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RESUMO

Durante os ultimos anos, tem ocorrido um aumento significativo do nimero de casos
de intoxicagao alimentar nas pessoas causado por Campylobacter spp. O leite cru, ao lado da
carne de aves, é considerado a causa mais frequente de intoxicagao alimentar causada pela
bactéria em questao, embora nao seja sempre possivel isolar as células de Campylobacter spp.
do leite contaminado. Muito provavelmente esta dificuldade é causada pela baixa
concentragao deste agente patogénico no leite. Contudo, mesmo uma baixa concentragao
representa um risco para a saude humana. O presente trabalho teve como objetivo
determinar a ocorréncia de Campylobacter spp. em exploragoes leiteiras na regiao norte de
Portugal.

Foram realizados dois estudos para estimar a ocorréncia e as vias de transmissao de
Campylobacter spp. Durante um periodo de | ano (outubro de 2020 a setembro de 2021),
um total de 249 amostras de leite cru, agua, alimentagao de bovino e fezes foram colhidas.
Em exploragoes leiteiras situadas em quatro concelhos da regiao norte, Barcelos, Famalicao,
Trofa e Vila do Conde. A detegao, confirmagao e identificagao de Campylobacter spp. foram
realizadas através do método de PCR em tempo real e da metodologia ISO. Para o primeiro
estudo, 100 exploragoes leiteiras foram selecionadas e como amostra combinada, foram
colhidas 100 amostras de leite do tanque de refrigeragcao. A ocorréncia de Campylobacter
spp. correspondeu a 4,0%. Para o segundo estudo, sete exploragoes foram visitadas em trés
alturas do ano. As amostras fecais demonstraram uma percentagem de ocorréncia de
contaminagao de 4,2%. Todas as ocorréncias sucederam nos meses de verido. Foi feita a
pesquisa de C. jejuni, C. coli e C. lari, contudo C. jejuni foi documentada como a Unica espécie
encontrada.

Os resultados demonstraram que o leite cru amostrado em Portugal, como noutros
paises, contém inevitavelmente este agente patogénico e, por conseguinte, um controlo por

pasteurizagao ou equivalente no tratamento do leite cru continua a ser primordial.

Palavras-chave: Campylobacter spp.; exploragao leiteira; leite cru; ocorréncia; PCR em

tempo real.



ABSTRACT

During the last few years, a huge increase in the number of cases of food poisoning in
people caused by Campylobacter spp. has occurred. Raw milk, next to poultry meat, is considered
the most frequent cause of food poisoning caused by this bacteria, although it is not always possible
to isolate Campylobacter spp. cells from contaminated milk. Most likely this difficulty is caused by
the low concentration of this pathogen in milk. However, even a low concentration represents a risk
to human health. The present study aimed to determine the occurrence of Campylobacter spp. in
dairy farms in the northern region of Portugal.

Two studies were conducted to estimate the occurrence and transmission routes of
Campylobacter spp. isolates. Over a |-year period (October 2020 to September 2021), a total of
249 samples of raw milk, water, cattle feed and feces were collected. The samples were collected
from farms located in four counties in the northern region, Barcelos, Famalicdo, Trofa and Vila do
Conde. Detection, confirmation and identification of Campylobacter spp. were performed using the
real-time PCR method and ISO methodology. For the first study, 100 dairy farms were selected and
100 milk samples were collected as pooled sample. The occurrence of Campylobacter spp. was
listed as 4.0%. For the second study, seven farms were visited at three times of the year. The fecal
samples showed an occurrence percentage of contamination of 4.2%. All occurrences were in the
summer months. C. jejuni, C. coli and C. lari were tested for, but C. jejuni was documented as the
only species found.

The results showed that raw milk sampled in Portugal, as in other countries, inevitably
contains this pathogen and therefore control by pasteurization or equivalent treatment of raw milk

remains paramount.

Keywords: Campylobacter spp.; dairy farm; raw milk; occurrence; real time PCR.
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CAPITULO |
INTRODUCAO




1.1 Esboco da dissertacao

Esta dissertacao esta repartida em 7 capitulos. Este primeiro capitulo consiste numa
breve contextualizagao do tema abordado nesta dissertagao e define os objetivos iniciais
propostos para este projeto.

No segundo capitulo, é apresentado o estado da arte em relagio as doencas
transmitidas por alimentos. Também ¢é realizada uma revisao do género Campylobacter spp.,
onde sao abordados varios aspetos relacionados a dados epidemiologicos, vias de
transmissao, e métodos de detegao. Neste capitulo, sao referidos os principais meios de
detecao, bem como os métodos de isolamento e ainda nos testes que devem ser realizados
para a correta pesquisa, identificagao e confirmagao de Campylobacter spp. de acordo com
procedimentos normalizados.

