriose (em numeros) na Europa.
Fonte: EFSA. (2023a). The European Union One Health 2022 Zoonoses Report. EFSA
Journal, 21(12). https://doi.org/10.2903/j.efsa.2023.8442.

C. jejuni é reconhecido mundialmente como a bactéria zoonoética transmitida por
alimentos que mais causa gastroenterites em humanos (Fitzgerald, 2015; Hsieh e Sulaiman,
2018; Seguino et al., 2018). Cerca de 90% de todos os casos de campilobacteriose no mundo
sdo causados por C. jejuni (Epps et al., 2013; Liu et al., 2022), sendo C. coli responsavel por
cerca de 10% dos casos de campilobacteriose (Crim et al., 2015; Liu et al., 2022). Outras
espécies de Campylobacter como C. upsaliensis, C. lari, C. fetus, C. rectus, C. curvus, C.
hyointestinals, C. ureolyticus e C. concisus também ja foram relatadas como causa da
campilobacteriose, embora numa frequéncia muito baixa (Yuwono et al., 2021).

C. jejuni e C. coli sdo bactérias colonizadoras do trato gastrointestinal de diferentes
animais, tais como aves domeésticas e selvagens, bovinos, ovinos, cdes e porcos, sendo as
aves o principal reservatorio natural (Dearlove et al., 2016).

A campilobacteriose é uma doenca zoondtica cuja principal rota de transmissao ao
homem é a via fecal-oral, a qual pode ocorrer de diversas formas, sendo que as principais sdo
o0 contacto do individuo com as fezes excretadas por estes animais no ambiente (Igwaran e

Okoh, 2019), pelo contacto direto com animais de estimagdo que estejam infetados ou



colonizados (Westermarck, 2016), pelo consumo de carne mal cozinhada contaminada e
consumo de alimentos contaminados, 4gua néo tratada e leite ndo pasteurizado (Nileshkumar
et al., 2015), bem como manueasamento de carne contaminada que leva a contaminacéo
cruzada de outros alimentos. Os principais grupos de risco acometidos por esta doenca séo
criancas menores de 5 anos de idade, pessoas mais idosas e pessoas com idade entre os 15-
44 anos (Butzler, 2004).

Para além de causar uma infecdo gastrointestinal no homem, caracterizada por
diarreia aguda aquosa ou com sangue, febre e cdlicas abdominais, a infecdo por
Campylobacter spp. pode ter manisfestaches extragastrointestinais, podendo apresentar
diversas formas tais como, artrite reativa, sindrome de Guillain-Barré (GBS), sindrome de
Miller Fisher, bacteremia, septicemia, artrite séptica, endocardite, sepsis neonatal,

osteomielite e meningite (Kaakoush et al., 2015; Igwaran e Okoh, 2019; Liu et al., 2022).

2. Revisao bibliografica de Campilobacteriose e Campylobacter spp.
2.1 Contexto historico

Até a década de 1970, Campylobacter spp., ainda era desconhecido como um agente
causador de doenca (Butzler, 2004).

Em 1906, em pesquisas para descoberta das causas dos abortos ocorridos em ovelhas, 0s
veterinarios britanicos de nome McFadyean e Stockman relataram o primeiro isolamento de
Campylobacter spp., ainda desconhecido nessa altura, em fetos abortados, tendo a bactéria
caracteristicas morfoldgicas semelhantes a um vibrio (Skirrow, 2006). Uma década mais
tarde, em 1919, os dois investigadores americanos, Smith e Taylor, chamaram de ““Vibrio
fetus”™ as bactérias isoladas de fetos abortados de bovinos, pois eram semelhantes
morfologicamente ao vibrio anteriormente descoberto pelos veterinarios britanicos (Smith e
Taylor, 1919).

Apbs varios estudos sucessivos, Jones et al., em 1931, e mais tarde por Doyle em 1944,
nomearam Vibrio jejuni e Vibrio coli como causadores de disenteria que ocorria no inverno
em bezerros e disenteria em suinos, respectivamente (Jones et al., 1931). O primeiro relato
documentado de infecdo humana causada por Campylobacter spp., mas ainda desconhecido

pela comunidade cientifica, ocorreu no estado americano de Illinois em 1938, envolvendo



um surto de diarreia causado por leite contaminado num estabelecimento prisional (Butzler,
2004).

O primeiro isolamento laboratorial de um suposto ““vibrio™, mais tarde reconhecido
como C. jejuni, a partir das fezes e sangue de uma paciente com diarreia severa e febre de
40° C, ocorreu em 1968 na Bélgica (Dekeyser et al., 1972), dando inicio a uma série de
investigacOes laboratoriais para pesquisa de Campylobacter spp. Esta investigacdo culminou
no desenvolvimento do primeiro meio seletivo para a cultura de C. jejuni e C. coli a partir de

fezes, designado meio de Skirrow, em 1977 (Skirrow, 1977).

2.2 Caracteristicas gerais do género Campylobacter

C. jejuni e C. coli pertencem ao género Campylobacter, superfamilia VI rRNA, familia
Campylobacteraceae, ordem Campylobacterales, classe Epsilonproteobacteria e filo
Proteobacteria (Allos, 2013; Kaakoush et al., 2015).

Atualmente, o género Campylobacter possui 40 espécies (Liu et al., 2018), sendo elas
caracterizadas por serem bacilos gram-negativos, curvos ou espiralados, possuem motilidade
por meio de flagelos polares ou flagelos bipolares, no entanto, existem algumas espécies que
ndo possuem flagelos, as coldnias geralmente possuem uma tonalidade creme ou acinzentada
(Pal, 2017).

Estas bactérias ndo formam esporos, tém um tamanho de aproximadamente 0,2 a 0,8 por
0,5 a 5 um, sdo indol negativos, oxidase positivo, catalase positivo, hipurato positivo ou
negativo (C. coli), e redutoras de nitratos; a sua fonte de energia ndo provém da fermentacao
e oxidacdo de hidratos de carbono, mas sim de aminoacidos ou intermediarios do ciclo do
acido tricarboxilico, sendo designados de quimiorganotroficos (Vandamme et al., 2005; Pal,
2017).

Quanto ao crescimento, C. jejuni e C. coli sdo termotolerantes pois 0 seu
desenvolvimento e multiplicacdo da-se a uma temperatura 6tima de 42° C, num periodo de
24h a 48h ou até cinco dias a partir de amostra bioldgica. Sdo considerados organismos
fastidiosos uma vez que o seu crescimento s6 ocorre em condicOes restritas de microaerofilia,
onde as concentracfes de oxigenio sdo muito baixas e com grande concentracdo de didxido

de carbono (5% de Oz, 10% de CO- e 85% de N), estas caracteristicas, para além dos meios



de cultura complexos, tornam a cultura laboratorial de C. jejuni e C. coli exigente (Franco,
1995; Gharst et al., 2013).

2.3 Métodos de Isolamento

Em mamiferos e aves, a detecdo de colonizacdo intestinal por Campylobacter spp. é
baseada no isolamento do microrganismo nas fezes, zaragatoas retais e/ou conteidos do ceco
(WOAH, 2008).

Atualmente, varios métodos microbioldgicos encontram-se disponiveis para o isolamento
de C. jejuni e C. coli. O isolamento de C. jejuni e C. coli pode ser realizado utilizando meios
de cultura seletivos ou 0 método de filtracdo passiva (Franco, 1995; Gharst et al., 2013).

Os meios selectivos contém antibioticos e antifungicos com o objetivo de inibir o
crescimento de outros generos de bactérias ou fungos que possam estar presentes nas
amostras, e deste modo permitir o crescimento de estirpes de Campylobacter spp. Os
antibidticos comumente adicionados aos meios de cultura seletivos sdo: trimetoprim,
vancomicina, cefalotina, polimixina B, cefoperazona, rifampicina e anfoteracina B (Line,
2002; Brasil, 2011).

Alguns componentes, tais como sulfato ferroso, metabissulfito e piruvato de sddio,
hemina, sangue e carvdo bacterioldgico, sdo adicionados em alguns meios de cultura para
remover os derivados toxicos de oxigénio, e deste modo promover a viabilidade das estirpes
de Campylobacter spp. (Gharst et al., 2013). Exemplos de meios seletivos contendo estes
agentes seletivos redutores de oxigénio sdao o meio CAMPY-BAP, meio Butzler, mMCCDA
(modified charcoal cefoperazone deoxycholate agar) e Preston agar (Franco, 1995; Gharst et
al., 2013).

Quando se trata de isolamento de C. jejuni e C. coli a partir de amostras de animais (fezes,
conteddo intestinal ou carne), onde as bactérias tendem a estar em menor concentragao, ou
quando se pretende fazer o isolamento a partir de amostras que se prevé que estiveram
sujeitas a condigOes ambientais stressantes, por exemplo: condi¢cdes de armazenamento,
alteracdes na temperatura, privacOes de nutrientes, desidratacdo ou exposi¢do a ambiente

aerobico, recomenda-se fazer primeiramente o enriquecimento dessas amostras, seguido de



sementeira nos meios de cultura sélidos e seletivos para aumentar a taxa de recuperacao ou
sobrevivéncia destes microrganismos (WOAH 2008; Gharst et al., 2013).

Os meios de enriquecimento comumente usados sdo a) Caldo Bolton que no geral,
contém na sua composicdo: peptonas, extrato de levedura, acido alfa-cetoglutarico, hemina
e antibioticos (cefoperazona, vancomicina, trimetroprim e ciclohexamida; b) Caldo Preston
contém: extratos de carne bovina, peptonas, cloreto de sddio, sulfato de ferro (II),
metabissulfito de sodio, piruvato de sodio, polimixina B, rifampicina, lactato de
trimetoprima, cicloheximida, dgua destilada ou deionizada e sangue de cavalo lisado; c)
Caldo de enriquecimento de Campylobacter (CEB) contém: peptonas, hidrolisado de
lactalbumina, extrato de levedura, hemina, sangue de cavalo lisado, cloreto de sddio, piruvato
de sodio, metabissulfito de sddio, carbonato de sédio e adiciona-se cefoperazona,
cicloheximida, trimetoprim e vancomicina como agentes seletivos para amostras altamente
contaminadas (Franco, 1995; Brasil, 2011; Gharst et al., 2013).

O metodo de filtracdo passiva € uma alternativa para o isolamento de Campylobacter spp.
em amostras de fezes ou de alimentos, com o objetivo de separa-lo da restante flora
bacteriana existente, com base no tamanho inferior de Campylobacter spp. relativamente aos

outros agentes entéricos (Baggerman e Koster, 1992; Lastovica et al., 2000).

2.4 ldentificagéo e confirmagéo

A confirmacdo preliminar dos isolados pode ser feita usando testes fenotipicos baseados
na morfologia e motilidade das espécies de Campylobacter spp. e 0s mesmos podem ser
complementados com identificagdo presuntiva destes microrganismos (Brasil, 2011).

Colodnias suspeitas geralmente séo incolores com uma tonalidade acinzentada, creme ou
com brilho metélico. Ap6s coloracdo de Gram, apresentam-se como bacilos de Gram-
negativo, delgados, curvos ou em forma de “S”, com grande mobilidade; em culturas menos
frescas podem apresentar-se sob a forma cocoides (Keener et al., 2004; Vandamme et al.,
2005).

Atualmente, existem véarios métodos de identificacdo das espécies do género
Campylobacter spp, sendo que eles podem ser agrupados em métodos bioguimicos e

moleculares (Gharst et al., 2013). Nos métodos bioquimicos, podem ser usados alguns testes



como: catalase, oxidase, reducdo de nitratos, fermentacdo da glicose, producdo de H»S,
hidrélise de hipurato (diferenciacdo entre C. jejuni e C. coli), testes de sensibilidade aos
antibidticos (cefalotina e acido nalidixico) (Lastovica, 2000).

Devido ao caracter quimiorganotrofico das espécies de Campylobacter spp., e pela
grande vantagem de serem rapidos e apresentarem alta sensibilidade e especificidade, o0s
métodos baseados em biologia molecular tendem a ser os mais usados para a identificacdo e
diferenciacéo especifica desses microrganismos em varios tipos de amostra, sendo essenciais
para vigilancia em salde publica e investigacdes de surtos (MacCannell, 2013; Sabat et al.,
2013). A literatura apresenta-nos varios métodos moleculares, dentre eles, os mais destacados
sdo: multiplex PCR destinada principalmente para a diferenciagédo entre C. jejuni e C. coli,
PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorhism), MLST (Multilocus Sequence
Typing), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism) e PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) (Wassenaar, 2000; Wang et al.,
2002).

Para além das técnicas laboratoriais mencionadas acima, a Matrix-Assisted Laser
Desorption-lonization Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) é uma técnica
analitica muito empregue nos laboratérios de diagnostico clinico, para identificar bactérias
patogénicas ao nivel de espécie, de acordo com a composicdo proteica destes
microorganismos (Rychert, 2019). Nesta técnica, particulas sdo ionizadas e separadas de
acordo com sua relacdo massa-carga e 0 espectro resultante da medicdo do tempo que as
particulas chegam no receptor é comparada a um banco de dados de espectros de organismos
conhecidos (Jurinke et al., 2004).

2.5 Reservatorios e vias de transmisséo

Campylobacter spp. sdo comensais do trato gastrointestinal de uma grande variedade
de animais tais como, aves domeésticas e selvagens (galinhas, patos, pombos e gaivotas),
bovinos, ovinos, suinos, caes e gatos. As aves sdo consideradas como o principal reservatério
natural e a principal fonte de infe¢fes e contaminagdes nos paises industrializados, sendo 0s
frangos de corte o principal veiculo de transmissdo (Kaakoush et al., 2015; Dearlove et al.,

2016). De notar que Campylobacter spp. tambem pode ser encontrado nos aviarios, ambiente



circundante, como solo, e também em fontes de agua (Ellis-Iversen et al., 2012). O consumo
de carne de frangos de corte, peru, pato, avestruzes bem como carne bovina e suina e seus
derivados contaminada ou mal cozinhada sdo a principal fonte de tranmissao de C. jejuni e
C. coli (Epps et al., 2013; Igwaran e Okoh, 2019).

O consumo de leite, sobretudo ndo pasteurizado, e alguns produtos lacticinios como
queijo e iogurte contaminados também tém sido relatados como uma das vias comuns de
transmissdo de Campylobacter spp. em humanos (EI-Zamkan e Hameed, 2016). O consumo
de agua nédo desinfetada também contribui como uma via comum de transmissao de C. jejuni
e C. coli, tendo sido relatada como responsavel por causar surtos em alguns paises (Hanninen
et al., 2003; Richardson et al., 2007). O contacto direto com animais de estimagéo, como
cdes, e animais de fazenda, como o gado, colonizados por Campylobacter spp. e/ou suas
fezes podem ser um risco de infecdo por Campylobacter spp. (Hansson et al., 2018) (figura
2), estando o pessoal trabalhador de fazendas e matadouros, que ndo praticam corretos
habitos de higiene pessoal como a lavagem das maos e de seguranca alimentar, em maior

risco de adquirir a infecdo e dissemina-la na comunidade (Igwaran e Okoh, 2019).
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2.6 Tratamento

A campilobacteriose cursa normalmente com sintomatologia pouco grave e auto-
limitada, sendo caracterizada principalmente por diarreia aguda aquosa ou com sangue, febre
e colicas abdominais. Nos casos de doenca auto-limitada menos grave, ndo é necessario o
tratamento com antibidticos, recomendando-se apenas a administracdo de uma terapia oral
de reposicao de fluidos e electrélitos para prevenir a desidratacdo e como medida de refor¢o
para o tratamento desta doenca (Allos, 2001; CDC, 2019).

Casos graves da doenca podem ocorrer em pacientes imunocomprometidos, criangas
pequenas, pessoas com 65 anos ou mais e mulheres gravidas, sendo nestes casos, necessario
administrar antibioterapia (Allos, 2001; Reddy e Zishiri, 2017; CDC, 2019). Ciprofloxacina
e tetraciclina foram os antibidticos de escolha usados como a primeira linha de tratamento da
campilobacteriose, no entanto, o aumento das taxas de resisténcia a estes antibidticos tem
comprometido a eficacia destes farmacos (Sproston, 2018). Atualmente, a primeira linha de
tratamento sdo os macroélidos, nomeadamente a azitromicina (Guerrant et al., 2001; Dai et
al., 2020). No entanto, em casos de infecdes sistematicas por linhagens de C. coli e C. jejuni
multirresistentes (incluindo macrolidos, fluoroquinolonas e tetraciclinas) devem ser
administrados aminoglicosideos (Aarestrup e Engberg, 2001; Whitehouse et al., 2018) ou
mesmo os carbapenemos (Hakanen et al., 2003).

2.7 Resisténcia antibiotica em Campylobacter spp. na Europa

A resisténcia antimicrobiana é um grave problema de salde publica que tem vindo a
ganhar proporgdes alarmantes nos Ultimos anos, estimando-se que cerca de 5 milhGes de
mortes a cada ano sejam devido a infe¢fes causadas por agentes patogénicos resistentes aos
antibiéticos (WHO, 2022).

A crescente resisténcia de Campylobacter spp. aos antibidticos usados para o
tratamento da campilobacteriose tem-se tornado uma emergéncia de saude publica da
atualidade tanto em paises desenvolvidos e ndo desenvolvidos (Mattheus et al., 2012;
Wieczorek e Osek, 2015; Nguyen et al., 2016), tornando o uso dos habituais antibidticos de

escolha limitado para o tratamento desta infecdo (De Vries et al., 2018).



Devido ao caracter zoonotico da campilobacteriose, a Comissdo Europeia
desenvolveu em 2017 um plano de accéo estratégico com base em uma abordagem One
Health para combater a resisténcia aos antibioticos (EFSA 2022a).

A monitorizacdo da resisténcia antimicrobiana em bactérias isoladas de animais
produtores de alimento e de carnes provenientes destes animais na Europa é baseado na
Diretiva 2003/99/EC do Parlamento Europeu e do Conselho da Unido Europeia (UE). Esta
diretiva define como obrigatoriedade, que todos os estados membros e ndo membros da EU,
recolham anualmente dados relevantes e comparaveis da resisténcia antimicrobiana
verificada em bactérias zoondticas e indicadoras e de surtos de origem alimentar.

Em relagdo a resisténcia antimicrobiana em bactérias isoladas de seres humanos,
incluindo Campylobacter spp., a UE e os paises ndo membros (Reino Unido, Irlanda do
Norte, Albania, Islandia, Republica da Maced6nia do Norte, Noruega e Suica) devem
implementar uma vigilancia epidemioldgica seguindo as diretrizes de um protocolo europeu
harmonizado desenhado pelo ECDC em colaboragdo com o Food and Waterborne Diseases
and Zoonoses network (FWD) (EFSA, 2023b).

Os Laboratorios Nacionais de Referéncia em Saude Pdblica de cada pais devem
implementar uma vigilancia epidemioldgica segundo o protocolo europeu, realizando testes
de susceptibilidade aos antibi6ticos para Campylobacter spp. e outras bactérias, interpretando
os dados com base nas diretrizes da European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) e o EU Reference Laboratory - Antimicrobial Resistance (EURL-AR) e
de seqguida reportar os dados obtidos ao ECDC (EFSA, 2023b).

Todos os dados sd&o compilados e analisados pelas duas entidades Europeias,
European Food Safety Authority (EFSA) e European Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC) e publicados sob a forma de um relatério anual (EU Summary Report)
(EFSA, 2023b).

2.8 Epidemiologia da resisténcia em Campylobacter spp. as fluoroquinolonas,
macrélidos, tetraciclinas, aminoglicosideos e beta-lactamicos
A primeira classe de antibidticos usada para o tratamento da campilobacteriose foram

as fluoroquinolonas, destacando-se a ciprofloxacina como o antibittico de eleicdo. No
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entanto, logo ap6s a sua introducdo em 1980, estirpes de Campylobacter spp. resistentes a
ciprofloxacina surgiram na Europa, tornando o uso do mesmo ineficaz para o tratamento
(Aarestrup e Engberg, 2001).

Pensa-se que o0 surgimento e rapido aumento de estirpes de Campylobacter spp.
resistentes as fluoroquinolonas deveu-se ao uso desta classe de antibi6ticos na medicina
veterinaria, como os antibidticos enrofloxacina e danofloxacina, no controlo de infe¢Ges
causadas por Campylobacter spp. em aves, como as galinhas, bem como no tratamento de
doencas respiratdrias nas mesmas, ao nivel da producdo animal (Nachamkin et al., 2002).

Os dados do ultimo relatério divulgado pela EFSA, The European Union Summary
Report on Antimicrobial Resistance in zoonotic and indicator bacteria from humans, animals
and food in 2020/2021 (2023), indicam que a resisténcia a ciprofloxacina em C. coli isolados
de humanos foi maior do que em relacdo aos isolados humanos de C. jejuni. Niveis de
resisténcia a ciprofloxacina em C. jejuni isolados de humanos esteve em torno de 27,6% a
100% com um nivel médio de 64,5% a nivel da UE. Para C. coli, o nivel de médio de
resisténcia foi de 69,6%. Os dados mais recentes publicados, referentes ao ano de 2021,
apontam Portugal como um dos paises europeus com niveis extremamente elevados de
resisténcia em C. coli (100%) e em C. jejuni (92,5%) em humanos a nivel do continente
europeu (100%) (EFSA, 2023b).

Em oposicdo, na Australia, onde o uso da ciprofloxacina ndo estava aprovado na
producdo animal, a resisténcia é rara, em torno de 2% (Unicomb et al., 2006).

Desde a sua descoberta, a eritromicina tem sido usado tanto na medicina humana
como na veterinaria para o tratamento de varias doencas, sendo um dos principais antibiéticos
usado como segunda linha de tratamento de infe¢des caudadas por bactérias de Gram-
positivo (Gibreel e Taylor, 2006).

Na UE, a resisténcia a eritromicina em isolados humanos de C. jejuni foi muito baixa
com um nivel médio de 1,1% e o nivel médio de resisténcia em isolados humanos de C. coli
a eritromicina foi maior com 8,5%, com grande variabilidade entre 0s paises europeus.
Portugal ultrapassa em muito esta média, tendo sido reportadas taxas de resisténcia de 5,4%
para C. jejuni e 55,3% para C. coli (EFSA, 2023b).
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As tetraciclinas sdo uma classe de antibi6ticos que foram descobertos na década de
1940 e tém sido usados desde ent&o no tratamento de diversas infecgdes bacterianas, sendo
de amplo-espectro contra bactérias de Gram-negativo e de Gram-positivo, bem como para
microrganismos intracelulares como a clamidia (lovine, 2013). No entanto, 0 uso
generalizado das tetraciclinas na medicina humana e veterinaria resultou no répido
aparecimento de resisténcias em Campylobacter spp., limitando o uso do mesmo para
tratamento da campilobacteriose (lovine, 2013).

Na UE, os niveis médios de resisténcia as tetraciclinas em C. jejuni isolados de
humanos foram elevados (45,3%), sendo extremamente elevados em C. coli (70,3%) e
Portugal apresentando a maior taxa de resisténcia as tetraciclinas em C. coli (100%) (EFSA,
2023b).

Os aminoglicosideos sdo uma classe de antibidticos usados em infecdes sistémicas,
como bacteremia, ou quando existe falha terapéutica com os antibioticos de primeira linha
(Zhang et al., 2021). A resisténcia de Campylobacter spp. a esta classe de antibidticos é de
grande preocupacdo para a saude publica devido a sua importancia. Na UE em geral e em
Portugal, foram reportados niveis baixos de resisténcia a gentamicina em C. jejuni (0,7% e
0,4% respetivamente) e C. coli (2,13% e 2,4%, respetivamente), sendo a excegdo neste caso
a Espanha que apresentou as maiores taxas de resisténcia, 9,6% em C. jejuni e 11,9% em C.
coli (EFSA, 2023Db).

A ampicilina tem atividade contra a Campylobacter spp. mas ndo é recomendada para
o tratamento da campilobacteriose pois 0s niveis de resisténcia sdo muito altos o que impede
de serem usados (Sierra-arguello et al., 2015). A amoxicilina + acido clavuléanico e o
ertapenemo tém sido vistos como uma alternativa para o tratamento desta doenca, sobretudo
nas formas invasivas, pois a resisténcia a estes antibioticos € quase rara (EFSA, 2022; EFSA,
2023).

A maioria dos paises europeus ndo reportaram dados de resisténcia aos beta-
lactdmicos (amoxicilina + &cido clavulanico, ampicilina e ertapenemo), dos poucos paises
que reportaram, niveis baixos de resisténcia a amoxicilina + &cido clavulanico em C. jejuni
e C. coli de humanos foi observada, excepto Alemanha que apresentou as maiores taxas

41.9% e 44%, respetivamente (EFSA, 2023b). Dados de ampicilina e ertapenemo néo se
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encontram disponiveis pois estes antibidticos ndo estdo incluidos no painel prioritério para a
monitorizacdo da resisténcia em Campylobacter spp. isolados de humanos.

Em relacdo aos animais, niveis mais altos de resisténcia a ciprofloxacina na UE foram
observados em C. coli do que em C. jejuni, a semelhanca dos isolados humanos. Perus de
engorda (80,4%) e bezerros (79,7%) foram os animais que registaram niveis mais elevados
de resisténcia a ciprofloxacina, seguido de frangos (61,9%) e porcos de engorda (51,7%)
(EFSA, 2023b).

Nos animais, tal como nos isolados humanos, a resisténcia a eritromicina foi superior
em C. coli na UE [isolados de bezerros (35,7%), perus de engorda (21,5%), suinos de engorda
(12,3%) e frangos de corte (4,4%)] em relacdo a C. jejuni, onde os niveis foram muito baixos
chegando a serem indetetaveis em alguns paises. Quanto a gentamicina e ao ertapenemo,
niveis moderados de resisténcia foram observados em C. coli isolado de bezerros com 12,4%
e 29,1%, respetivamente (EFSA, 2023Db).

2.9 Mecanismos de resisténcia aos antibidticos em Campylobacter spp.

Campylobacter spp. € um microrganismo altamente adaptavel a pressdo seletiva de
antibidticos, tendo desenvolvido varios mecanismos de resisténcia as diversas classes de
antibidticos (Tang et al., 2017). De entre eles, destacam-se a destrui¢do enzimatica ou
inativacdo do antibidtico, alteracdo do alvo do antibibiotico e/ou sua expressdo (mutacoes
gue ocorrem no gene que codifica para a DNA Girase), alteracdo da permeabilidade da
membrana, alteracdo da estrutura do ribossoma, alteracéo de vias metabdlicas, e alteracdo do
efluxo do antibidtico (Tang et al., 2017; Aleksic et al., 2021).

2.10 Mecanismos de resisténcia as Fluoroquinolonas

As fluoroquinolonas sdo antibidticos com acdo bactericida contra a maioria das
bactérias de Gram-negativo e de Gram-positivo, tendo como mecanismo inibir a acdo de duas
enzimas intracelulares, a DNA girase, também designada de topoisomerase Il (codificada
pelos genes gyrA e gyrB) e a topoisomerase IV (codificada pela parC e parE), enzimas
essenciais para a replicagéo, transcricdo, recombinagéo e reparagdo do DNA bacteriano
(lovine, 2013; Wieczorek e Osek, 2013).
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A resisténcia as fluoroquinolonas é atribuida a dois mecanismos que atuam juntos
sinergicamente, sdo eles, a 1) inativacdo do alvo do antibi6tico pela alteracdo de um ou mais
aminoéacidos na estrutura da DNA girase e topoisomerase IV e 2) efluxo do antibiotico pelas
bombas de efluxo (Luo et al., 2003; Ge et al., 2005).

A resisténcia as fluoroquinolonas em C. jejuni e C. coli é ocasionada particulamente
por mutagdes pontuais, que originam a substituicdo de um ou mais aminoacidos na Regido
Determinante da Resisténcia em Quinolonas (QRDR) do gene gyrA (lovine, 2013). As
principais mutacdes relacionadas com a resisténcia ja reportadas nesta regido sdo Thr86lle,
Asp90Asn, Thr86Lys, Thr86Ala, Thr86Val e Asp90Tyr, sendo que a mutacao mais frequente
envolvida na resisténcia é a Thr86lle, conferindo alta resisténcia para esta classe de
antibioticos (Ge et al., 2005; Payot et al., 2006).

2.11 Mecanismos de resisténcia aos Macrolidos

Os macrolidos sdo uma classe de antibioticos amplamente usada para o tratamento de
infecdes causadas por uma variedade de bactérias de Gram-negativo, como Campylobacter
spp., e de Gram-positivo (Dinos, 2017). Os macrdlidos actuam inibindo a sintese proteica
através da ligacdo a subunidade 50S do ribossoma bacteriano, sendo os principais
mecanismos de resisténcia, a modificacdo do alvo, bombas de efluxo e alteracdo da
permeabilidade da membrana (Cagliero et al., 2006; Lin et al., 2007). Em Campylobacter
spp., a modificacdo do sitio de ligacdo ao alvo do ribossoma por mutacdo da subunidade 23S
do RNAr constitui o principal mecanismo de resisténcia aos macrolidos, devido a mutagdes
nos residuos de adenina nas posi¢des 2074 e 2075 em todas as trés copias do gene 23S RNAr
(operdo rrB) em C. jejuni e C. coli (Vacher et al., 2005; Jeon et al., 2008). Estas mutagdes

conferem resisténcia a eritromicina bem como a azitromicina.

2.12 Mecanismos de resisténcia as Tetraciclinas

As tetraciclinas atuam inibindo a sintese proteica, ligando-se a subunidade 30S do
ribossoma bacteriano, bloqueando a ligacdo do complexo tRNA-aminoacido (aa-tRNA) ao
sitio A do ribossoma e deste modo, ndo permitindo o elongamento durante a sintese proteica

(Chopra e Roberts, 2001). Os principais mecanismos de resisténcia, bem conhecidos e
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detalhados, para esta classe de antibidticos sdo: a prote¢do do sitio de ligagdo ao ribossoma
mediada por genes, principalmente o gene tet(O) e as bombas de efluxo (Chopra e Roberts,
2001, lovine, 2013).

O gene tet(O) é o gene responsavel por conferir resisténcia as tetraciclinas em C.
jejuni e C. coli, e 0 mesmo encontra-se localizado no cromossoma, ou em plasmideos
conjugativos ou transposons que transportam o gene tet(O), facilitando a disseminacéo deste

gene por transferéncia horizontal de genes (Chopra e Roberts, 2001; Auerbach et al., 2007).

2.13 Mecanismos de resisténcia aos Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sdo uma classe de antibiéticos que inibem a sintese de proteinas
de varias bactérias de Gram-negativo e de Gram-positivo. Existem dois mecanismos
principais pelos quais os aminoglicosideos exercem a sua atividade antmicrobiana: (1)
interferéncia com a translocacéo da cadeia nascente do péptido do sitio A para o sitio P no
ribossoma, levando a terminagdo prematura, e (2) interferéncia com a atividade de correcao
de erros, levando a incorporacdo de erros e a incorreta incorporacdo de aminoacidos e
producdo de uma proteina disfuncional (lovine, 2013).

Em Campylobacter spp., a resisténcia aos aminoglicosideos € atribuida
principalmente a enzimas que actuam modificando estes antibidticos, diminuindo a afinidade
dos aminoglicosideos ao sitio-A do RNAr (Llano-Sotelo et al., 2002; Ramirez e Tolmasky,
2010). Estas enzimas sdo divididas em trés grupos segundo a reacdo que medeiam, sao eles:
aminoglicosideo fosfotransferases (APH), aminoglicosideo adeniltransferases (AAD ou
ANT) e aminoglicosideo acetiltransferases (AAC) (Shaw et al., 1993; lovine, 2013). Destes
trés grupos, as APH séo as consideradas como o maior grupo de enzimas modificadoras dos
aminoglicosideos ja identificadas em Campylobacter spp., sendo responsaveis pela

fosforilacdo do grupo 3" hidroxil de varios aminoglicosideos (Ramirez e Tolmasky, 2010).

2.14 Mecanismos de resisténcia aos Beta-lactamicos
Os beta-lactamicos (B-lactamicos) sdo uma classe de antibiéticos de amplo espectro
que inibem a sintese do peptidoglicano da parede celular das bactérias, ligando-se as

transpeptidases do peptidoglicano, essenciais para catalisar a etapa final da biosintese da
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parede celular, inibindo deste modo o crescimento bacteriano e levando a morte celular das
mesmas (lovine, 2013; Shen et al., 2018).

Encontram-se reportados na literatura trés mecanismos identificados pelos quais as
bactérias conseguem inibir a agdo dos B-lactamicos, sdo eles: 1) a inativacao enzimatica por
B-lactamases, 2) absorcédo reduzida devido a porinas na membrana externa e 3) bombas de
efluxo (Zeng et al., 2014).

Segundo alguns estudos publicados, a p-lactamase OXA-61 é a Unica enzima ja
identificada e estudada que confere resisténcia a ampicilina em Campylobacter spp.,
nomeadamente foi descrita uma mutacdo na regido promotora desta enzima, a transversao
G57T, que foi identificada em estirpes de C. jejuni e C. coli resistentes, e esta ausente nas

estirpes susceptiveis a ampicilina (Griggs et al., 2009; Zeng et al., 2014; Deforet et al., 2023).

2.15 Whole Genome Sequencing em vigilancia epidemioldgica do Campylobacter spp.

A primeira geracao de sequenciacéo a ser desenvolvida foi a sequenciagdo de Sanger
em 1977 por Frederick Sanger, no qual o método utiliza fragmentos de DNA radiomarcados
parcialmente digeridos (Sanger et al., 1977).

Pela demanda de recursos financeiros que o método de Sanger exige e sua ineficiéncia
para sequenciar sequéncias longas de DNA, foram desenvolvidos métodos de sequenciacao
que pudessem maximizar as pesquisas laboratoriais. A Sequenciacdo de Nova Geracao,
comumente conhecido como Next-Generation Sequencing (NGS) foi introduzido na préatica
laboratorial por ser possivel sequenciar bilhdes de fragmentos, pela rapidez e custo cada vez
mais baixo verificado nos ultimos anos (Besser et al., 2018; Qin, 2019).

Uma dessas tecnologias de NGS é a Sequenciagdo do Genoma Completo (do inglés,
Whole Genome Sequencing - WGS), importante tecnologia de alto rendimento em pesquisas
biomédicas, recomendado para uso em testagem de rotina em varios paises (Gilmour et al.,
2010; Chin et al., 2011; Carrillo et al., 2012).

No campo das doencgas infeciosas, 0 WGS tem sido utilizado, entre outros, em
investigacdo e definigdo de casos esporadicos e dos surtos, rastreio, vigilancia e atribuicdo
de fonte de infecdo em investigacOes de surtos, detecdo de pequenos e grandes surtos,

identificacdo e caracterizacdo de agentes patogenicos, identificacdo de determinantes

16



genéticos de resisténcia e perfis de viruléncia.Tem mostrado ser uma ferramenta muito Gtil
na identificacdo de relagdes clonais entre isolados, aumento da compreensdo da dindmica
evolutiva e epidemioldgica de agentes patogénicos e no auxilio a intervenc@es de prevencédo
e controlo de doencas infeciosas em satde publica (Carrillo et al., 2012; Besser et al., 2018;
Ferdinand et al., 2021, Diplock, 2022).

Em vérios paises do mundo, a epidemiologia da infecdo por C. jejuni e C. coli em
seres humanos, animais, alimentos e agua tem vindo a ser estudada com base em dois
principais métodos de tipagem, a PFGE e o MLST, no entanto, para implementacdo da
vigilancia de rotina, estes métodos séo limitados na sua capacidade de avaliar a clonalidade
e diversidades destes agentes (Biggs et al., 2011; Llarena et al., 2016; FDA, 2018).

Através do WGS, € possivel determinar a diversidade genémica de C. jejuni e C. coli
e deste modo, avaliar a relacdo genética entre os isolados (Llarena et al., 2017; Grant et al.,
2018). InvestigacOes de surtos de campilobacteriose através da identificacdo de isolados
clonais de C. jejuni também tem sido uma das aplicabilidades do WGS, que pode ser incluida
na vigilancia de rotina como uma estratégia de intervencdo direcionada para a prevencao e
controlo da campilobacteriose (Llarena et al., 2017).