O terceiro capitulo aborda os principais objetivos propostos para esta dissertagao, a
detecdao e confirmacao de Campylobacter spp. nas amostras recolhidas e a identificagao das
espécies. E ainda abordado um ensaio interlaboratorial organizado pelo laboratorial Europeu
de Referéncia de Campylobacter (EURL-Campylobacter), realizado durante o decorrer deste
projeto, para a validagao de um método de PCR para a confirmagiao e identificacio de
Campylobacter spp. Neste capitulo, sao apresentados o material e os métodos utilizados para
atingir todos os objetivos.

No quarto capitulo sao apresentados os resultados obtidos do trabalho laboratorial
referido no terceiro capitulo e uma breve discussao dos mesmos.

No sexto capitulo, sao descritas as conclusoes dos resultados obtidos nos trabalhos
laboratoriais referidos no quarto capitulo e possiveis futuros trabalhos relacionados com o
tema.

O sétimo capitulo abarca as referéncias bibliograficas onde se baseia a componente

cientifica que tem por base esta dissertagao.

1.2 Contexto

As doencas alimentares constituem um grave problema de saldde publica e um
obstaculo significativo ao desenvolvimento socioeconémico por todo o mundo. Durante
muitos anos, o peso das doencas alimentares tem sido subestimado devido a subnotificagao
e a dificuldade de estabelecer relagoes causais entre a contaminagao dos alimentos e a
consequente doenga ou morte. A Organizacio Mundial de Saide (OMS) estima que quase

uma em cada dez pessoas em todo o mundo adoega depois de comer alimentos



contaminados, causando mais de 420.000 mortes. Tipicamente, estes agentes sao infeciosos
ou toxicos na natureza e podem ser causados por bactérias, virus, parasitas ou substancias
quimicas que entram no corpo através de alimentos ou agua contaminados. Mais de 250
doengas alimentares diferentes foram descritas, no entanto Norovirus, Salmonella spp. e

Campylobacter spp. estao entre os agentes patogénicos alimentares mais comuns.

A medida que ha um aumento da populagio mundial, também tem de ser
intensificada a industrializacao da agricultura e da producao animal para conseguir responder
ao aumento que a procura de alimentos criou. Este facto acarreta inUmeros desafios para a
seguranga alimentar. Para além das consequéncias para a salde publica, o potencial impacto
de um unico evento de uma doencga alimentar numa empresa ligada a alimentos pode ser
devastador. Por consequéncia, para proteger os consumidores e os produtores, foram
adotadas varias abordagens integradas em termos de seguranga alimentar tais como a
iniciativa “farm to fork”. No entanto, a industria alimentar é muito complexa e a
contaminagao pode ocorrer em qualquer ponto da cadeia de produgao - durante a
produgao, transformagao, distribuicdo ou preparagao - o que torna o controlo dos

patogénicos uma tarefa dificil mesmo com programas de seguranca rigorosos.

1.3. Objetivos

Sabendo que mais de 200 doengas sao causadas pela ingestio de alimentos
contaminados com bactérias, mas que sao subnotificados e que Campylobacter spp. esta entre
os agentes patogénicos alimentares mais comuns, o presente projeto pretende realizar dois

estudos.

O primeiro estudo, prende-se com a analise epidemiologica de Campylobacter spp. em
leite cru, recolhido em exploragoes leiteiras da regiao norte de Portugal.

O segundo estudo pretende compreender o possivel impacto da sazonalidade na
epidemiologia de Campylobacter spp. em amostras de exploragoes leiteiras e as possiveis vias
de contaminagiao dentro da proépria exploragao. Neste estudo os objetivos sao a recolha
diversas amostras de exploragoes leiteiras da regiao norte de Portugal. A determinagao da
ocorréncia de Campylobacter spp. e identificacao das espécies encontradas e estabelecer as
rotas de transmissio e retirar conclusoes referentes ao ciclo de contaminagao das

exploragoes leiteiras da regiao norte de Portugal.
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2.1 Doencgas transmitidas por alimentos

As doengas alimentares tém sido um tema importante para todas as sociedades desde
o inicio da humanidade. Embora os tipos e consequéncias destas doengas tenham mudado ao
longo dos tempos, continuam a ser um problema crescente de saude publica em todo o
mundo e, consequentemente, uma grande preocupa¢io da comunidade internacional .

Além da sua 6bvia implicagao na saude humana, o impacto potencial dos surtos de
doengas alimentares num negoécio alimentar pode ser devastador e desencadear um alarme
social que pode ser muito dificil de controlar, resultando em perdas economicas e de
reputagio inimagindveis para a empresa >. Embora a andlise econémica dos custos
relacionados com a seguranca alimentar tenha demonstrado que é muito mais barato para
um produtor investir na prevencao de eventos de surtos alimentares do que lidar com um
surto, a enorme pressao sobre as empresas de alimentos para serem competitivas a nivel
global pode, por vezes, resultar numa atitude descontraida em relagao ao controlo da
seguranga alimentar °.