Para além da grande vantagem de ser possivel monitorizar a diversidade genética e
identificar e investigar surtos por meio do WGS, é possivel também mensurar informacdes
muito mais robustas para o contexto da campilobacteriose, tais como identificar genes que
conferem resisténcia aos antibidticos, para monitorizacdo da emergéncia de resisténcia aos
antibidticos e dindmica de transmissdo da resisténcia a nivel local, regional e global, bem
como para fornecer dados para o desenvolvimento de novos antibidticos para o tratamento
da campilobacteriose (Besser et al., 2018; Grant et al., 2018).

Uma vez que infecdes por C. jejuni e C. coli, ocorrem numa escala global, por meio
de vérias plataformas disponibilizadas com acesso livre aos dados gerados pelo WGS, é
possivel fazer uma comparabilidade de dados moleculares gerados em diferentes paises ao
redor do mundo (Llarena et al., 2017).

A plataforma Center for Genomic Epidemiology (CGE) é um recurso que fornece
analises de bioinformatica num website de facil uso e gratuito para detetar genes de

resisténcia, mutagdes pontuais, identificar espécies de um determinado patdgeno e sequence
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type (ST) e outras predicGes in silico. O mesmo pode ser usado por utilizadores com pouca
ou nenhuma experiéncia em bioinformética, em laboratérios de investigacdo e laboratérios
centrais em paises de baixo e médio rendimento (Florensa et al., 2022).

Paises como os EUA e a Inglaterra implementaram a vigilancia epidemiologica de
rotina de Salmonella enteritidis desde 2017 (Turcotte et al., 2022) e Listeria monocytogenes
desde 2013 (Jackson et al., 2016), e Salmonella enteritidis, E. coli produtora da toxina Shiga
(STEC), Shigella, Listeria, Campylobacter spp., desde 2014 respetivamente, com base em
dados de WGS (Grant et al., 2018).

Em Portugal, a infecdo por Campylobacter spp. é a principal causa da gastroenterite
aguda na comunidade, sendo também o pais da EU com niveis mais elevados de resisténcia,
segundo dados da vigilancia dos ultimos anos (EFSA, 2018; EFSA, 2022; EFSA, 2023).

Devido as inimeras vantagens no uso do WGS para a saude publica, a EFSA em
colaboragdo com ECDC tém vindo a recomendar aos paises europeus para a transi¢do de uma
vigilancia de rotina que se baseia em dados fenotipicos para genotipicos usando dados
gerados pelo WGS (EFSA, 2016).

Sendo assim, com este trabalho, pretende-se gerar evidéncia cientifica da
aplicabilidade do WGS para a vigilancia epidemioldgica de base laboratorial da

campilobacteriose e contribuir para o seu estabelecimento de forma rotineira em Portugal.
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3 Objetivos
3.1 Objetivo geral

>

Gerar evidéncia cientifica da aplicabilidade do WGS para a vigilancia epidemiologica

de base laboratorial da campilobacteriose em Portugal.

3.2 Objetivos especificos

>

A\

Caraterizar a populacdo em estudo e estudar a associacdo entre dados demograficos
e a infecdo por Campylobacter spp;

Determinar o fen6tipo de resisténcia antimicrobiana de estirpes de C. jejuni e C. coli
isoladas de casos clinicos de campilobacteriose;

Identificar determinantes de resisténcia com base nos dados de WGS;

Estudar a distribuicdo geogréfica e temporal dos perfis de MLST, e identificar clones
presistentes e dominantes;

Determinar a correlacdo entre fendtipo e genotipo de resisténcia;

Aplicar os dados de WGS para proceder a identificacdo de potenciais surtos;
Determinar fenotipicamente e genotipicamente a frequéncia de resisténcia aos
antimicrobianos em C. jejuni e C. coli isolados de frangos e suinos provenientes de
matadouros da regido de Lisboa entre Novembro de 2022 a Marco de 2023;
Comparar dados genotipicos entre amostras humanas e animais - abordagem One
Health.
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4 Materiais e Métodos
4.1 Estirpes clinicas

O Laboratorio Nacional de Referéncia das InfecBes Gastrointestinais (URGI) do
Instituto Nacional de Sadde Doutor Ricardo Jorge (INSA) é o laboratorio responsavel por
realizar a vigilancia da campilobacteriose em Portugal, numa base laboratorial anual. A rede
de laboratdrios clinicos primarios e hospitalares € constituida por 9 centro hospitalares
publicos, 3 hospitais publicos e 2 grupos de laboratdrios clinicos privados, que enviam 0s
isolados clinicos e informacgdo epidemioldgica para a URGI. Os mesmos encontram-se
distribuidos entre as trés principais regides de Portugal, Lisboa e Vale do Tejo (LVT) (2
centros hospitalares, 2 hospitais e 2 laboratorios clinicos privados), Centro (1 centro
hospitalar e 1 laboratério clinico privado) e Norte (6 centros hospitalares, 2 hospitais e 2
laboratérios clinicos privados).

O presente trabalho foi realizado com estirpes clinicas de C. jejuni e de C. coli,
recolhidas em laboratérios hospitalares que fazem parte da rede de vigilancia de base
laboratorial da campilobacteriose em Portugal, no periodo de Janeiro de 2022 a Maio de
2023.

A nivel hospitalar, o diagnostico é realizado em amostras de fezes colhidas de
pacientes de todas as faixas etarias, de ambos 0s géneros e que sdo atendidos nas consultas
de triagem com um quadro clinico de GEA. Nos casos mais graves, em doentes internados,
pode haver isolamento da bactéria em amostras de sangue.

No laboratério hospitalar, ap6s a colheita das amostras, é feito o isolamento e
respetiva identificacdo bioguimica ou por MALDI-TOF MS, para a dete¢do de C. jejuni e C.
coli. Apos o isolamento e a identificacdo, 0s hospitais enviam as estirpes isoladas para o
URGI do INSA para confirmacdo/identificacdo de espécie e para a realizacdo do teste de
susceptibilidade aos antimicrobianos, juntamente com informacdo demografica,
microbioldgica e clinica (género, idade, local de colheita de amostra, tipo de amostra,
sintomas e origem de caso). As estirpes sdo enviadas em placa ou tubo contendo meio de
transporte. No laboratorio de referéncia é realizada a confirmacdo de espécie, teste de

susceptibilidade aos antibioticos e genotipagem.
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4.2 Isolamento de Campylobacter spp. a partir de amostras de fezes de animais

Em paralelo com a vigilancia de base laboratorial da campilobacteriose, com o
objetivo de avaliar possiveis reservatorios e rotas de transmissdo da campilobacteriose,
determinar a frequéncia de isolados multirresistentes (MDR) e caracterizar a resisténcia dos
isolados MDR aos antibi6ticos, visto ser uma doenca zoonoética, foram estudadas 209
amostras de fezes de suinos colhidas em dois matadouros portugueses e 90 amostras de
conteudo cecal de frangos colhidas em seis matadouros portugueses para a identificacédo de
Campylobacter spp. Todas as amostras foram colhidas entre os meses de Novembro de 2022
a Marco de 2023.

O isolamento de Campylobacter spp. foi feito usando a técnica do filtro, no qual todas
as amostras foram pré-enriquecidas com um caldo de enriquecimento seletivo, o caldo Bolton
com sangue de cavalo, de seguida as amostras foram incubadas a 37° C por um periodo de 4-
6 horas (ou 1 hora), seguido de um periodo de 48 horas a 42° C, em atmosfera de
microaerofilia. Apos este periodo, algumas gotas de suspensdo de cada amostra foram
depositadas sobre a membrana de um filtro de celulose (0,45 mm ou 0,65 mm) que foi
colocada sobre a superficie de uma placa de meio de cultura solido seletivo (Baggerman e
Koster, 1992). De seguida, a placa foi incubada em um meio aerébio a temperatura ambiente
por 30 minutos a 1 hora. Retirou-se o filtro de celulose e incubou-se a placa numa atmosfera
de microaerofilia a 42° C por 48h. Colonias de Campylobacter spp. cresceram e migraram
pelos poros do filtro e se depositaram sobre a placa enquanto que 0s outros microrganismos
de tamanho superior ao poro da membrana ficaram retidos na superficie do filtro (Gharst et
al., 2013).

4.3 Cultura das estirpes de Campylobacter jejuni e Campylobacter coli

Com o objetivo de recuperar em cultura as estirpes enviadas dos hospitais, em palca
ou meio de transporte, a cultura foi enriquecida com 2 a 3 gotas do caldo de brucella e com
0 auxilio de uma ansa bacterioldgica estéril de 10 pl de didmetro (Normax, Portugal) foram
plaquedas por esgotamento em estrias na superficie do meio de cultura COS (Columbia agar
+ 5% sheep blood, bioMérieux) e incubaram-se as placas em atmosfera de microaerofilia

(6% Oz, 5% Ha, 10% CO-, restante N2) gerado pelo equipamento Anoxomat (Advanced
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Instruments Inc., Paises Baixos) a 42° C por 24h. Todas as estirpes identificadas como C.
jejuni e C. coli incluidas no estudo foram conservadas em 1 ml de Trypticase Soy Broth
(TSB) com 20% de glicerol, a - 80° C num biobanco do INSA.

4.4 ldentificagdo por MALDI-TOF MS

Estirpes ndo identificadas como C. jejuni e C. coli por parte dos hospitais, ou colénias
que apdés a incubacdo apresentaram caracteristicas morfoldgicas duvidosas foram
identificadas e confirmadas pela técnica de MALDI-TOF MS, usando o equipamento
VITEK® MS, segundo as instrugdes do fabricante (bioMérieux, Portugal).

4.5 Teste de Suscetibilidade aos Antibidticos

Para a determinacédo do perfil de susceptibilidade dos isolados de C. jejuni e C. coli
aos antibidticos foi utilizado o método de difusdo em meio sélido, concretamente a técnica
de Kirby-Bauer, usando os antibioticos em disco e cargas recomendados segundo as
diretrizes do ECDC, antibidticos prioritarios: ciprofloxacina (CIP) (5 ug), eritromicina (E)
(15 pg), tetraciclina (TET) (30 pg) e gentamicina (CN) (10 pg); antibiéticos opcionais:
amoxiciclina + acido clavulanico (AMC) (30 pg), ampicilina (AMP) (10 pg), ertapenemo
(ETP) (10 pg) (Oxoid).

Foi preparada uma suspensdo em soro fisioldgico, de densidade equivalente a Mac
Farland 0,5. Os in6culos foram semeados por estrias apertadas em placa de Mueller-Hinton
agar suplementado com 5% de sangue desfibrinado de cavalo (Oxoid) e B-NAD (Sigma)
(bioMérieux Portugal).

Os discos de antibioticos foram aplicados sobre a superficie do meio inoculado e as
placas foram incubadas em ambiente de microaerofilia gerado pelo equipamento Anoxomat
(Advanced Instruments Inc., Paises Baixos) a 42° C por 24h. Ap6s 24h de incubacéo,
mediram-se manualmente os didmetros das zonas de inibicdo com um paquimetro digital.
Com base nestes diametros, as estirpes foram classificadas em suscetivel ou resistente, de
acordo com a classificagdo do The European Committee on Antimicrobial Susceptibility

Testing (EUCAST), para os antibidticos ciprofloxacina, eritromicina e tetraciclina, e do
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Comité de [’antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie para a gentamicina,
ampicilina, amoxicilina+acido clavulénico e ertapenemo.

Para as estirpes que foram classificadas como resistentes para eritromicina,
amoxiciclina + acido clavulanico e ertapenemo pela técnica de Kirby-Bauer, procedeu-se a
determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) por gradiente de difusdo, com tiras
E-test (bioMérieux, Portugal)

A estirpe de referéncia C. jejuni ATCC 33560 foi utilizada como controlo de

qualidade para todos os testes para o antibiograma, de acordo com as normas do EUCAST.

4.6 Whole Genome Sequence
Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA, 200 ul de suspensdes bacterianas de densidade equivalente
a Mc Farland 1 foram preparadas e a extracdo foi realizada usando o extrator automatico
MagNa Pure 96 (Roche Diagnostics, Portugal), utilizando-se o kit MagNA Pure 96 DNA and

Viral NA Small Volume Kit (Roche Diagnostics), de acordo com as instrucdes do fabricante.

Quantificacdo do DNA

A concentragdo de DNA foi determinada usando o aparelho Qubit e o kit dSDNA
Quantitation, Broad Range (Thermo Fisher Scientific, Portugal), e posteriormente fez-se a
diluicdo com &gua livre de dNAses para obter uma concentragéo final de DNA de 5 pg/ul de

acordo com o protocolo de preparacédo da biblioteca para a sequenciacao.

Sequenciacdo do DNA

Apbs extraccdo do DNA total, as amostras foram quantificadas por fluorometria
(QubitTM, ThermoFisher Scientific, Portugal) e, foram preparadas bibliotecas (Nextera XT
Illumina) para sequenciacao total do genoma (WGS). A sequenciacdo paired-end (2x150bp)
foi realizada na Unidade de Tecnologia e Inovagdo do Departamento de Genética Humana

do INSA, num equipamento NextSeq 550 ou NextSeq 2000 da IHlumina.
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Anélise bioinformatica in silico de genes e perfil de resisténcia aos antimicrobianos e
sequence type (STs)

Os dados gerados (raw reads) foram depois sujeitos a assembly de novo usando o
software INNUca v4.2.3 (https://github.com/B-UMMI/INNUca), uma pipeline de
bioinformatica integrativa que consiste em varios modulos integrados para avaliar e melhorar
a qualidade dos reads (FASTQC, Trimmomatic), confirmacdo da espécie (KRAKEN),
assembly de novo (SPAdes) e polimento dos genomas obtidos (Pilon).

Com base nos dados de WGS, foi determinada in silico a especiacao, determinacao
de perfil de MLST e determinantes de resisténcia, utilizando os programas KmerFinder 3.2
(https://cge.food.dtu.dk/services/KmerFinder/), MLST 2.0
(https://cge.food.dtu.dk/services/MLST/) e ResFinder 4.1
(https://cge.food.dtu.dk/services/ResFinder/), respetivamente, reunidas na plataforma Center
for Genomic Epidemiology (CGE: https://www.genomicepidemiology.org), recomendada
pelo ECDC. Para a determinacéo de novos perfis de MLST em que o CGE né&o conseguiu
identificar, usou-se a plataforma PubMLST (https://pubmist.org/organisms/campylobacter-
jejunicoli).

A relacdo genética entre isolados de C. coli com ST10042 (n=26) e entre isolados de
C. jejuni com ST10846 (n=54) foi avaliada por analise comparativa gene-a-gene, usando o
software chewBBACA v.3.1.2 com os esquemas de wgMLST de C. coli e C. jejuni do
INNUENDO  (https://www.efsa.europa.eu/en/supporting/pub/en-1498), o0s quais Sao

compostos por um painel de 2477 e 2794 loci, respetivamente. Para ambos 0s casos, 0
software ReporTree (https://github.com/insapathogenomis/ReporTree) foi aplicado para (i)
realizar uma analise filogenética (minimum spanning tree-MST) baseada no nimero de alelos
compartilhados e (ii) identificar potenciais clusters genéticos (cut-off de <5 distancias
alélicas) (Besser et al., 2019; Joensen et al., 2020). Esta analise foi realizada com o apoio da

Unidade de Bioinformatica do Departamento de Doengas Infeciosas do INSA.
Anélise estatistica

Para a andlise estatistica dos dados obtidos foi utilizado o pacote de software
estatistico SPSS 28.0 para Windows (SPSS. Chicago. IL. EUA). Foram utilizados o teste de

25


https://cge.food.dtu.dk/services/KmerFinder/
https://cge.food.dtu.dk/services/MLST/
https://www.efsa.europa.eu/en/supporting/pub/en-1498

Qui-quadrado e Exato de Fisher para avaliar a associagdo entre as variaveis de estudo. p <
0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Considerac0es éticas

O presente estudo foi desenvolvido no &mbito da Vigilancia de Base Laboratorial da
Campilobacteriose, ndo sendo necessario a aprovacao ética para 0 mesmo, uma vez que
foram usados dados obtidos como parte da rotina de vigilancia.

Os dados do presente estudo bem como as amostras clinicas foram utilizados apenas
para 0s objectivos tracados e processados de acordo com as normas éticas nacionais e

internacionais.
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5 Resultados
5.1 Vigilancia de Campylobacter spp.

O presente estudo foi desenvolvido no ambito da vigilancia de base laboratorial da
campilobacteriose em Portugal, que teve inicio em 2009 no INSA, com o objectivo de se
conhecer a diversidade genética da populacdo de Campylobacter spp., estabelecer as
principais fontes de infecdo e vias de transmissdo ao homem e determinar a nivel nacional,
as taxas de resisténcias a antimicrobianos.

O presente trabalho teve como base o periodo temporal de Janeiro de 2022 a Maio de
2023. Durante o ano de 2022, de Janeiro a Dezembro, o laboratdrio recebeu 852 estirpes
clinicas e respetivos inquéritos epidemioldgicos. Deste total, foram selecionadas
aleatoriamente cerca de 50% das amostras por representatividade geogréafica, género e faixa
etaria, perfazendo um total de 431 casos, dos quais 350 sdo amostras identificadas como C.
jejuni e 81 amostras identificadas como C. coli. Com base nos resultados da especiagdo por
MALDI-TOF MS ou com base nos dados de WGS, cerca de 95% das amostras vem
corretamente identificadas dos laboratorios primarios, sendo as restantes sem identificacéo
ou com identificacdo erronea. No periodo de Janeiro a Maio de 2023, o laboratério recebeu
423 amostras com o igual nimero de inquéritos, tendo sido incluidas para o estudo 212
amostras e seu respetivos inquéritos; destas, 192 sdo C. jejuni e 20 C. coli. No total, o estudo
incluiu 643 estirpes, 542 (84,3%) C. jejuni e 101 (15,7%) C. coli.
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5.2 Distribuicéo temporal de casos de infegdo por Campylobacter de 2009 a 2023

De modo a avaliar a evolugdo temporal e proporcéo de infe¢Ges entre C. jejuni e C.
coli, foram comparados o numero e proporcao de casos desde o inicio da vigilancia, em 2009
(informacdo relativa ao perido de 2009 até 2021 encontra-se disponivel no artigo de Duarte
et al., 2023) até Maio de 2023. Neste periodo, a frequéncia dos casos de infegdo por C. jejuni
esteve entre 83,9% a 92,3%, consideravelmente alta em relacdo as infegGes por C. coli
observadas no mesmo periodo, no qual as frequéncias variaram entre 7,7% a 18,8% (Tabela
1).

Entre 2009 e 2017, o nimero de infe¢des por C. jejuni aumentou gradualmente, tendo
0 pico de infe¢des ocorrido no periodo entre 2016 a 2017. No entanto, é possivel observar
um decréscimo gradual no nimero de infecdes nos periodos de 2017-2018, 2018-2019 e
2019-2020 e de seguida, um ligeiro aumentou no periodo de 2020-2021 e 2021-2022 (Tabela
1).

Relativamentte a C. coli, observou-se um aumentou no ndmero de infegdes nos
periodos de 2013-2014 e 2014-2015 com o0 seu pico no periodo de 2012-2022 (excepto ano
de 2020) conforme dados da Tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo do nimero de infecBes por Campylobacter jejuni e Campylobacter

coli por ano de vigilancia.

Ano

2023 Total

2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021 | 2022 | (Jan-

Maio)
'e%ni 112 208 300 294 393 388 394 474 626 591 311 221 278 350 192 5132
Jn J(% ) (86,8) | (83,9) | (86,5) | (89,6) | (92,3) | (88,8) | (85,5) | (88,3) | (91,4) | (89,8) | (85,4) | (85,0) | (85,5) | (81,2) | (90,6) | (87,8)
C. coli 17 40 47 34 33 49 67 63 59 67 53 39 47 81 20 716
n(%) | (132) | 16,1) | (185) | (104) | (7.,7) | (11,2) | (145) | (11,7) | (8.6) | (10.2) | (14,6) | (150) | (145) | (188) | (94) | (12.2)
Tc,)\}al 129 248 347 328 426 437 461 537 685 658 364 260 325 431 212 5848
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5.3 Distribuicéo de casos de infecdo por Campylobacter jejuni e Campylobacter coli de
acordo com as caracteristicas demogréficas e clinicas

No que concerne a regido geografica de colheita de amostra da populagéo de estudo
(Janeiro de 2022 a Maio de 2023), a regido Norte do pais foi a regido que apresentou o maior
namero de casos de C. jejuni (n=232/542; 42,8%) e a regido de LVT teve o maior nimero de
casos de C. coli (n=42/101; 41,6%) em relacdo as restantes regifes do pais. De seguida,
encontramos as regides de LVT e Norte do pais com o maior numero de casos de C. jejuni
(n=229; 42,3%) e C. coli (n=35; 34,7%) (Figura 3). Ndo se observou, no entanto, diferenca
estatisticamente significativa entre a regido geografica e a infec¢do por C. jejuni ou C. coli
(p=0,066).

45,0%  42,3% 42,8% 41,6%
40,0%
35,0%
30,0%
25,0%
20,0% 49%
15,0%
10,0%
5,0%
0,0%

34,7%

3,8%

Frequéncia de casos

C. jejuni C. coli

m Lisboa e VVale do Tejo = Centro Norte

Figura 3. Frequéncia de infe¢es por Campylobacter jejuni e Campylobacter coli por regido

geografica.

Dos 643 casos, ndo foi possivel obter informacdo do género para seis individuos. Do
total de infecBes causadas por Campylobacter spp., 0 maior nimero de infe¢Ges foi observado
nos individuos do género masculino 375 (58,3%) em relacdo aos individuos do género
feminino 262 (40,7%). Observou-se uma associacdo estatisticamente significativa entre o
género e infecdes causadas por Campylobacter spp. (p<0,001). O mesmo resultado foi

observado para as infecdes causadas por C. jejuni e C. coli, no qual o maior nimero de casos
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foi observado nos individuos do género masculino 320 (59%) e 55 (54,5%), respetivamente,

em relacdo ao género feminino (Figura 4).
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Figura 4. Distribuicdo dos casos de infecdo por Campylobacter jejuni e Campylobacter coli

de acordo com o género da populacdo em estudo.

Do total de casos estudados, a variavel idade era conhecida para 625 casos. De acordo
com a distribuicao dos casos pelas faixas etarias previamente definidas (Figura 5), observou-
se que a maior frequéncia de infecdes por C. jejuni encontrada no estudo foi no grupo de
criangas na faixa etaria entre 0s 1-4 anos de idade 31,2% (n=169). A menor frequéncia de C.
jejuni foi observada no grupo de individuos entre os 45-64 anos de idade (n=33; 6,1%).
Notou-se também, que o grupo de criancas dos 1-4 anos de idade teve a maior frequéncia de
C. coli de entre todas as outras faixas etarias com 26,7% (n=27). A menor frequéncia de C.
coli no estudo foi observada no grupo de individuos na faixa etaria dos 10-14 anos de idade
(n=4; 4%). N&o se observou associacdo estatisticamente significativa entre faixa etéria e a
infecdo por C. jejuni ou C. coli (p=0,114). Informag6es detalhadas podem ser encontradas na
figura abaixo. No entanto, de realcar que a partir dos 15 anos, a frequéncia de infecdes a C.

coli foi igual ou superior a de C. jejuni, um contraste com as faixas etarias mais jovens.
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Figura 5. Frequéncia de Campylobacter jejuni e Campylobacter coli em relacdo a faixa

etaria, em anos da populacdo em estudo.

Em relacdo as variaveis clinicas e epidemioldgicas, a informacéao estava disponivel
em menos de 50% dos inquéritos. Relativamente a amostra clinica do isolamento primario,
determinou-se que mais de 88% das estirpes foram isoladas de amostras de fezes. A diarreia
com sangue foi o sintoma clinico mais frequente em infe¢bes por C. jejuni observado no
estudo (32,2%). A maioria dos casos de infecdo por Campylobacter recebidos no laboratério
(203 de 208 casos) eram casos esporadicos segundo os dados dos inquéritos preenchidos (C.
jejuni: 99,4% e C. coli: 87,5%) enquanto uma pequena proporcdo de casos reportados
estavam associados a surtos para C. coli (4 de 208 casos) sendo que de acordo com os dados
obtidos das analises estatisticas, observou-se uma associacdo estatisticamente significativa
entre a campilobacteriose e a informacéao epidemioldgica (p<0,001) (Tabela 2). No entanto,
relativamente a esta variavel, ha que considerar que a maioria dos casos ndo tinha esta

informacao e, portanto, esta diferenca devera ser interpretada com precaucao.
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Tabela 2. Frequéncia de Campylobacter jejuni e Campylobacter coli em relagdo as
caracteristicas clinicas da popula¢do em estudo.

o ) C. jejuni C. coli
Caracteristicas Categoria p-value
% (n/N) % (n/N)
98,9%
Fezes 98% (492/502) 83/89
Amostra clinica ( )
0,576
Sangue 2% (10/502) 1,1% (1/89)
Diarreia 20,3% (29/143) 15,4% (4/26)
Diarreia com
Informacéo 32,2% (46/143) 30,8% (8/26)
sangue
clinica 0,793
53,8%
Outros* 47,6% (68/143)
(14/26)
: 99,4% 87,5%
Informacéo Caso isolado
_ ) ) (175/176) (28/32) <0,001
epidemiolodgica
Surto 0,6% (1/176) 12,5% (4/32)

S| - Sem informacdo; *Outros inclui: febre, vomitos, dor abdominal, mialgias, diarreia com

muco, nduseas e dispneia.

5.4 VariagOes sazonais no numero de casos de infeccdo por Campylobacter jejuni e
Campylobacter coli

O numero total de casos de infecdes por isolados de Campylobacter spp. variou ao
longo dos meses de Janeiro de 2022 a Maio de 2023. Para o periodo de Janeiro a Dezembro
de 2022, verificou-se um aumento de casos durante o periodo de inverno, primavera e verao
com uma ligeira queda no nimero de infec¢des observada entre os meses de Setembro a
Dezembro. No entanto, o inicio de 2023 foi marcado por um alto aumento de casos de
Campylobacter logo no inicio de Janeiro, com o pico estendendo-se até Marc¢o (Figura 6).

Relativamente ao nimero de casos por C. jejuni no ano de 2022, o pico foi observado
nos meses de Marc¢o e Maio (n=40 e n=38, respetivamente), sendo essa época correspondente
a finais de inverno e durante a primavera. O inicio de 2023 foi marcado por um alto aumento
de casos de C. jejuni, observado nos meses de Janeiro e Fevereiro (n=42 e n=44,

respetivamente). Para C. coli, a distribuicdo do nimero de casos de infecdo também
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apresentou uma certa sazonalidade, tendo-se observado um pico nos meses de Julho e Agosto
de 2022 (n=10 e n=15, respetivamente), correspondendo a época de verdo. Em contraste, 0s
meses de Fevereiro e Marco de 2023 foram marcados por um decréscimo no namero de
infecdes em relacdo aos outros meses (n=2 e n=3, respetivamente) (Figura 6). Estes dados
sugerem diferentes sazonalidades, de acordo com a espécie. No geral, foi observada uma
associagao estatisticamente significativa entre o nimero de infe¢des por C. jejuni e C. coli e

0 més de colheita de amostra (p=0.008).
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Figura 6. Distribuicdo do nimero de infecdes por Campylobacter spp., por Campylobacter
jejuni e por Campylobacter coli, de acordo com o més de colheita de amostra, no periodo
entre Janeiro de 2022 a Maio de 2023.

5.5 Resisténcia antimicrobiana de Campylobacter spp.

A resisténcia antimicrobiana nas estirpes de Campylobacter spp. foi realizada para os
quatro antibidticos considerados prioritarios pelo ECDC: ciprofloxacina (CIP), eritromicina
(E), tetracilina (TET) e gentamicina (CN). Do total de 643 estirpes de C. jejuni e C. coli
incluidas no estudo, submetidas a caracterizacdo fenotipica, 416 estirpes de Campylobacter
spp. (315 estirpes C. jejuni e 101 estirpes C. coli) foram selecionadas para a caracterizacao
genotipica por WGS, com o objetivo de se fazer uma comparacédo entre os dados fenotipicos
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obtidos pelo teste de susceptibilidade aos antibidticos e os dados genotipicos obtidos pelo
WGS.

Resisténcia em Campylobacter jejuni

Observou-se uma alta frequéncia de resisténcia a CIP (93,7%) nas estirpes de C.
jejuni, sendo esta a maior frequéncia de resisténcia dentre outros antibidticos em estudo. A
segunda maior frequéncia de resisténcia foi observada para TET (64,1%). Verificou-se uma
baixa frequéncia de resisténcia a E (1,6%), e todas as estirpes foram susceptiveis a

gentamicina (Figura 7).
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Figura 7. Perfil de resisténcia (%) aos diferentes antibioticos testados em Campylobacter
jejuni (n=315).

Resisténcia em Campylobacter coli

O perfil de resisténcia aos antibidticos para estirpes de C. coli foi semelhante as
estirpes de C. jejuni no que concerne a alta frequéncia de resisténcia a CIP (98%). Em
contraste, destacam-se para C. coli taxas de resisténcia relevantemente mais altas quer a TET
(92,1% vs 64,1%), quer a E (29,7% vs 1,6%) e muito baixa a CN (1%). Os resultados do

teste de susceptibilidade aos antibioticos para C. coli estdo ilustrados na figura 8.
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Figura 8. Perfil de resisténcia (%) aos diferentes antibidticos testados em Campylobacter
coli (n=101).

Multiresisténcia, resisténcia combinada e completa susceptibilidade

A multiresisténcia (MDR) em C. jejuni e C. coli foi definida como a resisténcia
combinada para os antibioticos CIP, TET e E.

Observou-se uma frequéncia muito baixa de isolados de C. jejuni multiresistentes
(1,6%), sendo a resisténcia combinada a CIP e TET um dos perfis de resisténcia de destaque
(64,4%). Por outro lado, a resisténcia combinada a CIP e E foi muito baixa (1,6%). Estes
dados mostram que todas as estirpes resistentes a E sdo também resistentesa CIPe a TET. A
completa susceptibilidade foi observada em apenas 5,7% das estirpes estudadas (Figura 9).
Sendo assim, considerando os quatro antibidticos de prioridade clinica, o perfil de resisténcia
mais comum foi CIP e TET.

A frequéncia de isolados multiresistentes foi consideravelmente mais elevada em C.
coli se comparado com os valores observados em C. jejuni (26,7% vs 1,6%). A resisténcia
combinada a CIP e TET foi bastante elevada, sendo observada em torno de 87,1%. Por outro
lado, a resisténcia combinada a CIP e E foi de 28,7%. Todas as estirpes resistentes a E sdo

também resistentes a CIP e a TET, tal como descrito para C. jejuni. Apenas 1 isolado de C.
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coli apresentou completa susceptibilidade para estes trés antibidticos, sendo a frequéncia
(1%) inferior em comparacao com a frequéncia de C. jejuni (5,7%) (Figura 8). Sendo assim,
considerando os quatro antibioticos de prioridade clinica, o perfil de resisténcia mais comum
em C. coli foi CIP e TET.

C. jejuni —
uCIP
uCIP+TET
CIP+ERI
CIP+TET+ERI
m Sensiveis a CIP+TET+ERI

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 9. Proporcgéo de estirpes de Campylobacter jejuni e Campylobacter coli totalmente

suscetiveis, multiresistentes e diferentes combinac@es de dois antibidticos.

5.6 Evolucao temporal da resisténcia aos antibioticos em Campylobacter spp.

Os dados da resisténcia aos quatro antibidticos prioritarios, CIP, E, TET e CN, no
periodo estudado no presente trabalho, foram comparados com os dados da URGI
disponiveis desde 2013. A evolucdo temporal da resisténcia aos antibioticos em
Campylobacter spp. de 2013 a Maio 2023 mostra que, para ambas as espécies, 0 nivel de
resisténcia aos quatro antimicrobianos prioritarios manteve-se relativamente constante ao
longo dos 11 anos considerados. No entanto, de realcar dois decréscimos pontuais
importantes na resisténcia de C. coli & E, antibidtico de primeira linha no tratamento da
campilobacteriose. O primeiro decréscimo ocorreu em 2020 (36,1%), tendo retomado um
valor na média em 2021 (53,2%), e novo decréscimo acentuado em 2022 (27,2%), para voltar
a uma tendéncia crescente em 2023 (40,0 %). Para C. jejuni observa-se o que parece ser uma

tendéncia de decréscimo paraa TET a partir de 2020.
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De um modo geral, a resisténcia a CIP manteve-se muito alta (>90%) em todos os
anos considerados, para ambas as espécies, sendo que para C. jejuni, nos anos de 2015, 2016
e 2021 observaram-se taxas extremamente altas de resisténcia a CIP (100%). Para TET, C.
jejuni apresentou nivel de resisténcia muito alto em alguns anos (>80%) e C. coli nivel
extremamente alto atingindo 100% no ano de 2021. Em relacdo a CN, embora o nivel de
resisténcia tenha sido reduzido para as ambas as espécies, a diferenca também foi visivel
quando comparamos C. coli e C. jejuni. C. coli apresentou niveis baixos de resisténcia que
variam de 1-9% e C. jejuni abaixo de 1%. Também para o antibidtico da classe de primeira
linha, E, é bem notoria a diferenca entre as duas espécies, com C. coli a apresentar niveis de
resisténcia bastante superiores comparativamente a C. jejuni, em todo o periodo considerado
(Figura10 A e 10 B).
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Figura 10. Evolucéo das taxas de resisténcias em Campylobacter jejuni (A) e Campylobacter
coli (B) para os antibidticos prioritarios (CIP, E, TET e CN), de Janeiro de 2013 até Maio de
2023.

A resisténcia antimicrobiana nas estirpes de Campylobacter spp. também foi
determinada para trés antibioticos opcionais incluidos: ampicilina (AMP), amoxiciclina +
acido clavulanico (AMC) e ertapenemo (ETP). Todos os isolados de C. jejuni e C. coli foram
susceptiveis a AMC. Para o ETP, verificou-se baixo nivel de resisténcia, ou susceptibilidde
reduzida para apenas uma fracao de isolados de C. jejuni (n=12; 3,8%), exibindo valores de
MIC entre 1,0 a 6,0 mg/L (cut-off € 1 mg/L), e total susceptibilidade para os isolados de C.
coli. Quanto a AMP, foi observada uma alta frequéncia de resisténcia tanto em C. jejuni
(76%) como em C. coli (81%).

5.7 Resisténcia aos antibioticos: comparagdo entre fendtipo e genotipo em
Campylobacter spp.

Para a quase a totalidade das estirpes em estudo, 315 estirpes de C. jejuni e 101 de C.

coli, foi feito WGS, o que permitiu fazer a analise in silico das resisténcias, através da

identificacdo dos determinantes genéticos de resisténcia, e posterior comparagdo com 0s
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dados fenotipicos. No geral, foi obtida uma boa correlacdo entre dados fenotipicos e
genotipicos, ou seja, os dados obtidos a partir do teste de susceptibilidade e do WGS
mostraram uma boa correlacdo entre as duas técnicas.

A resisténcia a ciprofloxacina observada nas estirpes de C. jejuni e C. coli foi
associada a mutagdes na regido QRDR do gene gyrA, uma das subunidades da DNA girase.
A principal mutagdo identificada foi a troca de uma citosina por uma timina na posicéo 257
no gene gyrA (C257T) que provoca a substituicdo de uma treonina por uma isoleucina na
posicdo 86 (Thr86lle). Adicionalmente, foi identificada a mutacdo D9ON na mesma regiao
do gene gyrA em um isolado de C. jejuni e em um isolado de C. coli.

A resisténcia a eritromicina foi associada a uma mutacao ao nivel da subunidade 23S
do gene RNAr na posicdo 2075 (A2075G), em todos os isolados de C. jejuni resistentes a este
antibidtico. Todos os isolados de C. coli exibindo o fendtipo de resisténcia a eritromicina
continham a mutagcdo A2075G na subunidade 23S do gene RNAr, excepto uma estirpe de C.
coli que continha o gene ermN comumente associado a resisténcia aos macrolidos,
lincosamida e estreptogramina B (MLSB), e 0 mesmo foi responsavel por também conferir
resisténcia a eritromicina neste isolado.