Por estas razoes, varias agéncias globais separadas, como a OMS e a Organizagao das
Nagoes Unidas para a Alimentagao e Agricultura (FAO), bem como agéncias regionais como
a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) e o Centro Europeu de
Prevencao e Controlo de Doencas (ECDC), tém programas para apoiar a analise de riscos e
seguranga alimentar. As primeiras estimativas da carga global e regional de doencas
transmitidas por alimentos, publicadas pela OMS em dezembro de 2015, mostram que a
carga é significativa por todo o mundo. Este relatorio apresenta dados para a comunidade
europeia da OMS. Todos os anos, mais de 23 milhoes de pessoas adoecem pela ingestao de
alimentos contaminados, resultando em 5000 mortes e em mais de 400000 anos de vida
ajustados por incapacidade. As causas mais frequentes de doengas diarreicas transmitidas por
alimentos sao o Norovirus seguido por Campylobacter spp. e Salmonella nio tifoide *.

Segundo o relatério de zoonoses elaborado pela EFSA e o ECDC em 2021, onde sao
reportadas |3 zoonoses (Figura |), a campilobacteriose tem sido a zoonose mais relatada,
desde 2005, representando 50% de todos os casos reportados. A campilobacteriose foi
seguida por outras doengas bacterianas, salmonelose, infecoes STEC e yersiniose, contudo
continua a ser a mais frequentemente relatada. A gravidade das doencas foi analisada com

base na hospitalizagao e no resultado dos casos reportados (Tabela I) >.
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Tabela | Hospitalizagées relatadas e casos fatais devido a zoonoses em casos humanos confirmados na UE, 2019

N° de casos C?sos Mortes .
Zoonose humanos hospitalares reportadas Mortalidade (%)
confirmados reportados
Campilobacteriose 220,682 20,432 47 0.03
Salmonelose 87,923 16,628 140 0.22
Infegbes STEC 7,775 1,100 10 0.21
Yersiniose 6,961 648 2 0.05
Listeriose 2,621 1,234 300 17.6
Tularaemia 1,280 149 I 0.36
Equinococose 739 109 2 0.86
Febre Q 950 NA 4 0.63
Infegio do virus do Nilo 443 347 52 11.8
Brucelose 310 98 2 1.75
Triquinelose 96 6 I 4.20
Raiva 4 NA 3 100.0

A maioria dos Estados-Membros (EM) da Uniao Europeia (UE) reportou um aumento

das taxas de notificagao dos casos de Campylobacter em 2015, com quase metade a reportar

aumentos significativos desde 2008. Dos casos relatados de campilobacteriose na UE que

forneceram informagoes sobre a espécie, 81,0% foram causados por C. jejuni, 8,4%



por C. coli, 0,2% por C. fetus, 0,1% por C. lari e 0,09% por C. upsdliensis. Outras espécies de
Campylobacter foram responsaveis pelos restantes 10,3%, mas a grande maioria desses casos
foi reportada como "C. jejuni / C. coli / C. lari" nao diferenciado ’.

Embora a notificagao seja exigida na maioria dos Estados Membros (EM) (Portugal
reportou dados de campilobacteriose pela primeira vez em 2015), nao existe atualmente
qualquer vigilancia obrigatéria de Campylobacter na UE para alimentos. Com este sistema de
vigilancia inadequado, a ameaga de campilobacteriose tornar-se-a um problema ainda maior
para a sociedade se nao forem tomadas medidas. Por conseguinte, a vigilancia e a constante
avaliagoes dos géneros alimenticios sao uma pratica prioritaria para a maioria dos retalhistas,
empresas relacionadas com os alimentos ou autoridades de saude publica, a fim de prevenir

a libertagdo e a propagagdo de produtos contaminados no mercado alimentar °.