Todos os isolados de C. jejuni e C. coli exibindo o fendtipo de resisténcia a
tetraciclina continham o gene tet(O).

Em relagdo a classe dos aminoglicosideos, foi identificado o gene apmA no Unico
isolado de C. coli fenotipicamente resistente a gentamicina. Varios genes associados com a
resisténcia a alguns antibioticos da classe dos aminoglicosideos foram identificados em
22,8% de isolados de C. coli e 11,7% de isolados de C. jejuni, tais como 0s genes aadB,
aadE-Cc, ant(6)-la, Inu(C) e aph(3")-1ll que conferem resisténcia a amicacina e tobramicina,
estreptomicina, estreptomicina, canamicina, amicacina, neomicina, butirosina, isepamicina,
lividomicina, paromomicina e ribostamicina, respetivamente.

Em relacdo a ampicilina, detetou-se a presenca do gene blaOXA-61 responsavel por
conferir resisténcia a ampicilina (quando mutado no promotor) em apenas 3 (0,9%) isolados
de C. jejuni resistentes fenotipicamente a ampicilina. No entanto, todas as estirpes resistentes
a ampicilina fenotipicamente continham pelo menos um gene que codifica para uma putativa

B-lactamase, da mesma familia de blaOXA-61, sendo a mais frequente a blaOXA-193,
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estando presente em 69,3% das estirpes C. coli e 72,9% das estirpes C. jejuni. Em algumas
estirpes fenotipicamente suscetiveis a ampicilina (n=40; 36,7%) foram detetados os genes
blaOXA-193 e blaOXA-489.
Para o caso do ETP, ndo foram encontradas mutacfes no gene porA que codifica a
porina major de C. jejuni, em nenhum dos C. jejuni com suscetibilidade diminuida (3,8%).
A tabela 3 apresenta um resumo dos resultados relativos aos determinantes de

resisténcia encontrados em C. jejuni e C. coli neste estudo.

Tabela 3. Genes que conferem resisténcia antimicrobiana e mutagdes pontuais
cromossémicas detectadas em Campylobacter jejuni e Campylobacter coli pela plataforma

ResFinder.

Classe de antimicrobianos Antibiéticos Determinantes de resisténcia encontrados

C. jejuni: gyrA:p.T861; gyrA_2:p.T86I;
gyrA:p.D90ON
Fluoroguinolonas Ciprofloxacina C. coli: gyrA:p.T86!:
gyrA:p.T861 + gyrA 2:p.D90N (dupla
mutacao)

Tetraciclinas Tetraciclina C. jejuni e C. coli: tet(0/32/0)

C. jejuni: 23S:9.2075A>G
Macrdlidos Eritromicina
C. coli: 23S:9.2075A>G; ermN

aadB (amicacina e tobramicina) *
aadE-Cc (estreptomicina) *
ant(6)-la (estreptomicina) *

aph(3")-Ill (Canamicina, amicacina,
neomicina, butirosina, isepamicina,
lividomicina, paromomicina,
ribostamicina)*
ampA (gentamicina)

Aminoglocosideos Varios

Inu(C) (Lincosamida) *

Outras classes X blaOXA-61 e blaOXA-193 (B-lactamicos) *

*: Antibidticos ndo testados, resultados da analise in silico pela ferramenta ResFinder.
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5.8 Genotipagem de Campylobacter spp. por Whole Genome Sequencing

A partir da anélise dos dados de WGS, foi possivel identificar o perfil de MLST (ST,
sequence type) para cada estirpe estudada.

A genotipagem in silico de 315 isolados de C. jejuni permitiram detetar um total de
66 perfis de ST diferentes, 0 que mostra uma grande variedade de genétipos a circular. O
ST10846 foi 0 mais frequentemente detetado (54 estirpes; 17,1%) e o segundo mais frequente
foi 0 ST50 com 29 estirpes (9,2%). Os ST122, ST354, ST607 e ST6461 foram detetados em
mais de 5% das estirpes de C. jejuni estudadas (Figura 11). Um total de 33 STs diferentes

foram detetados apenas uma vez.

Frequéncia de Sequence Type (ST) em Campylobacter jejuni

>

7,3%

=50 =122 =354 =607 =6461 =10846 = Outros

Figura 11. Frequéncia de tipo de ST em estirpes de Campylobacter jejuni.

Outros inclui STs com menos de 5% de frequéncia: 21, 22, 41, 44, 45, 47, 48, 49, 52, 53,
107, 137, 148, 201, 227, 262, 356, 403, 464, 475, 531, 534, 572, 583, 824, 859, 882, 883,
917, 990, 1044, 1074, 1707, 2042, 2153, 2180, 2258, 3172, 3630, 3769, 6522, 6532, 6561,
7355, 7517, 8332, 8579, 9887, 10298, 10622, 11411, 13829, 13830, 13831, 13832, 13833,
13834, 13835 e 13836.
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De entre todos os 101 isolados de C. coli, 30 STs diferentes foram identificados,
sendo o mais frequentemente identificado o0 ST10042 (26 estirpes; 25,7%), seguido do ST832
(10 estirpes; 9,9%). Para além dos STs anteriormente mencionados, os outros STs de
destaque sdo ST827, ST855, ST1595, ST3017 e ST5659, tendo sido identificados em mais
de 5% das estirpes de C. coli (Figura 12). Um total de 19 STs foram detetados apenas uma

vez entre todas as estirpes de C. coli sequenciadas.

Frequéncia de Sequence Type (ST) em Campylobacter coli

N

= ST827 =ST832 =ST855 ~ST1595 =ST3017 =ST5659 =ST10042 = Outros

Figura 12. Frequéncia de tipo de ST em estirpes de Campylobacter coli.
Outros inclui STs com menos de 5% de frequéncia: 825, 828, 829, 830, 860, 1016, 1107,
1624, 2177, 3016, 6183, 6690, 6817, 8104, 8518, 9987, 10838, 11467.

Distribuicdo temporal e por dados demograficos dos STs mais prevalentes
Campylobacter jejuni

Os STs mais frequentes no estudo (ST50, ST122, ST354, ST607, ST6461 e ST10846)
foram detetados entre Janeiro de 2022 a Maio de 2023. O periodo de estudo de 2022,
sobretudo no més de Agosto de 2022 e entre Fevereiro a Maio de 2023, foi o periodo onde

houve maior circulacdo do ST dominante nesta espécie, 0 ST10846, perfazendo 53,7% dos
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casos. O mesmo fendmeno foi observado para o ST354 que também teve o maior nimero de
casos no periodo entre Janeiro a Maio de 2023 (57,1%) (Figura 13). J4 os ST122, ST354 e
ST6461 tiveram maior circulagdo em 2022. Nenhuma associacdo estatisticamente

significativa foi observada (p=0,210).

100%

90% L L L | L L
36,8% L 34,8% . 36,1%

0% .3 45,5% '
70% B e 57,1% e | 53,7% e
60% e . B
50% . .
40%
30%
20%
10%
0% — e = o
ST50 ST122 ST354 ST607 ST6461  ST10846 Outros

u C. jejuni 2022 C. jejuni 2023

Figura 13. Distribuicdo de STs de Campylobacter jejuni durante o periodo em estudo,
Janeiro de 2022 a Maio de 2023.

A regido do pais com o maior numero de diversidade de STs foi a regido de LVT com
45 STs diferentes em 127 estirpes, e a segunda regido com mais diversidade de STs foi o
Norte do pais com 35 STs diferentes (145 estirpes). O ST10846 foi identificado em todas as
regibes, mas com maior predominancia na regido Norte do pais (Tabela 4). E interessante

verificar que a maior diversidade de STs ndo coincidiu com o maior numero de isolados.
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Tabela 4. Distribuigdo de STs de Campylobacter jejuni de acordo com a regido de colheita

de amostra.

Regido geografica | Numero de isolados Sequence Type (ST)

50 (13), 122 (3), 354 (5), 607 (7), 6461 (10), 10846 (21),
outros STs= 3172, 2258, 3630, 403, 10298, 1044, 464, 21,
127 824, 148, 1074, 8105, 8579, 883, 49, 19, 8332, 2180, 859,
583, 882, 356, 3769, 10622, 9887, 990, 262, 531, 227, 45,

534,917,572, 52, 22, 2042, 47, 6532, 6522 (68)*
50 (4), 122 (3), 354 (4), 607 (2), 6461 (3), 10846 (7),
Centro 43 outros STs= 41, 44, 49, 107, 148, 883, 917, 990, 1074,
10622, 8579, 464, 2180, 6522, 137, 6561, 3769 (20)*

50 (12), 122 (13), 354 (12), 607 (14), 6461 (9), 10846 (26),
outros STs= 19, 47, 48, 49, 148, 572, 824, 2180, 1074, 917,

990, 356, 53, 464, 6522, 7517, 10785, 2153, 7355, 8579,
10622, 3172, 201, 8332, 883, 475, 11411, 3769, 1707 (59)*

Lisboa e Vale do

Tejo

Norte 145

Outros STs: identificados com menos de 5% de frequéncia. Valores entre paréntesis sdo o
numero de isolados em que foi identificado o respetivo ST. *: nimero de isolados em que

foram identificados os outros STSs.

Quanto a frequéncia de ST em relacdo a faixa etaria da populagdo de estudo, o
ST10846 (11 estirpes; 20,4%) e 0 ST607 (11 estirpes; 47,8%) apresentaram maior frequéncia
nos casos de campilobacteriose por C. jejuni em criancas com idades compreendidas entre
1-4 anos, no entanto, ndo se observou uma associacao de significancia estatistica entre estas
duas varidveis (p=0,131).

Os ST10846 (29 estirpes; 22,7%) e ST50 (17 estirpes; 13,3%) apresentaram a maior
frequéncia de detecdo nos individuos do género feminino em comparacdo com 0 género
masculino. Contundo, tal como para a faixa etaria, ndo se observou uma associacdo de
significancia estatistica entre estas duas variaveis (p=0,136). Para os restantes STs, a
frequéncia de dete¢do foi maior no género masculino. InformagGes detalhadas sobre a
distribuicdo de STs em relagdo a faixa etaria e 0 género dos individuos constam na tabela

abaixo.
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Tabela 5. Distribuicdo de ST em relagdo a faixa etéria e o género da populacao de estudo.

Caracteristicas Sequence Type (ST)
50 122 354 607 6461 10846 Outros
Género

Masculino 12 10 (5,4%) 12 19 (10,3%) 13 (7,0%) 25 (13,5%) 94
(6,5%) (6,5%) (50,8%)

Feminino 17 9(7.0%)  9(7.0%) 4(31%) = 9(7,0%) 29 (22,7%) 51
(13,3%) (39,8%)

Faixa etaria
(em anos)

<1 5 1 (5,3%) 3 6(26,1%) 3(13,6%) 9 (16,7%) 14
(17,2%) (14,3%) (9,5%)

1-4 5 6 (31,6%) 5 11 (47,8%) 9 (40,9%) 11 42
(17,2%) (23,8%) (20,4%)  (28,6%)

5-9 0(0,00) 1(53%) @ 1(48%) 2(8,7%) @ 3(13,6%) @ 5(9,3%) 15
(10,2%)

10-14 4 2(105%) 1(48%) 2 (8,7%) 1(45%) 4 (7,4%) 13
(13,8%) (8,8%)

15-44 11 5 (26,3%) 5 1(43%) @ 3(13,6%) 10 (18,5%) 26
(37,9%) (23,8%) (17,7%)

45-64 0(0,0%) 2(105%) 0(0,0%) 0(0,0%)  1(45%) 7 (13,0%) 12
(8,2%)

+65 4 2 (10,5%) 6 1(43%)  2(91%) 4 (7,4%) 21
(13,8%) (28,6%) (14,3%)

Outros STs: identificados com menos de 5% de frequéncia (21, 22, 41, 44, 45, 47, 48, 49, 52,
53,107, 137, 148, 201, 227, 262, 356, 403, 464, 475, 531, 534, 572, 583, 824, 859, 882, 883,
917, 990, 1044, 1074, 1707, 2042, 2153, 2180, 2258, 3172, 3630, 3769, 6522, 6532, 6561,
7355, 7517, 8332, 8579, 9887, 10298, 10622, 11411).

Campylobacter coli
Relativamente ao ST dominante nesta espécie, 0 ST10042 com o total de 26 estirpes,
foi detetado no inicio do periodo da vigilancia, Janeiro de 2022, e continuou presente durante

todo 0 ano de 2022, com o pico de infe¢bes no més de Agosto. Em contraste, apenas um caso
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de infecdo com este ST foi detetado em 2023, no més de Maio. Em relagdo ao segundo ST
nais frequente, ST832, este também foi detetado no inicio do ano de 2022, tendo variado a
frequéncia ao longo do periodo de 2022 e 2023. Os ST855 e 0 ST1595 ndo foram detetados
durante os meses de Janeiro a Julho de 2022, e 0 ST5659 somente foi detetado a partir do
més de Setembro de 2022. Todas as estirpes C. coli com o ST827 foram detetadas somente
no ano de 2022 (Figura 14). Nenhuma associagdo estatisticamente significativa para a

distribuicdo temporal dos STs de C. coli foi observada (p=0,187).
100%
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90% 20% 1 22,99
80% 4209 3,39 3,39 3,39 |
70% 1
60% 1
50%
40%
30%
20%
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0% — e e — — —

ST827 ST832 ST855 ST1595 ST3017 ST5659 ST10042 Outros

u C. coli 2022 C. coli 2023

Figura 14. Frequéncia de ST em Campylobacter coli durante o periodo de estudo, 2022 a
2023.

Para C. coli, a regido do pais que apresentou maior diversidade de STs foi também a
regido de LVT com 18 STs diferentes (43 estirpes). O ST mais frequente, o ST10042 (26
estirpes), foi identificado em todas as regides do pais, com maior predominancia também na
regido de LVT (Tabela 6). No caso de C. coli, ao contrério de C. jejuni, houve uma relagéo

entre a diversidade de STs e o numero de isolados de cada regiao.
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Tabela 6. Distribuicdo de STs de Campylobacter coli de acordo com a regido de colheita de

amostra.

) ] NUmero de
Regido geogréfica ) Sequence Type (ST)
isolados

827 (2), 832 (4), 855 (1), 1595 (2), 3017 (1) 5659 (2),
Lisboa e Vale do Tejo 43 10042 (12), Outros STs= 828, 9987, 6183, 8518, 3016,
11467, 825, 8104, 1016, 1624, 8292 (19)*

827 (1), 832 (4), 855 (2), 1595 (3), 3017 (1), 5659 (2),
10042 (5), Outros STs= 8518, 825, 829, 890, 6690 (6)*
827 (2), 832 (2), 855 (4), 1595 (1), 3017 (4), 5659 (2),
Norte 34 10042 (9), Outros STs= 828, 6817, 830, 2177, 10838,

3016, 1107 (10)*

Centro 24

Outros STs: identificados com menos de 5% de frequéncia. Valores entre paréntesis sdo o
numero de isolados em que foi identificado o respetivo ST. *: nimero de isolados em que

foram identificados os outros STSs.

A frequéncia do ST10042 em relacédo as criancas na faixa etéaria dos 1 aos 4 anos de
idade foi maior (9 estirpes; 34,6%), em compara¢do com os individuos de outras idades.
Individuos na faixa etaria dos 1-4 anos e maiores de 65 anos de idade foram mais infetados
com estirpes do ST832. No entanto, esses dados ndo mostram uma associagdo
estatisticamente significativa (p=0,573).

Quanto a relacdo entre ST e a variavel género, observou-se que o ST10042 foi mais
frequente nos individuos do género masculino (31,5%) do que individuos do género feminino
(19,6%). Para os restantes STs, ndo se observou grande variabilidade na frequéncia de ST
entre os dois géneros, ndo se observando no geral, uma associacdo estatisticamente

significativa entre as varidveis (p=0.271) (Tabela 7).
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Tabela 7. Distribuicdo de ST em relagdo a faixa etéria e o género da populacgao de estudo.

) Sequence Type (ST)
Caracteristicas
827 832 855 1595 3017 5659 10042 Outros
Género
3 2 17 17
Masculino 4 (7,4%) | 2 (3,7%) 5(9,3%) | 4 (7,4%)
(5,6%) (3,7%) (31,5%) | (31,5%)
o 2 5 5 4 9 18
Feminino 1(2,2%) | 2 (4,3%)
(4,3%) | (10,9%) | (10,9%) | (8,7%) (19,6%) | (39,1%)
Faixa etaria
(em anos)
1 1 1 0 3 1 6
<1 2 (5,7%)
(20,0%) | (10,0%) | (14,3%) | (0,0%) | (50,0%) | (16,7%) | (23,1%)
L4 0 3 4 2 1 1 9 6
(0,0%) | (30,0%) | (57,1%) | (33,3%) | (16,7%) | (16,7%) | (34,6%) | (17,1%)
1 2 1
5-9 0 (0,0%) | 0(0,0%) 0 (0,0%) | 2(7,7%) | 3(8,6%)
(20,0%) (33,3%) | (16,7%)
10-14 ! 0 (0,0%) | 0(0,0%) 0 0 (0,0%) | 0(0,0%) | 1(3,8%) | 2(5,7%)
- ) 0 ) 0 [ 0 [ 0 ) 0 [l 0
(20,0%) (0,0%)
0 1 1 2 1 4 9
15-44 0 (0,0%)
(0,0%) | (10,0%) | (14,3%) | (33,3%) (16,7%) | (15,4%) | (25,7%)
1 2 1 0 1 2 6
45-64 1(3,8%)
(20,0%) | (20,0%) | (14,3%) | (0,0%) | (16,7%) | (33,3%) (17,1%)
1 3 0 1 7
+ 65 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (7,7%)
(20,0%) | (30,0%) (0,0%) (16,7%) (20,0%)

Outros STs: identificados com menos de 5% de frequéncia: (825, 828, 829, 830, 860, 1016,
1107, 1624, 2177, 3016, 6183, 6690, 6817, 8104, 8518, 9987, 10838, 11467).