2.2 O Género Campylobacter

Do ponto de vista histérico, o género Campylobacter foi descrito pela primeira vez a 2
de fevereiro de 1906 por John McFadyean e Stewart Stockman quando estes descrevem a
presenca de “grande nimero de um organismo peculiar” no muco uterino de uma ovelha
gravida °. Contudo, acredita-se que o primeiro relato deste organismo tenha sido em 1886,
quando Theodore Escherich observou e descreveu bactérias em forma de espiral nao
cultivaveis que foram encontradas no coélon de criangas com uma doenga entérica chamada
“célera infantil”. A primeira cultura bem-sucedida de Campylobacter, foi de abortos ovinos,
realizada por McFadyean e Stockman em 1913 '°. Mais tarde, em 1927, Theobold Smith e
Marion Orcutt descobriram um grupo de bactérias semelhantes a Vibrio em fezes de bovinos
com diarreia e, em 1931, Jones e os seus colegas de trabalho demonstraram a relagao entre
os Vibrios microaerofilicos e a disenteria bovina, e o organismo foi eventualmente chamado
Vibrio jejuni ''. Em 1944, Doyle isolou um organismo Vibrio diferente das fezes de porcos com
diarreia e classificou-o como Vibrio coli '*. J4 em 1963, Seabald e Vernon propuseram o
género Campylobacter distinguindo-o do género Vibrio com base na sua baixa composicao de
guanina e citosina (GC), metabolismo nao fermentativo e suas necessidades de crescimento

microaerofilico '*i ',



A familia Campylobacteraceae é um grupo diversificado de bactérias patogénicas,
comensais Gram negativas, atualmente composta por 3 géneros: Campylobacter, Arcobacter e

*. O primeiro caso bem documentado de infe¢gdo humana causada por

Sulfurospirillum
Campylobacter ocorreu em 1938 quando um surto de diarreia foi transmitido pelo leite que
infetou 355 utentes de duas instituicdes prisionais nos Estado Unidos da América (EUA) '.
Desde o seu inicio, o género Campylobacter passou por grandes mudangas e algumas partes
da estrutura taxondomica atual ainda permanecem um assunto controverso. Mais

recentemente, 35 espécies foram descritas (Tabela 2).

Tabela 2 Fontes relatadas para os membros do género Campylobacter- Parte |

C. canadensis

C. coli

C concisus
C. corcagiensis
C. cryaerophilus
C. cuniculorum
C. curvus
C. fetus
C. geochelonis
C. gracilis
C. helveticus
C. hepaticus
C. hominis
C. hyointestinalis
C. iguaniorum
C. insulaenigrae
C. jejuni
C. lanienae
C. lari
C. mucosalis

C. novaezeelandiae

C. ornithocola

Bovinos, frango, cachorro, pato, cabra, macaco, porco, gaivota, ovelha,
humano

Bovinos, caes, humanos
Macaco de cauda de ledo
Bovinos, suinos

Coelhos

Cies, humanos

Bovinos, humanos, ovelhas
Tartaruga de Hermann

Cies, humanos

Cies, gatos, humanos

Frango

Humanos

Bovinos, caes, hamsteres, humanos, ovelhas, renas, suinos, veados
Répteis

Cetaceos, humanos, pinipedes
Bovinos, frango

Bovinos, humanos, ovinos, suinos

Cies, frangos, gaivotas, gatos, ostras
Caes, humanos, suinos
Aves

Aves selvagens

Espécies e subespécies Fontes Referéncia
C. armoricus Agua, humanos 17
C avium Frango, peru 8
C. blaseri Focas 19
Grus

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

21

36

37

38

39

40
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Tabela 3 Hospedeiros relatados para os membros do género Campylobacter- Parte I

Espécies e subespécies Fontes Referéncia
C. peloridis Marisco 4l
C. pinnipediorum Ledo-marinho “
C. portucalensis Touros 4
C. rectus Cies, humanos 26
C. showae Cies, humanos “
C. sputorum Bovinos, caes, humanos, ovelhas, suinos 21
C. subantarcticus Pinguins +
C. upsaliensis Cies, gatos, humanos “
C. ureolyticus Bovinos, cavalos, humanos 4
C. volucris Gaivotas de cabega preta, humanos 48

As bactérias pertencentes ao género Campylobacter sao bacilos Gram negativos,
delgados e curvos ou helicoidais (Figura 2). Tém entre 0,2 - 0,9 um de largura e 0,5 - 5,0 um
de comprimento e sao moéveis por meio de um unico flagelo polar nao revestido numa
extremidade ou um flagelo em cada extremidade (Figura 3), exceto C. gracilis e C. hominis que

®. Tipicamente, as bactérias

sao nao moveis e C. showae que possui multiplos flagelos
Campylobacter tém um baixo teor de G+C (29 - 47 mol%) ". A maioria das espécies sio
possuidoras da enzima citocromo-oxidase e da catalase, nao possuem a enzima urease e
exibem resisténcia a cefoperazona e as fluoroquinolonas, normalmente usadas para tratar
doencas humanas *°. Em culturas antigas, ou culturas expostas a condigdes de crescimento

desfavoraveis, as células de Campylobacter, podem mudar para formas esféricas ou de cocos e

formar células viaveis mas niao cultivaveis (CYNC) (Figura 4) ".