Distribuicdo dos STs mais prevalentes de acordo com o perfil de susceptibilidade aos

antibioticos prioritarios
Campylobacter jejuni

A resisténcia a CIP encontrava-se disseminada por todos os STs detetados no estudo,

0 que esta de acordo com a elevada taxa de resisténcia a este antibiotico. A resisténciaa TET
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foi detetada em estirpes com os principais ST10846 (n=54; 100%); ST50 (n=18; 62,1%),
ST607 (n=8; 34,8%), ST354 (n=19; 90,5%), ST6461 (n=22; 100%) e em alguns STs menos
frequentes. A resisténcia a E foi detetada em STs muito pouco frequentes, o0 ST883 (uma
estirpe) e 0 ST10622 (quatro estirpes). O perfil MDR também esteve disseminado entre estes
STs. As 18 estirpes totalmente suscetiveis pertenceram aos ST122, ST824, ST583, ST917,
ST262, ST45, ST534, ST22, ST48, ST21 (Tabela 8).

Tabela 8. Distribuicdo dos STs em relacédo ao fenotipo de resisténcia para CIP, TET e E.

Perfil de resisténcia Sequence Type (ST)

CIP (n=295) 50, 122, 354, 607, 6461, 10846, outros*
TET (n=202) 50, 122, 354, 607, 6461, 10846, outros*

E (n=5) 10622, 883
CIP+TET (n=203) 50, 122, 354, 607, 6461, 10846, outros*

CIP+E (n=5) 10622, 883

CIP+TET+E (n=5) 10622, 883
122, 824, 583, 917, 262, 45, 534, 22, 48,

Suscetivel a todos (n=18) 91
Outros*: inclui STs com menos de 5% de frequéncia: 21, 22, 41, 44, 45, 47, 48, 49, 52, 53,
107, 137, 148, 201, 227, 262, 356, 403, 464, 475, 531, 534, 572, 583, 824, 859, 882, 883,
917, 990, 1044, 1074, 1707, 2042, 2153, 2180, 2258, 3172, 3630, 3769, 6522, 6532, 6561,
7355, 7517, 8332, 8579, 9887, 10298, 10622, 11411. Numeros a bold indica mais do que um

isolado para aquele ST.

Campylobacter coli

Tal como para C. jejuni, também em C. coli a resisténcia a CIP encontrava-se
disseminada por todos os STs detetados no estudo. Porém, ao contrario de C. jejuni, o perfil
de E, foi observado entre os quatro STs mais prevalentes, ST832 (n=9; 90%), ST1595 (n=1;
16,7%), ST3017 (n=1; 16,7%), ST10042 (n=1; 3,8%) e em alguns STs menos prevalentes
(ST828, ST9987, ST6817, ST3016, ST860, ST2177, ST1107, ST1624, ST6690) (Tabela 9).

O conhecimento dos dados de gendtipos permitiu perceber a dinamica dos clones resistentes
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e justificar a diminuicdo da resisténcia a E em 2022, visto ter circulado um clone dominante

(ST10042), que apresentou sensibilidade a este antibiotico.

Tabela 9. Distribuicdo dos STs em relacdo ao fendtipo de resisténcia para CIP, TET, E e CN.

Perfil de resisténcia Sequence Type (ST)
CIP (n=99) 827, 832, 855, 1595, 56*59, 3017, 10042,
outros
TET (n=93) 827, 832, 855, 1595, 56*59, 3017, 10042,
outros
E (n=30) 832, 1595, 3017, 10042, 828, 860, 2177,
1107, 1624, 3016, 6690, 9987, 6817, 10838
CN (n=1) 1595
CIP+TET (n=88) 827, 832, 855, 1595, 56*59, 3017, 10042,
outros

CIP+E (n=29) 832, 1595, 3017, 10042, outros*
_ 832, 1595, 3017, 10042, 828, 9987, 6817,
CIP+TET+E (n=27) 3016, 860, 2177, 1107, 1624, 6690
Suscetivel a todos (n=1) 13858
Outros™*: inclui STs com menos de 5% de frequéncia: 825, 828, 829, 830, 860, 1016, 1107,

1624, 2177, 3016, 6183, 6690, 6817, 8104, 8518, 9987, 10838, 11467. Numeros a bold indica

mais do que um isolado para aquele ST.

Comparacdo de dados genotipicos entre estirpes isoladas de amostras humanas e
animais - abordagem One Health

No periodo de Novembro de 2022 a Marc¢o de 2023, foram identificadas sete (7,8%)
estirpes de C. coli isoladas de amostras de conteddo cecal de frangos colhidas em seis
matadouros diferentes, sendo a maioria, frangos provenientes de aviarios da regido Centro
do pais. Foram identificadas também 11 (91%) estirpes de C. coli isoladas de amostras de
fezes de suinos colhidas em dois matadouros, sendo a maioria dos suinos, provenientes da
regido de LVT.

A resisténcia a ciprofloxacina observada nas estirpes animais fenotipicamente estava
associada a mutacgdo no gene gyrA. A resisténcia fenotipica a eritromicina estava associada a
mutacao ao nivel da subunidade 23S do RNAr na posi¢do 2075 (A2075G). Todos os isolados
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exibindo o fendtipo de resisténcia a tetraciclina tinham o gene tet(O). Algumas estirpes foram
detetadas tendo a presenca dos genes aadE-Cc e ant(6)-la que conferem resisténcia a
estreptomicina. Nas estirpes com o fendtipo de resisténcia a ampicilina detetou-se a presenca
da blaOXA-193. Todas as estirpes foram suscetiveis ao ertapenemo e a gentamicina. Verifica-
se com estes dados genotipicos que os determinantes de resisténcia aos antibidticos
identificados em animais, foram os mesmos que circulam nas estirpes clinicas.

Os genomas de 6 estirpes MDR (CIP-ERI-TET-AMP) de C. coli de frangos e 2
estirpes MDR (CIP-ERI-TET) de C. coli de suinos isolados entre Novembro de 2022 a Mar¢o
de 2023 foram comparados com 6 estirpes com um perfil MDR (CIP-ERI-TET) de C. coli
isolados de humanos também no mesmo periodo entre Novembro de 2022 a Margo de 2023.
De acordo com os resultados obtidos pelo WGS, em frangos MDR foi identificado apenas o
ST832 e em suinos foram identificados os ST1624 e ST1109. Apenas dois STs coincidiram
com os STs ja identificados em humanos neste presente estudo: ST832 e ST1624. Os

resultados encontram-se resumidos na tabela 10.

Tabela 10. Descricdo dos determinantes genéticos de resisténcia em estirpes de

Campylobacter coli isoladas humanas e animais com um perfil de resisténcia MDR.

Determinantes de Resisténcia

Estirpe Origem ST CIP E TET AMP

C. coli Frangos 832 gyrA_2:p.T861 | 23S:9.2075A>G tet(O) blaOXA-193
C. coli Frangos 832 gyrA_2:p.T861 | 23S:9.2075A>G tet(O) blaOXA-193
C. coli Frangos 832 gyrA_2:p.T861 | 23S:9.2075A>G tet(O) blaOXA-193
C. coli Frangos 832 gyrA_2:p.T861 | 23S:9.2075A>G tet(O) blaOXA-193
C. coli Frangos 832 gyrA_2:p.T861 | 23S:9.2075A>G tet(O) blaOXA-193
C. coli Frangos 832 gyrA 2:p.T861 | 23S:9.2075A>G tet(O) blaOXA-193
C. coli Suinos 1624 gyrA 2:p.T86l Inu(C)* tet(0/32/0) -

C. coli Suinos 1109* gyrA_2:p.T861 | 23S:9.2075A>G tet(O) -

C. coli Humana 832 (n=10) gyrA_2:p.T861 | 23S:9.2075A>G tet(O) blaOXA-193
C. coli Humana 1624 (n=1) gyrA_2:p.T861 | 23S:9.2075A>G tet(O) -

*Né&o detetado em estirpes humanas.

1 Resisténcia a lincosamida.
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Anélises filogenéticas e detecao de clusters genéticos
Campylobacter jejuni

De modo a avaliar a existéncia de clusters genéticos que podem indicar surtos de
infecdes, foi realizada uma analise filogenética com base num esquema de wgMLST para as
54 estirpes do ST mais frequente, ST10846.

Considerando o cut-off de <4 distancias alélicas, foram observados 10 clusters
distintos, consistindo de > dois isolados por cluster (Figura 15). A maioria dos clusters (n=6)
foram menores, consistindo de apenas dois isolados clinicos, tendo-se observado apenas um
cluster maior, com 12 isolados (cluster 5).

De acordo com a data de colheita de amostra, a maioria dos clusters ocorreram
durante os finais da época de inverno e estendendo-se até a primavera, nos dois anos de
estudo e a maior concentracao de clusters ocorreu na regido Norte do pais.

Em relagéo ao cluster 5, de maior dimens&o, os dados indicam que estes isolados
circularam uniformemente nas regides de LVT e Norte do pais. Com base nestes dados,
pensa-se que possa ter ocorrido um surto ndo detetado pelo sistema de vigilancia.

O cluster 1 incluiu 6 isolados que de acordo com os dados demogréaficos recolhidos,
circularam nos dois anos do estudo, principalmente na regido Norte do pais, com a excepcao
de um isolado que foi colhido na regido de LVT. Pensa-se que tenha ocorrido um possivel
surto também néo detetado pelo sistema de vigilancia.

Dezassete isolados apresentaram uma distancia alélica maior em relacdo aos outros
isolados, ndo estando deste modo, relacionados geneticamente. Estes casos esporadicos
mostraram distrubui¢do uniforme em todo o pais, entre 0s meses de inverno e primavera, e

com maior concentracdo no ano de 2023.
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Figura 15. Relacdo genética entre 54 estirpes humanas de Campylobacter jejuni com o
ST10846, isoladas entre Janeiro de 2022 a Maio de 2023 em Portugal. A MST foi gerada
com base na diversidade alélica entre 722 genes partilhados entre os isolados validados. Cada
circulo representa um perfil alélico Unico, estando coloridos de acordo com os clusters
identificados. O tamanho de cada circulo é proporcional ao nimero de isolados que partilham
o mesmo perfil alélico (0 distancias alélicas). Os nimeros a cinzento em cada ramificacéo

representam distancias alélicas entre isolados.

Campylobacter coli

A analise da relacdo filogenética entre os isolados de C. coli foi feita também para o
ST mais frequente, neste caso 0 ST10042 (26 estirpes).

Considerando o cut-off de <3distancias alélicas, observou-se um cluster principal

(cluster 1), constituido por 17 isolados e outro menor (cluster 2) com apenas dois isolados.
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De acordo com a data de colheita de amostra, os dois clusters tiveram o seu pico de
ocorréncia nos meses de Maio e Agosto, circulando somente no ano de 2022 e ocorrendo na
regido de LVT.

O cluster 1 incluiu 17 isolados com distancias alélicas curtas entre eles, valores < 3,
indicando forte relacdo genética entre si. Além disso, verificou-se que seis desses isolados
exibiam 0 distancias alélicas entre si, apontando fortemente para uma fonte de infecdo
comum. De acordo com a data de colheita de amostra, estes 6 isolados foram colhidos em
Maio, Junho e Agosto, com pico neste ultimo més. Estes dados sugerem que tenha ocorrido
um surto ndo detetado naquela época, e que os isolados sejam originarios de uma mesma
fonte de infecéo.

O cluster 2 foi formado por dois isolados geneticamente idénticos entre si, com uma
distancia alélica zero observada. Os dois isolados foram colhidos entre finais de Agosto e
inicio de Setembro, na regido de LVT e Centro do pais.

Sete isolados apresentaram uma distancia alélica > 4 em relacdo aos outros isolados,
ndo estando deste modo, relacionados geneticamente. Estes casos esporadicos estiveram
distribuidos uniformemente entre as regides de LVT e Norte do pais, concentrando-se no ano

2022 e somente 1 caso esporadico em 2023 (Figura 16).

55



.@: MST-3x1.0
[l cluster_1[17)

[l cluster_2 [2)

[l singleton_1 (1)
[0 singleton_2 [1]
[l singleton_3 [1)
[l singleton_4 [1]
[l singleton_5 [1]
[l singleton_6 [1]
[l singleton_7 [1)

22
TV@OQ?»
22

10
c 22\?@
022 .

Cct

1
Cc‘%

Figura 16. Relacdo genética entre 26 estirpes humanas de Campylobacter coli com o
ST10042, isoladas entre Janeiro de 2022 e Maio de 2023 em Portugal. A MST foi gerada
com base na diversidade alélica entre 898 genes partilhados entre os isolados validados. Cada
circulo representa um perfil alélico Unico, estando coloridos de acordo com o cluster
identificado. O tamanho de cada circulo é proporcional ao nimero de isolados que partilham
o mesmo perfil alélico (0 distancias alélicas). Os nimeros a cinzento em cada ramificacéo

representam distancias alélicas entre isolados.
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6 Discussao

Até a presente data, este € o primeiro estudo em Portugal que fornece dados de
importancia cientifica sobre o uso das ferramentas do WGS para se implementar de forma
rotineira na vigilancia epidemioldgica de base laboratorial da campilobacteriose.

No presente estudo, C. jejuni foi a espécie que causou 0 maior nimero de infe¢des
em humanos (84,3%) em comparacdo com C.coli (15,7%). Estes dados reforcam o peso da
campilobacteriose causada por C. jejuni em Portugal. Resultados similares foram
encontrados ao nivel dos paises da UE entre 2017-2021 (ECDC, 2022) e 2022 (EFSA,
2022a).

Distribuicdo temporal de casos de infecdo por Campylobacter de 2009 a 2023

O numero de infe¢des por C. jejuni e C. coli reportados em Portugal variou ao longo
dos anos, havendo uma tendéncia de declinio no numero de infecfes entre 2017 a 2019 com
uma alta diminuicdo observada no ano de 2020, que coincide com o advento da pandemia da
COVID-19. Provavelmente, a diminuicdo de casos em 2020 esta relacionada com a situacédo
pandémica de COVID-19, que tera originado uma menor exposicdo a Campylobacter spp.,
logo menor numero de infe¢Bes. No entanto, no ano de 2021, o nimero de infe¢des voltou a
aumentar para niveis semelhantes aos anos anteriores (ECDC, 2022).

Ao contréario de Portugal, alguns paises como Bélgica, Finlandia, Hungria, Poldnia,
Eslovénia e Suécia observaram uma tendéncia de declinio acentuado no nimero de infecGes
por Campylobacter spp. no periodo de 2017-2021. Como causas do declinio reportado por
estes paises menciona-se a fraca afluéncia das pessoas com sintomas caracteristicos de
campilobacteriose na procura de cuidados de satde devido ao risco de exposi¢cdo ao SARS-
CoV-2 nas instalacfes sanitérias, realocacdo de recursos laboratorais e humanos para o
combate a pandemia da COVID-19 em detrimento de outras patologias, aumento dos
cuidados de higiene pessoal como a lavagem das méos e restricbes de circulacdo em
restaurantes (ECDC, 2022).

Relativamente a C. coli, entre 2012-2022 (excepto ano de 2020), o nimero de casos
registou um elevado aumento no ano de 2022 (n=81; 18,8%) em Portugal. Pensa-se que esse

aumento se tenha devido a ocorréncia de um surto causado por estirpes de C. coli com 0
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ST10042, observado por meio de andlises filogenéticas realizadas neste presente estudo com
base em dados gendémicos gerados pelo WGS. Este estudo permitiu pela primeira vez
perceber a dindmica de circulacao de clones e constituir uma justificacdo para o aumento de
casos. No geral da literatura, ndo estdo descritos surtos de campilobacteriose associados a
espécie C. coli. Este surto continua em investigacdo na URGI, tentando-se estabelecer
associacdo com casos internacionais deste ST. Por tudo isto, este trabalho chama a atengéo

para a importancia das infe¢oes por C. coli.

Distribuicdo de casos de infecdo por Campylobacter spp. de acordo com as
caracteristicas demogréficas, clinicas e sazonais

A distribuicao de casos de C. jejuni quanto a regido geografica de colheita de amostra
mostrou niveis altos na regido Norte do pais (42,8%) e casos de C. coli foram mais frequentes
na regido de LVT (41,6%) em relacdo as restantes regides do pais. O centro do pais foi a
regido com o menor nimero de casos de C. jejuni e C. coli, coincidente com o menor nimero
de hospitais pretencentes a rede de vigilancia. O nimero de casos de Campylobacter spp. é
influenciado pelo nimero de habitantes de cada regido, no entanto 0 maior nimero de casos
de C. coli em LVT é preocupante para a satde publica.

No presente estudo, as criangas com idades compreendidas entre 1-4 anos de idade
foram as mais afetadas pela campilobacteriose, tanto nas infecdes causadas por C. jejuni
como por C. coli. Apesar destes resultados ndo apresentarem significancia estatistica
(p=0.114), os mesmos estdo de acordo com a maioria dos paises da UE (ECDC, 2022; EFSA,
2022a) segundo o qual, criangas de menor idade sdo as mais acometidas por esta doenca.
Portugal também observou uma maior prevaléncia de campilobacteriose entre criangas com
1-4 anos de idade durante os anos de 2009 a 2021 segundo dados de um estudo retrospectivo
qgue visava conhecer as mudancas demograficas, variagdes sazonais e resisténcia
antimicrobiana em isolados de Campylobacter spp. (Duarte et al., 2023).

Uma revisdo retrospetiva de casos clinicos de doentes com campilobacteriose no
Servigo de Urgéncia Pediatrica de um hospital de nivel 1l reportou que o maior numero de
infecdes causada por Campylobacter spp. foi observada em criangas menores de 5 anos de
idade entre 2013-2017 (n=243; 55,1%) (Sa et al., 2022). Resultados do estudo de Lévesque
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et al., (2013) realizado no Canada, mostram achados similares aos encontrados no presente
estudo, no qual criangas menores de 4 anos foram mais afetadas por infe¢es por
Campylobacter spp. do que outros grupos etarios. Estes resultados fortalecem o
conhecimento que se tem de que a campilobacteriose € uma doenca pediatrica em paises
desenvolvidos. Por outro lado, também sugerem que sera este grupo etario que mais recorre
as urgéncias hospitalares por sintomatologia mais grave, sendo que os jovens ou adultos
poderdo ter uma doenca que cursa mais leve. No entanto, é relevante a taxa de infecdo nestes
grupos etarios de mais idade.