Figura 2 Imagem de microscépio Figura 3 Imagem de microscépio Figura 4 Imagem de microscépio elétrico de CVNC

49 PR
elétrico de C. jejuni 49 elétrico de C. concisus C. jejuni



As espécies C. jejuni, C. coli e C. lari sao denominadas de Campylobacter termdfilos,
visto que crescem numa faixa de temperatura, que varia entre 30 °C e 47 °C, com uma
temperatura 6tima de 42 °C. Estes microrganismos sao altamente sensiveis ao sal, sendo
esta sensibilidade varidavel em fungao da temperatura. Sao também bastante sensiveis a
desidratacao e a valores de pH acido, crescendo na faixa de pH entre 5,5 - 8,0, com valor
étimo préximo do neutro (6,5 - 7,5) °'.

Embora varias espécies de Campylobacter sejam ubiquitarias, algumas como C. jejuni, C.
coli e C. lari sao isoladas frequentemente a partir de casos de gastrenterite humana, sendo C.

jejuni a principal espécie associada as doencas de transmissao alimentar .

2.2.1 Crescimento e caracteristicas de sobrevivéncia

A fonte de energia utilizada por estas bactérias é derivada de aminoacidos ou de
intermediarios do ciclo de Krebs, ao contrario dos hidratos de carbono que nao sao
utilizados. Ainda que o oxigénio seja necessario para a respiragao, as espécies de
Campylobacter sao microaerofilicas fastidiosas, sendo o seu crescimento reduzido em
condi¢oes de aerobiose e seja nulo em condicoes de anaerobiose. O crescimento ideal
ocorre em atmosferas microerobias geralmente compreendendo 5% de oxigénio, 10% de
diéxido de carbono e 85% de azoto *°.

Para além das espécies termotolerantes que tém uma temperatura otima de
crescimento de 42 °C, o que reduz a capacidade destas bactérias para desenvolverem
hospedeiros externos durante o processamento e armazenamento de alimentos, também
outras espécies com temperatura otima de crescimento na faixa dos 30 — 37 °C foram
descritas como possiveis causadores de doengas em humanos ' **,

O congelamento e o descongelamento também afetam negativamente o crescimento
de Campylobacter spp. Em culturas puras, estas bactérias sao normalmente inativadas por
armazenamento através da congelagdo a -15 °C durante 3 dias, contudo, o congelamento

nio elimina o agente patogénico dos alimentos anteriormente contaminados *°.

2.2.2 Patogénese

Os mecanismos exatos da patogénese de Campylobacter spp. ainda nao sao

* %7 Sdo varios os requisitos de patogenicidade, conhecidos

completamente conhecidos
como fatores de viruléncia, que foram identificados, que abrangem flagelos para mobilidade,

fatores de adesdo e invasdo e a capacidade de excretar toxinas *°.



Os flagelos desempenham um papel fulcral na colonizagao do intestino delgado e
colon dos seres humanos * . A inflamagio celular no intestino é provocada pela fase de
invasao, que é seguida por uma reducao na capacidade de absorcao de nutrientes do
intestino *'. O primeiro local de colonizagio em humanos é o intestino delgado e parece que
a viruléncia da bactéria e a imunidade do hospedeiro tém um papel importante na
determinagio da gravidade da doenca .

As manifestac¢oes clinicas de infe¢oes de Campylobacter sao muitas vezes impossiveis
de diferenciar das infecoes causadas por Shigella e Salmonella . O principal sintoma desta

6 Ao contrario de outras doencas

caracteriza-se por diarreia aguda, mas autolimitada
bacterianas causadoras de diarreia, o microrganismo é frequentemente isolado das fezes
semanas apos o episodio, com tempos médios de excregao relatados apos a diarreia de até
14 dias * ° . Biologicamente, existem dados cientificos para acreditar que a infegio
por Campylobacter pode ter um impacto duradouro no crescimento infantil. Além de
sequelas no sistema imunitario de longo prazo mais raras, incluindo artrite reativa e
sindrome de Guillain-Barré, Campylobacter € um fator de risco para sindrome inflamatoria
pés-infeciosa do intestino e, mais controversamente, doenca inflamatéria intestinal * ¢ ¢.
Esta também descrito que a campilobacteriose afeta a integridade da barreira epitelial,

sugerindo que a excregao prolongada pode estar associada a lesoes persistentes na mucosa

71

2.2.3 Campilobacteriose: epidemiologia

Com base nos Relatorios de Zoonoses da Comunidade da EFSA, a campilobacteriose

€ a zoonose mais comumente relatada desde 2005. Em 2005, Campylobacter tornou-se a

principal causa de doenca zoondtica em humanos, com 197363 casos confirmados °.

Contudo, foi apenas a partir de 2008 que os dados comegaram a preocupar as instituigoes
da autoridade alimentar, quando 212064 casos de campilobacteriose humana foram

7

notificados na UE 7> Quando comparados com os dados de 2015 (220,682 casos

confirmados), observou-se um aumento de cerca de 4% no numero de casos °.
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Figura 5 Taxas de campilobacteriose por 100000 habitantes na UE, por pais, em 2019 6

Nao obstante, acredita-se que muitos mais casos permanegam sem diagnostico/nao
notificados, subestimando o numero real de casos de campilobacteriose por todo o mundo.
So6 na UE, estima-se que os cerca de 200000 casos notificados por ano podem ser traduzidos
em nao menos de dois milhdes e possivelmente até em 20 milhdes de casos por ano ©.
Referente aos paises em desenvolvimento, relatérios precisos sao ainda mais dificeis de
obter, tornando ainda mais ardua a avaliacio da verdadeira incidéncia mundial de
gastroenterites causadas por Campylobacter spp .

Alguns dos estudos dos casos de campilobacteriose nao parecem ter preferéncia
racial, mas alguns estudos revelam que estes organismos sao isolados com maior frequéncia
no género masculino do que no género feminino. No entanto, parece que quando apenas os
casos com sintomas graves mais imediatos sao considerados, as mulheres podem estar em
maior risco. As razdes para isso sao desconhecidas, mas provavelmente sio fisiologicas .

Apesar das infecoes poderem ocorrer em todas as faixas etdrias, nos paises em
desenvolvimento os casos de campilobacteriose sao mais comuns nos primeiros 5 anos de
vida, enquanto que nos paises desenvolvidos, os estudos apresentam um pico de incidéncia

em criangas menores de um ano e em pessoas com idade entre os |5 e 29 anos "



E ainda interessante assinalar que os dados de campilobacteriose entre 2015 e 2019
mostram uma variagao sazonal clara de casos confirmados de campilobacteriose relatados na
UE com picos acentuados nos meses de verdo (Figura 6) . Embora as razdes para a
sazonalidade de Campylobacter nao sejam ainda bem compreendidas, fatores como o
aumento de potenciais reservatorios, comportamento humano e clima mais quente sao
usados como possiveis explicagdes . No entanto, a maioria dos casos ocorre como eventos
pontuais isolados, nao como parte de surtos notorios. Na verdade, os surtos relatados de
campilobacteriose transmitidos por alimentos sao limitados. Em 2019, os surtos confirmados
na UE constituiram apenas 0,6% de todos os casos notificados de campilobacteriose
Mesmo assim, os casos de surto sao importantes, pois servem como fonte de estudo para a

compreensao dos diversos mecanismos de transmissao.
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2.2.4 Prevaléncia em géneros alimenticios e alimentacdo animal

Os organismos Campylobacter colonizam regularmente o trato intestinal de uma
ampla variedade de animais, animais esses que atuam como reservatorios para a transmissao
zoondtica ao homem. Estas bactérias sao eliminadas nas fezes desses animais para o meio
ambiente 7°.

Embora as aves domésticas sejam descritas como a principal fonte de
campilobacteriose humana, os ruminantes sao responsaveis pelo segundo maior numero de
infecdes humanas por C. jejuni 77’ ’®. De acordo com o relatério da EFSA, foram relatados
36% de géneros alimenticios positivos para a presenca de Campylobacter de 2015 a 2018, dos
quais 8% eram derivados de laticinios . Em exploragdes leiteiras, o gado infetado com
Campylobacter pode libertar bactérias, aumentando o risco de infegao para outros animais ou

humanos por contaminagio ambiental "

. Portanto, se o ambiente da exploragao estiver
contaminado e nao for tratado adequadamente, as bactérias eliminadas nas fezes do gado
leiteiro pode ser facilmente transmitidas ao homem por meio de produtos lacteos, como
leite nio pasteurizado, ou até mesmo contaminar outros setores da exploragio . Além
disso, foi relatado recentemente que as espécies de C. jejuni, tolerantes a diversos fatores de
stresse, em leite cru podem sobreviver a processos de pasteurizagaio UHT. Assim,
compreender a prevaléncia de C. jejuni em rebanhos leiteiros é essencial para o controle e
prevencao desta patologia ®'.