Uma associacdo estatisticamente significativa entre os individuos do género
masculino e as infegdes causadas por Campylobacter spp. foi observada no presente estudo
(p<0,001), demonstrando uma susceptibilidade aumentada dos homens a gastroenterite
causada por Campylobacter spp., em relacdo as mulheres. Estes resultados estdo em
concordancia com os descritos pela UE (ECDC, 2022; Duarte et al., 2023). Esta
vulnerabilidade por parte dos homens a infecdo por Campylobacter spp. foi também
comprovada por outros estudos que descrevem as diferencas entre género e sua relagdo com
as taxas de incidéncia de campilobacteriose, e a conclusdo que se chega é que a
predominancia da campilobacteriose no género masculino se deve as diferencas fisioldgicas
ou genéticas que os homens possuem em relacdo as mulheres e a maior exposi¢cdo ou
comportamentos de risco por parte dos homens (Strachan et al., 2008; Green et al., 2020).

Um dos sintomas caracteristicos da campilobacteriose € a diarreia com sangue e esta
caracteristica clinica foi também observada na maioria das infecdes tanto para C. jejuni e C.
coli no presente estudo (63%). Encontra-se descrito pela literatura que a diarreia com sangue
em casos de gastroenterite causada por Campylobacter spp. indica progressao da infe¢do no
tecido do colon e do recto com consequente inflamacdo e danos na mucosa (Vliet e Ketley,
2001). Pensa-se que a presenca do plasmideo pVir considerado marcador de infecéo invasiva
é a causa da diarreia com sangue em individuos com campilobacteriose (Tracz et al., 2005).
Em um estudo in vitro, o plasmideo pVir foi associado a adesao e invaséo de células epiteliais
intestinais em cultura (Bacon et al., 2000). Mais estudos sdo necessarios para comprovar
efetivamente a associagdo de pVir como responsével da severidade da gastroenterite causada

por Campylobacter spp.
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Segundo a informagdo contida nos inquéritos, a maioria dos casos de infecdo por
Campylobacter spp. foram casos esporadicos (203 de 208 casos) e uma pequena proporgao
de casos reportados estavam associados a surtos para C. coli (4 de 208 casos) (p<0.001). A
campilobacteriose na maioria dos paises europeus € uma doenca esporadica, pois é dificil
fazer uma associagéo entre alimentos e eventos coletivos de infegéo, no entanto o numero de
surtos notificados tém vindo a aumentar (EFSA, 2022a), e os dados de WGS poderéo ser
muito importantes para a identificacdo de surtos de campilobacteriose, que de outra maneira
passam completamente despercebidos. Esta mesma evidéncia foi demonstrada no presente
estudo, onde a analise filogética de dois STs, 0 ST10846 de C. jejuni e 0 ST10042 de C. coli,
mostrou a ocorréncia de fortes ligacdes genéticas entre diferentes isolados, altamente
sugestivo de surtos.

Variagdes sazonais foram observadas na infecdo por Campylobacter spp., onde no
geral, 0 aumento no nimero de infe¢des ocorreu no inicio do inverno até metade do verao.
Julho e Agosto, que sdo meses correspondentes ao verdo foram os meses marcados por um
acentuado aumento no numero de casos de C. coli, tendo sido um aumento estatisticamente
significativo durante esse periodo (p=0.008). Encontra-se comprovado pela literatura que em
muitos paises com clima temperado, a campilobacteriose causada por C. jejuni e C. coli esta
associada a epoca do verdo, onde se verificam as temperaturas mais altas (Nylen et al., 2002;
ECDC, 2022). Um estudo realizado com o objetivo de avaliar a sazonalidade da
campilobacteriose na Europa, desde 2008-2016, mostrou que alguns paises da UE como
Dinamarca, Suécia, Noruega e Finlandia apresentaram um pico acentuado no nimero de
infecdes entre os meses de Julho e Agosto, estando os resultados do presente estudo de acordo
com os reportados por Lake (Lake et al., 2019).

Os fatores que efetivamente contribuem para este pico sazonal ainda sédo
desconhecidos mas algumas explicacdes tém sido propostas como determinantes deste pico,
sdo eles: viagens devido a férias de verdo, maior consumo de carne por causa do aumento
dos churrascos de verdo, mudancas nos padrdes de colonizagdo bacteriana em frangos de
corte e mudancgas sazonais em atividades recreativas (Lake et al., 2019). O pico de inverno,
principalmente no més de Janeiro foi observado no presente estudo para C. jejuni. Na UE,

picos de inverno tém sido observados também no més de Janeiro nos tltimos 10 anos (EFSA,
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2023Db). Possivelmente o maior consumo de carne de aves durante a época festiva do Natal e
ano novo podem contribuir para a maior transmissdo de Campylobacter spp. (Bless et al.,
2017; Rosner et al., 2021).

Resisténcia antimicrobiana de Campylobacter spp.

A resisténcia antimicrobiana de Campylobacter spp. em humanos aos quatro
antibioticos considerados prioritarios pelo ECDC e utilizados no tratamento de infegdes
humanas: ciprofloxacina, tetraciclina, eritromicina e gentamicina foi mais alta em C. coli do
que em C. jejuni, para ciprofloxacina (C. jejuni: 93,7% vs C. coli: 98%) e tetraciclina (C.
jejuni: 64,1% vs C. coli: 92,1%). Mas a diferenga muito relevante foi observada para o
marcador da classe de antibidticos de primeira linha no tratamento, a eritromicina (C. jejuni:
1,6% vs C. coli: 29,7%). Esta tendéncia tem vindo a ser consistentemente reportada em
Portugal desde 2013, em que h& dados disponiveis de vigilancia (Duarte et al., 2023). Esta
resisténcia é muito preocupante, pois esta associada a perfis de multirresisténcia, e coloca em
causa o tratamento da campilobacteriose em doentes imunocomprometidos ou em criancas.
A boa noticia é que os dados do presente estudo parecem mostrar uma tendéncia de
decréscimo da resisténcia a eritromicina em C. coli, necessitando no entanto, de mais anos
de vigilancia para se perceber melhor.

Ao analisarmos a resisténcia combinada entre ciprofloxacina+tetraciclina,
ciprofloxacina+eritromicina, antibidticos extremamente importantes para o tratamento da
campilobacteriose, verificamos que a resisténcia combinada entre
ciprofloxacina+tetraciclina foi o perfil mais comum, em ambas as espécies. Os dados do
ultimo relatério da UE sobre a resisténcia antimicrobiana em bactérias zoonoéticas e
indicadoras em humanos e alguns outros estudos apontam também resultados similares aos
encontrados neste presente estudo (Schreyer et al., 2022; EFSA, 2023). No geral, Portugal é
0 pais da Europa a reportar consistentemente taxas mais altas de resisténcia, sobretudo a
ciprofloxacina+eritromicina em ambas as espécies, 0 que € muito preocupante (EFSA,
2023b).

Em alguns paises da Europa, incluindo Portugal, a prevaléncia de C. coli na producao

animal tem-se intensificado tanto quanto a prevaléncia de C. jejuni e uma vez que a
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campilobacteriose é uma doenga zoonotica, a presenca de estirpes resistentes principalmente
a ciprofloxacina e eritromicina na cadeia de producdo animal contribui para a emergéncia de
C. coli em infe¢bes humanas (Wieczorek e Osek, 2013; Schreyer et al., 2022; EFSA, 2023).
No entanto, se consideramos a aboli¢do da utilizacdo de antimicrobianos como promotores
de crescimento ou a limitacdo da sua utilizacdo para fins profilaticos e metafilaticos,
implementada hé varios anos, podemos considerar que a atual circulagdo de clones resistentes
é devida a propagacdo dos mesmos, por auséncia de impacto da resisténcia no fitness da
bactéria.

Como mencionado num dos capitulos anteriores, na Austrélia o uso da ciprofloxacina
ndo estava aprovado na producdo animal e é infrequentemente preescrito como antibidtico
para tratamento da diarreia, sendo a taxa de resisténcia rara, de cerca de 2% (Unicomb et al.,
2006).

A multiresisténcia em C. coli (26,7%) foi observada em um nivel preocupante no
presente estudo em relacdo a C. jejuni que foi baixa (1,6%). Resultados similares também
foram encontrados em outros paises europeus nos anos anteriores (EFSA, 2022b; EFSA,
2023). A explicagdo para esta diferenca pode estar no tipo de determinantes de resisténcia
associados, tal como explicado na seccédo seguinte da discusséo.

Com os resultados obtidos no presente estudo, recomenda-se assim a necessidade de
reforcar a vigilancia epidemioldgica de resisténcia aos antimicrobianos quer a nivel das
infecdes humanas, quer a nivel da cadeia de producdo animal, cada vez mais aplicando-se o
conceito One Health. Quanto aos B-lactdmicos, verificamos total susceptibilidade dos
isolados de Campylobacter spp. a amoxicilina+acido clavulanico no presente estudo. Apesar
de alguns poucos paises europeus terem relatado a ocorréncia de resisténcia em isolados de
Campylobacter spp. de humanos em 2021, os niveis de resisténcia continuam baixos, com
niveis médios em torno de 6,6% e 9,2% em isolados de C. jejuni e C. coli, respetivamente.
No entanto, Alemanha é o Unico pais que apresenta niveis altos de resisténcia a
amoxicilina+acido clavulanico em C. jejuni (41,9%) e C. coli (44%) ao nivel da UE, sem no
entanto haver explicacdo para tal (EFSA, 2023b). Serd necessério verificar se 0s
determinantes recentemente descritos para C. coli (uma mutagdo G57T na regido promotora

da blaOXA-61 e delecéo na regido promotora da p-lactamase blaOXA-61, na posi¢do A69)
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(Deforet et al., 2023) estdo presentes nestes isolados de C. coli, sendo que para C. jejuni séo
desconhecidos, e também que as bases de dados tais como, AMRFinderPlus, ResFinder e
CARD, sejam atualizadas para contemplarem ja estes novos determinantes, permitindo a sua
detecdo automatica.

Ao contréario de amoxicilina+écido clavulanico, resisténcia a ampicilina foi elevada
tanto para C. jejuni (76%) como para C. coli (81%). Comparando os niveis de resisténcia
entre estas duas penicilinas, observamos que a amoxicilina associada ao acido clavulanico
potencia a ac¢do bactericida do mesmo sendo que esta associacdo pode diminuir o niUmero
de estirpes resistentes as penicilinas.

Uma pequena percentagem de isolados de C. jejuni apresentaram suscetibilidade
reduzida ao ertapenemo (3,8%). Apesar de ser uma pequena percentagem, este resultado é
preocupante, uma vez que carbapenemos sdo usados na tratamento de casos severos de
campilobacteriose com estirpes multirresistentes, que tornam ineficaz o tratamento com os
antibidticos de primeira linha (Hakanen et al., 2003). A identificacdo de determinantes de
resisténcia nestas estirpes com suscetibilidade reduzida sera alvo de estudos futuros, e devera

incluir alvos como os genes que codificam bombas de efluxo (Nunes et al., 2023).

Evolucdo temporal da resisténcia aos antibiéticos em Campylobacter spp. de 2013 a
Maio de 2023

Ao analisarmos a evolucdo temporal da resisténcia aos antibioticos prioritarios
(ciprofloxacina, tetraciclina, eritromicina e gentamicina) em Campylobacter spp.,
verificamos leves flutuagfes nos niveis de resisténcia ao longo dos anos. Desde 2013,
Portugal tem observado altas taxas de resisténcia a ciprofloxacina e tetraciclina em
Campylobacter sp., sendo mais visivel em C. coli, sendo um dos paises europeus com
maiores niveis de resisténcia a estes antibioticos prioritarios, segundo dados dos ultimos
relatorios europeus sobre a resisténcia antimicrobiana em bactérias zoonoticas e indicadoras
em humanos (EFSA, 2021; EFSA, 2022b; EFSA, 2023).
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Resisténcia aos antibidticos: comparacdo entre fenotipo e gendtipo em Campylobacter
spp.

A genotipagem dos isolados de Campylobacter spp. pelo WGS mostrou que todos 0s
isolados fenotipicamente resistentes a ciprofloxacina, tetraciclina e eritromicina possuiam 0s
respetivos determinantes genéticos de resisténcia ja previamente relatados em outros estudos.

Todos os isolados de C. jejuni e C. coli fenotipicamente resistentes a ciprofloxacina
carreavam a mutacdo Thr86lle no gene gyrA, uma das subunidades da DNA girase,
conferindo um alto grau de resisténcia a ciprofloxacina. Num estudo conduzido pelo
Laboratorio de Sadde Publica da Irlanda, também foram encontrados resultados similares, no
qual todos os isolados com o fendétipo de resisténcia a ciprofloxacina continham a mutacéo
Thr86l1le no gene gyrA, havendo uma correlacdo boa entre fendtipo e gendtipo tal como no
presente estudo (Public Health Laboratory, 2019). Para além desta mutacdo, também foi
identificada a mutacdo D90ON em apenas um isolado de C. jejuni e um isolado de C. coli,
juntamente com a mutacdo mais comun. Esta mutacdo é pouco comum ndo sendo associada
aos niveis altos de resisténcia a ciprofloxacina (Wieczorek e Osek, 2013).

Uma total concordancia entre fen6tipo e gen6tipo também foi observada nos isolados
de Campylobacter spp. resistentes a eritromicina. Todos os isolados resistentes a eritromicina
tinham a mutacdo pontual A2075G na subunidade 23S do rRNA, (Gibreel et al., 2005; Payot
et al., 2006; Schreyer et al., 2022). No entanto, uma estirpe de C. coli continha o gene ermN
que foi responsavel por conferir resisténcia a eritromicina. O gene erm, que codifica para
uma Erythromycin-resistant methylase, foi originalmente reportado em bactérias de Gram-
positivo, sendo um dos principais mecanismos de resisténcia aos macrolidos nestas bactérias
(Pecheére, 2001). Este gene codifica para proteinas que metliam os residuos adenina nas
posicdes A2058/2059 na regido da peptidil transferase no dominio V do RNAr 23S. A
resultante alteragéo estrutural do rRNA previne a ligacdo dos macrolidos, permitindo que a
sintese proteica continue e que a estirpe seja resistente quer aos macrdlidos, quer as
lincosamidas e a estreptogramina B (grupo MLSB) (Leclercq, 2002). Estes genes podem
facilmente ser transmitidos por via horizontal para outros géneros bacterianos, incluindo de

Gram-negativo, como Campylobacter spp. (Florez-Cuadrado et al., 2017). Em C. coli, 0 gene
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ermB ja foi descrito como associado a resisténcia aos macrélidos, embora raramente (Wang
etal., 2014). Alguns estudos tém atribuido a presenca destes determinantes como justificacdo
para a taxa de resisténcia em C. coli ser superior a de C. jejuni. Por um lado, a presenca do
gene ermB apenas em C. coli potencia a tranferréncia horizontal deste gene em estirpes de
C. coli multiresistentes (Wang et al., 2014). No entanto em Portugal, este gene nunca foi
reportado e é raro na Europa (Elhadidy et al., 2019). J& 0 gene ermN, reportado pela primeira
vez em Portugal neste estudo, parece ser tambem ainda raro na Europa (Jehanne et al., 2021)
mas podera ser uma causa de disseminacdo da resisténcia aos macrélidos num futuro
préximo, exigindo uma vigilancia continua. Outra explicacdo para a diferenca entre espécies
é que a mutacdo que foi associada a resisténcia a eritromicina, 23S:9.2075A>G neste e
noutros estudos, tem um fitness cost inferior em C. coli do que em C. jejuni, tal como descrito
por Zeitouni et al., (2012).

Todos os isolados de Campylobacter spp. fenotipicamente resistentes a tetraciclina
continham o gene tet(O), sendo a correlacdo entre fendtipo e gendtipo totalmente concordante
e similar encontrados em outros estudos (Public Health Laboratory, 2019; Schreyer et al.,
2022).

Em relacdo a gentamicina, foi dentificado o gene apmA no unico isolado resistente a
este antibiotico, o que esta de acordo com um estudo anterior, relativo a espécie e raridade
desta mutagédo (Fabre et al., 2018), agora pela primeira vez descrita em Portugal. Outros
genes tais como: aadB, aadE-Cc, ant(6)-la, Inu(C) e aph(3’)-1ll que conferem resisténcia a
alguns antibioticos da classe dos aminoglicosideos, mas ndo testados neste estudo, foram
detetados. Estes dados apontam para uma grande diversidade de genes que conferem
resisténcia a esta classe de antibiéticos, o que pode impactar na sua facil disseminacao.

Quanto aos PB-lactamicos, uma elevada percentagem de isolados apresentaram
resisténcia fenotipica a ampicilina, quer de C. jejuni (76%) quer de C. coli (81%). Todas as
estirpes de Campylobacter spp. resistentes fenotipicamente a ampicilina continham genes bla
OXA, quer do tipo blaOXA-61 (C. jejuni: 0,9%), quer outras afins, como blaOXA-193 (C.
jejuni: 72,9% e C. coli: 69,3%). Contudo, estes genes também estavam presentes em estirpes

suscetiveis a ampicilina fenotipicamente.
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Segundo a literatura, niveis elevados de resisténcia a ampicilinaem C. jejuni tém sido
observados por todo 0 mundo e sabe-se hoje em dia que se deve a presenca do gene blaOXA-
61, entretanto, resultados contrarios foram encontrados neste presente estudo. A hipotese
para tentar explicar este resultado é que a resisténcia estd associada ndo a presenca destes
genes mas sim a uma mutacgdo especifica, transversdo G57T no promotor da blaOXA-61 ou
da 193 (Deforet et al., 2023), pelo que sendo assim, seria desejavel que esta mutacéo
constasse nos programas de analise, como o ResFinder.

Adicionalmente, os genes que codificam estas enzimas também foram detetados em
estirpes suscetiveis a ampicilina, pelo que é importante introduzir a mutagao no promotor nas
bases de dados, permitindo uma correta correlacdo fen6tipo/gendtipo. Uma outra hip6tese é
a possivel presenca de outros mecanismos que contribuem para a resisténcia a ampicilina
ainda desconhecidos pela comunidade cientifica (Sithole et al., 2021).

Relativamente ao carbapenemo ertapenemo, 0os mecanismos de resisténcia sdo ainda
pouco conhecidos, e também foram descritas poucas estirpes resistentes. Recentemente,
Nunes e colegas descreveram mutacGes no gene porA, gque codifica a porina major de C.
jejuni, PorA, em isolados de C. jejuni exibindo alto nivel de resisténcia aos carbapenemos,
tais como a insercdo do coddo GAC entre as posi¢Oes 417 e 418, resultando na insercao de
um residuo extra do aminoacido Asp, e a mutacdo nao sindnima G167A, que resulta na
substituicdo Gly56Asp (Nunes et al., 2023). No nosso estudo, estas mutagdes ndo foram
encontradas pelo que se torna necessario aprofundar este tema, com pesquisa noutros alvos

genéticos, como as bombas de efluxo.

Distribuicdo de ST em Campylobacter jejuni e Campylobacter coli

A diversidade genética encontrada no presente estudo diferencia-se do perfil de
MLST reportado em isolados humanos de Campylobacter spp. em outros paises (Sails et al.,
2003; Thakur et al., 2009; De Haan et al., 2010; Bravo et al., 2021; Audu et al., 2022).
Observou-se uma grande variedade de gendtipos de C. jejuni e C. coli a circularem em
Portugal, com um total de 66 perfis de ST diferentes em C. jejuni e 30 perfis de ST diferentes

em C. coli, respetivamente.

67



O ST10846 foi o mais frequentemente detetado em C. jejuni, representando 17,1%
de todas as estirpes desta espécie. A alta frequéncia do ST10846 no estudo foi inesperada e
€ preocupante, uma vez que desde a sua descoberta em 2020 até o ano de 2023 apenas foram
reportadas cinco estirpes de casos esporadicos de C. jejuni com este ST, no Luxemburgo e
Reino Unido, segundo os dados submetidos na base de dados PubMLST
(pubmist.org/campylobacter/). Torna-se necessario haver monitorizacdo da circulagdo deste
ST e de possiveis reservatorios e fontes de infecdo a nivel nacional, com o estudo de estirpes
de origem alimentar e animal, mais uma vez aplicando o conceito One Health.

Para C. jejuni, o segundo ST mais frequentemente detetado no estudo foi o ST50
(9,2%) e ndo o ST45 (apenas foi detetado numa estirpe) considerado o segundo mais
frequente em C. jejuni em alguns paises (Kovanen et al., 2014; Bravo et al., 2021). Outros
paises como Australia (Mickan et al., 2007), Bélgica (Habib et al., 2009), Finlandia (De Haan
et al., 2010), Lituania (Ramonaite et al., 2017) e Irlanda (Public Health Laboratory, 2019)
também encontraram o ST50 tanto em amostras humanas como em amostras de frango de
corte. Os ST122, ST354 e ST607 também ja foram detetados em estirpes isoladas de
humanos e animais em Portugal mas em menor propor¢édo (Duarte et al., 2014) e em outros
paises como a Estonia (Tedersoo et al., 2022). A presenca de STs encontrados em frangos de
corte indica que estes animais podem ser a principal fonte de contaminacgdo causadora de
campilobacteriose humana em Portugal. No entanto, esta associac¢ao carece de mais estudos,
tal como ja dito anteriormente.

Estirpes de C. coli apresentaram também uma alta diversidade de STs, mas com
predominio do ST10042, representando 25,7% de todas as estirpes de C. coli. Também este
ST € raramente reportado, segundo a base de dados do PUbMLST, sugerindo que a sua
circulacdo em casos humanos em Portugal estara ligada a uma fonte de contaminagdo em
Portugal. Num estudo conduzido pelo Laboratério de Saude Publica da Irlanda, também
foram encontrados resultados similares, com o ST10042 sendo o mais frequente (17,2%)
(Public Health Laboratory, 2019). O ST10042 também ja foi detetado em isolados de C. coli
de humanos em Luxemburgo, Espanha e Inglaterra, mas muito raramente, e de aguas
ambientais em Luxemburgo (1 isolado) segundo dados submetidos no PubMLST. O segundo

maior ST detetado foi 0 ST832 (9,9%), e 0 mesmo também foi detetado na Estonia em
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amostras humanas e de carne fresca de frangos de corte (Tedersoo et al., 2022), e noutros
paises da UE, segundo dados submetidos no PUbMLST. A ocorréncia dos ST832 e ST10042
tanto em estirpes de C. coli isolados de humanos, como em frangos e &guas ambientais, indica
que 0s mesmos podem ser potenciais reservatorios e/ou fontes de infecdo para o ser humano.
Os ST855, ST3017 e ST5659 também ja foram anteriormente reportados em estirpes de C.
coli isolados de humanos e animais em Portugal (Duarte et al., 2014).

Distribuicdo temporal e por dados demograficos dos STs mais prevalentes

A ocorréncia de 53,7% e de 57,1% de casos de gastroenterite em C. jejuni com 0
ST10846 e ST50, respetivamente de Janeiro-Maio 2023, ressalta a necessidade de uma
continua vigilancia para monitorizar o padrdo de circulacdo destes STs em Portugal. O
mesmo pode ser também inferido para C. coli, com especifica atencdo ao ST10042, que foi
maioritariamente observado no ano de 2022 (96,2%) indicando possivel surto disseminado
em Portugal.

A regido de LVT foi a regido de Portugal com a maior diversidade de STs tanto para
C. jejuni (45 STs diferentes) e C. coli (18 STs diferentes). Notou-se também que o0 ST10846
foi 0 mais predominante no Norte do pais e 0 ST10042 foi 0 mais predominante na regido de
LVT, apontando para fontes de infe¢do mais ao nivel regional. Estes dados mostram mais
uma vez a importancia da vigilancia por WGS, pois foi possivel detetar a predominancia de
alguns STs, sendo importante no futuro realizar estudos visando conhecer potenciais fontes
de infecdo caracteristicos destas regides que potenciam a transmissdo dos ST detetados no
estudo, particularmente dos ST10846 e ST10042 em Portugal, sempre apoiandos no conceito
One Health.

N&o houve diferencas significativas entre os STs detetados em isolados de C. jejuni
e C. coli em relacdo a faixa etaria ou género. Contudo, destaca-se que a frequéncia do
ST10846 (11 estirpes; 20,4%) e ST607 (11 estirpes; 47,8%) foi maior em criangas com idades
compreendidas entre 1-4 anos em comparagdo com outros STs, bem como os ST10846 (25
estirpes; 22,7%) e ST50 (17 estirpes; 13,3%) mais frequentes no género feminino em relacéo
ao género masculino. Relativamente a C. coli, também se destaca uma importante

observacao, no qual o ST10042 esteve maioritariamente disseminado em criancas na faixa
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etaria dos 1-4 anos de idade (9 estirpes; 34,6%) em comparacdo com os individuos de outras
idades, e ao contrario de C. jejuni, 0 ST10042, esteve mais disseminado no género masculino.
Estudos sobre a relacdo dos STs com a idade e 0 género devem ser conduzidos com vista a
perceber quais os fatores que contribuem para a maior predominancia dos STs em

determinadas idades e género.

Distribuicdo dos STs mais prevalentes de acordo com o perfil de susceptibilidade aos
antibioticos prioritarios

No presente estudo foi observada uma disseminacgdo de STs identificados em todos
os isolados de C. jejuni com um perfil de resisténcia a tetraciclina. O estudo de Habib et al.,
(2009) encontrou resultados relativamente concordantes, comparativamente ao ST354, no
qual todas as estirpes de C. jejuni com o ST354 isoladas de frangos eram resistentes a
tetraciclina. Informacdo sobre os outros STs associados ao perfil de susceptibilidade a
tetraciclina ainda é escassa. Estes resultados demonstram uma possivel disseminagdo de
clones de C. jejuni com o ST354 com alta resisténcia a tetraciclina em Portugal. Quanto a
eritromicina, mais estudos devem ser realizados para investigar a possivel relacdo dos ST883
e ST10622 com o perfil de resisténcia a eritromicina.

A disseminacdo de isolados de C. coli pertencentes ao complexo clonal ST828 com
perfil de resisténcia a ciprofloxacina no presente estudo também foi observada no estudo de
Stone et al., (2013), no qual algumas estirpes de C. coli pertencentes ao complexo clonal
ST828 exibiram um perfil de resisténcia a ciprofloxacina. O ST832 que faz parte do
complexo clonal ST828, esteve bem disseminado entre estirpes de C. coli resistentes a
eritromicina. Este resultado encontra-se parcialmente de acordo com os resultados dos
estudos de Thakur et al., (2009), no qual alguns STs diferentes dos detetados no presente
estudo, mas pertencentes ao complexo clonal ST828 estiveram disseminados em estirpes de
C. coli resistentes a eritromicina.

A disseminacdo de Campylobacter spp. entre os principais STs a circular em Portugal
e as resisténcias aos antibioticos permitiu perceber a dindmica de circulagdo de clones
resistentes. O melhor exemplo foi a diminui¢do da resisténcia a eritromicina em C. coli

observada no ano de 2022, devido a maior circulagdo do ST10042, suscetiveis a este
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antibiotico. Estes resultados reforcam a importancia da implementacdo de uma vigilancia
baseada em WGS em Portugal.

Comparacdo de dados genotipicos entre amostras humanas e animais

O perfil de MLST de estirpes animais MDR apresentou similaridades em relagéo ao
perfil de MLST de algumas estirpes humanas MDR no presente estudo (ST832 e ST1624).
Apesar do reduzido nimero de amostras estudadas, estes dados indicam que frangos e suinos
que sdo usados para 0 consumo humano sdo um potencial reservatorio e fonte de infecdo para
a campilobacteriose em Portugal, corroborando outros estudos (pubmlst.org/campylobacter/;
Tedersoo et al., 2022). Todas as estirpes de C. coli isoladas de frangos e suinos
multirresistentes apresentaram 0s mesmos determinantes de resisténcia aos respetivos
antibidticos encontrados em estirpes isoladas em humanos neste estudo.

Estes dados sugerem a transmisséo de estirpes de Campylobacter spp. resistentes dos
animais para humanos, através da alimentacdo. A existéncia de estirpes isoladas em animais
que exibem um perfil de resisténcia aos trés antibidticos, ciprofloxacina, eritromicina e
tetraciclina observado no estudo, reforca a necessidade de identificar fatores que contribuem
para a emergéncia e disseminacdo de bactérias multirresistentes e estabelecer estratégias de
controlo mais adequadas uma vez que grandes quantidades de carne de frango e de suinos
sdo consumidas em Portugal. Uma abordagem One Health que integre uma equipa
multidisciplinar constituida por autoridades de saude, setor pecudrio e inddstrias alimentares
€ necessaria, uma vez que a campilobacteriose é uma zoonose e niveis altos de resisténcia

aos antibidticos tém sido verificados ao longo dos anos.

Analises filogenéticas

As analises filogenéticas dos 54 isolados de C. jejuni mostraram uma tendéncia que
as infegbes por C. jejuni tém de formarem clusters e ndo casos esporadicos, com a
possibilidade de os mesmos causarem surtos. Observou-se também que a maioria dos clusters
continham entre 2-4 isolados cada (10 clusters). Este facto, pode desencadear eventualmente

0 surgimento de potenciais surtos. Esta tendéncia também foi observada num estudo
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conduzido na Dinamarca para detetar surtos C. jejuni ocorridos entre 2015-2017, usando as
ferramentas do WGS (Joensen et al., 2020).

No presente estudo, foi definido um cut-off de 4 alelos de diferenca para verificar a
formacéo de potenciais surtos, no entanto, verificou-se uma ligeira dispersdo dos isolados
que formaram clusters colhidos em meses diferentes e locais diferentes, bem como falta de
informacdo sobre possiveis fontes de infecdo, dificultando fazer uma ligagédo epidemioldgica
exaustiva sobre a ocorréncia de surtos. Porém, de acordo com o estudo acima citado, na
auséncia de informacéo epidemiologica, pode ser possivel inferir efetivamente a ocorréncia
de surtos somente usando este cut-off de 4 alelos de diferenca (Joensen et al., 2020).

Quanto a C. coli, o valor de cut-off de 3 alelos de diferenca indicou-nos clusters
formados e potenciais surtos ocorridos. Apesar de ndo haver um valor de cut-off estabelecido
para esta espécie, valores de cut-off baixos de distadncia genética permitem aumentar a
sensibilidade de detecéo de surtos e eliminar a possivel inclusdo nos clusters de casos ndo
relacionados epidemiologicamente e geneticamente (Besser et al., 2019).

Sendo assim, conclui-se que os valores de cut-off da distancia genética entre isolados
de Campylobacter spp. podem ser ferramentas muito Uteis para deteccdo de clusters e
definicdo de surtos usando WGS quando ndo se ha informagdo epidemioldgica robusta
(Besser et al., 2019; Joensen et al., 2020).

Com bases nos resultados filogenéticos, observou-se que alguns clusters de C. jejuni
e C. coli continham isolados geneticamente idénticos, partilhando nenhuma distancia alélica
no conjunto dos genes analisados, revelando uma possivel forte ligacdo epidemiolégica, bem
como uma fonte de infecdo comum. Este raciocinio esta de acordo com as interpretacdes de
Struelens, 1996 e Van Belkum et al., 2007, no qual isolados bacterianos que tenham sido
isolados em locais e periodos diferentes, mas que possuem semelhancas fenotipicas e
genotipicas idénticas entre si, provavelmente tenham uma origem comum.

O facto da maioria dos clusters terem ocorrido em 2022, indica que Portugal teve
surtos causados por C. jejuni e C. coli nesse periodo e que somente monitorizando o nimero
de casos clinicos notificados ndo é suficiente para detetar surtos em tempo real. Verifica-se

com estes resultados, a necessidade de se implementar o WGS em Portugal como importante
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ferramenta de rastreio de surtos de Campylobacter spp. e na investigacao de potenciais fontes
de infegéo.
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7 Concluséao

O presente estudo abordou a vigilancia das infe¢cbes humanas causadas por C. jejuni e C.
coli, com énfase na aplicacdo do WGS. Os resultados obtidos por meio da realizacdo deste
estudo sdo de grande importancia para compreender a epidemiologia, os padrdes de
resisténcia antimicrobiana e a diversidade genomica deste agente patogénico, que € o
principal agente da gastroenterite em Portugal e no mundo.

Ao longo dos anos, desde o inicio da vigilancia implementada em 2009 até ao final do
periodo deste estudo, Maio de 2023, Portugal apresentou variabilidade no nimero de infe¢des
em humanos por C. jejuni e C. coli, sendo que em todos os anos, C. jejuni foi o principal
causador da campilobacteriose em Portugal. No entanto, em 2022, o nimero de infe¢des por
C. coli atingiu a frequéncia mais alta em relacdo aos outros anos. Através da aplicacao do
WGS, denotamos gue este aumento esteve provavelmente relacionado com possiveis surtos
associados ao ST10042.

A distribuicdo da infecdo em Campylobacter spp. foi mais prevalente em criangas com
1-4 anos de idade, e o género masculino esteve fortemente associado a infecdo por
Campylobacter spp. Picos no numero de infecdes por Campylobacter spp. ocorreram nos
meses de inverno, primavera e verdo. Estes resultados epidemiolégicos reforcam a
necessidade de se criarem estratégias eficazes de prevencdo e controlo contra as infe¢des por
Campylobacter spp. considerando as variaveis criticas.

Os resultados sobre a resisténcia antimicrobiana de Campylobacter spp. em humanos
revelam uma disseminagdo preocupante de estirpes resistentes a ciprofloxacina, tetraciclina
e eritromicina, com principal foco em C. coli, comprometendo a eficicia dos tratamentos
convencionais. O conhecimento dos determinantes genéticos da resisténcia antimicrobiana
bem como da dindmica de circulacdo dos clones resistentes, evidenciado pelo uso do WGS,
pode fornecer informacdes relevantes para o desenvolvimento de estratégias preventivas e
terapéuticas.

Para além da identificacio minuciosa dos determinantes de resisténcia aos
antibioticos, uma das contribuicdes significativas deste estudo foi a capacidade de

caracterizar a diversidade genética de Campylobacter spp. circulante em Portugal atraves das
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ferramentas do WGS, dados que ndo poderiam ser conhecidos apenas usando os métodos de
tipagem convencionais. Aliada a essa extensa caracterizacdo genética de estirpes de
Campylobacter spp., alguns gendtipos tais como o ST883 e o ST10622 estiveram
disseminados em estirpes de C. jejuni com um perfil de MDR e de resisténcia a eritromicina
e 0 ST832 do complexo clonal ST828 esteve disseminado em estirpes de C. coli com um
perfil de resisténcia a eritromicina.

As analises filogenéticas dos STs mais prevalentes para C. jejuni e C. coli, ST10846
e ST10042, respetivamente, demonstraram que algumas estirpes estiveram agrupadas em
clusters pequenos e de maiores dimens@es, sugerindo possiveis surtos, que seria necessario
confirmar com investigacdes epidemioldgicas por parte das autoridades de saude. Alguns
clusters destes STs continham isolados muito proximos geneticamente, indicando uma
possivel origem comum. Informacdo epidemioldgica robusta é necessaria para identificar
potenciais fontes de contaminagdo com vista a auxiliar na identificacdo e controlo de surtos
e deste modo implementar medidas de prevencao e controlo especificas. Aqui a investigacdo
com base no conceito One Health, incluindo isolados humanos, animais, alimentares e
ambientais é crucial para estas investigacoes.

Em concluséo, os dados obtidos e gerados neste estudo mostram a relevancia de uma
vigilancia laboratorial com base em dados de WGS, que permitiu inferir fenotipos de
resisténcia com grande acuidade, detetar novos determinantes de resisténcia, perceber a
diversidade genética e dinamica de circulacdo de diferentes gendtipos, incluindo de clones
multiresistentes, e ainda detetar surtos de infec@es, constituindo uma ferramenta poderosa
para a vigilancia da campilobacterisoe e da resisténcia antimicrobiana de Campylobacter spp.

em Portugal, a fim de orientar intervengdes em salde publica.
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