A via de transmissao ao homem pode ser por meio da alimentagao, do consumo de
carne mal cozinhada, leite cru ou vegetais contaminados com fezes ou efluentes de animais
82, A transmissiao também pode ocorrer através do contato direto com animais ou contato

83

com agua contaminada Trabalhadores que contactem diretamente com animais

representam um dos principais grupos de risco com alta probabilidade de contrair

campilobacteriose, principalmente devido as mas praticas de higiene e maus habitos de

63 ; 84

seguranga alimentar * %, Depois de um género alimenticio ser contaminado por

Campylobacter, é levado para a cozinha do consumidor, onde pode contaminar os utensilios
de cozinha e infetar os consumidores dos referidos géneros alimenticios *° ¥

A pesquisa de casos e surtos de campilobacteriose, envolve a recolha de evidéncias
epidemiologicas e microbioldgicas para rastrear e verificar a origem da infegao. A melhor
estratégia para prevenir esta patologia € entender as vias de transmissao da bactéria na fonte

primaria, isto &, o reservatorio animal %,



2.2.4.1 Campylobacter em amostras de leite de vaca cru

O leite é um produto rico em nutrientes que contém proteinas de alta qualidade e
quantidade e grande parte das vitaminas e minerais necessarios para uma dieta completa ¥.
No entanto, o leite é um alimento complexo que pode conter uma grande variedade de
microrganismos, alguns potenciais agentes patogénicos °.

Os agentes patogénicos podem contaminar o leite, vindos diretamente do Ubere de
animais infetados ou indiretamente do ambiente da exploragao leiteira durante e apds a
ordenha. Devido a proximidade do pH neutro, alta atividade de 4gua e alta composicao de
nutrientes, os patogénicos multiplicam-se facilmente no leite armazenado ® %, Muitos tém
sido os estudos realizados sobre a ocorréncia destes agentes em leite niao pasteurizado,
onde Campylobacter spp. é comumente relatado *%.

O consumo de leite de vaca cru tem se popularizado nos ultimos anos,
principalmente entre os consumidores urbanos, forcando uma flexibilizagao da legislagao que
restringe a comercializagao de leite cru. O langamento das vendas de leite cru desafia a
gestao da seguranga alimentar na cadeia de produgao do leite, que depende da pasteurizagao
para eliminar bactérias patogénicas *.

Em varios paises, o leite nao pasteurizado e produtos derivados podem ser vendidos
em certas quintas ou mercados de produtores. Como Campylobacter spp. € comumente
encontrado no intestino de bovinos saudaveis, pode facilmente contaminar o Ubere e o leite,
sendo este Ultimo, um veiculo bem conhecido para vérios agentes patogénicos *.

Entre os artigos analisados (Tabela 4) nao foram encontrados dados relativos a
incidéncia desta bactéria na amostra referida nas exploragoes leiteiras de Portugal. Os dados
que foram analisados nao estao atualizados ou em numero suficiente para obtermos uma

visao geral da ocorréncia e disseminagao atual deste agente na UE.

Tabela 4 Estudos andlisados sobre a ocorréncia de Campylobacter em amostras de leite cru retiradas de tanques de exploragées

leiteiras de paises da EU

% de Campylobacter encontrado em amostras de

Pais Data leite cru Fonte
Alemanha N.R 0,5 9
Franca 1996 1,4 %
Finlandia 2015 0 9
Irlanda 2002 1,6 i
Itélia 2012 12 8
Polénia N.R 4,6 100

N.R- Nio reportado



2.2.4.2 Campylobacter em amostras de agua

Estudos epidemiologicos tém demonstrado que os bovinos podem ser infetados pelo

, . ~ . 80 , .
consumo de agua contaminada com fezes e outras excregoes bovinas *°. A dgua contaminada
resultante do escoamento agricola é responsavel por varios surtos por todo o mundo. Por
exemplo, o primeiro surto relatado de campilobacteriose associado a amostras de agua
afetou 3.000 pessoas em Vermont, EUA, devido a distribuicao de dgua contaminada por toda

a cidade '

. Ja na Nova Zelandia, o consumo de agua nao tratada foi o terceiro fator de risco
mais relatado associado a campilobacteriose em 2015 ', A importincia do escoamento
agricola para as aguas subterraneas é cada vez mais reconhecida como fator desencadeante
de surtos associados ao abastecimento de aguas subterrineas ’°.

Campylobacter pode sobreviver na agua por varios meses, dependendo das condigoes
ambientais e da espécie em questiao. Uma importante estratégia de sobrevivéncia desta
bactéria é formar ou integrar em biofilmes, o que permite que o microrganismo sobreviva
em ambientes onde normalmente pereceria ',

Como referido anteriormente, nos artigos analisados (Tabela 5) nao foram
encontrados dados relativos a incidéncia desta bactéria na amostra referida nas exploragoes
leiteiras de Portugal. Os dados que foram analisados nao estio atualizados ou em nimero

suficiente para obtermos uma visao geral da ocorréncia e disseminagao atual deste agente na

EU.

Tabela 5 Estudos analisados sobre a ocorréncia de Campylobacter em amostras de dgua retiradas de tanques de exploragoes

leiteiras de paises da EU

% de Campylobacter encontrado em amostras de

Pais Data . Fonte
agua
Finlandia 2015 0.5 %
Holanda N.R 25 104

N.R- Nao reportado

2.2.4.3 Campylobacter em amostras de alimentacao de bovino

As silagens estio entre os ingredientes dietéticos mais comumente empregues nas
modernas operacdes lacteas e de carne bovina '® '%, Contudo, a qualidade da silagem é
frequentemente avaliada sem a apreciagdo da presenca de microrganismos patogénicos e

. 107 ~ . . .
toxinas . Nao obstante, as silagens mal feitas ou contaminadas podem conter agentes

patogénicos que reduzem o desempenho animal, como por exemplo, a producao de leite,



podem causar doengas ao gado e podem assim constituir uma ameaga para a saude humana

108;109; 110

2.3 Isolamento e identificacao de Campylobacter spp. em géneros alimenticios

A indUstria alimentar é uma industria complexa, de tal forma que a contaminagao dos
alimentos pode ocorrer em qualquer fase do processo de produgao, desde a exploragao até
ao consumo final. Esta complexidade torna o controlo de agentes patogénicos alimentares,
uma tarefa dificil mesmo com programas de segurancga rigorosos. Desta forma, a chave para
a prevencao de doengas alimentares parece ser a rapida identificagio dos alimentos

contaminados de forma a evitar que cheguem ao consumidor final '"

. Ao longo das ultimas
décadas, as verificagdes a que os alimentos estao sujeitos, sofreram uma grande mudancga,
sendo agora completamente dependentes de protocolos microbiologicos para a integragao
de métodos moleculares avancados. Embora esta transicao tenha tido um enorme impacto
na industria alimentar, aperfeicoando drasticamente a seguranga alimentar, os surtos
alimentares continuam a ser comuns em muitos paises '

Tradicionalmente, a andlise microbiologica dos alimentos é baseada no isolamento
dos microrganismos por métodos de cultura e na confirmagdo por meios visuais,
bioquimicos, molecular, imunolégicos ou genéticos, antes ou apds o enriquecimento.
Atualmente, existe uma variedade de métodos para a detecio de agentes patogénicos
alimentares que podem ser distinguidos em varias categorias, entre eles os métodos de cultura

tradicional e métodos baseados na amplificagao dos acidos nucleicos !13.

2.3.1 Método de referéncia ISO

A International Organization for Standardization (ISO) é uma organizagao internacional
nao governamental independente que relne especialistas para partilhar conhecimento e
desenvolver Normas Internacionais. O objetivo destas normas é auxiliar na criagao de
produtos e servicos seguros, fidveis e de boa qualidade '*. Tipicamente, diferentes métodos
sao usados por diferentes grupos de investigacdo para o isolamento e identificagao de
agentes patogénicos alimentares, no entanto, os métodos padronizados, como por exemplo
os métodos ISO, sao geralmente considerados os métodos de referéncia analiticos para
controlos oficiais ''*.

Atualmente, o método padrao para a detegao e enumeragao de Campylobacter spp.

em alimentos é ISO 10272:2017. O método descrito compreende duas partes: parte |:



Método de detegao e parte 2: técnica de contagem de coldnias. Este documento especifica
um método horizontal para a detecio por enriquecimento ou isolamento direto de
Campylobacter spp. E aplicavel a produtos destinados ao consumo humano, produtos
destinados a alimentagao animal, amostras ambientais na area de produgao, manuseamento e
amostras da fase de produgio primaria '°.

Para iniciar, é importante que o laboratério receba uma amostra representativa que
nao tenha sido danificada ou alterada durante o transporte e/ou armazenamento. Para o
enriquecimento de amostras de géneros alimenticios, as mesmas devem ser colocadas num
meio de enriquecimento liquido, homogeneizadas e microaerobicamente incubadas a 37 °C
durante 4 a 6 h e, consecutivamente, a 41,5 °C durante 44 h + 4 h. O volume do meio de
enriquecimento deve ser nove vezes superior a quantia das amostras do ensaio (massa ou
volume) com o objetivo de obter uma relagao média de ensaio/enriquecimento de I:10
(massa/volume ou volume/ volume). Por exemplo, uma amostra de 25 g € homogeneizada
em 225 mL de meio de enriquecimento. Relativamente ao meio de enriquecimento, o
método ISO recomenda a aplicagio de caldo Bolton quando as amostras contém baixo
numero de Campylobacter e baixo nivel de microflora de fundo e/ou com Campylobacter que
tenha estado sob condigoes de stresse, e a utilizagao de caldo Preston para a detegao em
alimentos com um elevado nivel de microflora de fundo Em seguida, o isolamento e selegao
para confirmagao de Campylobacter das culturas obtidas no enriquecimento sao realizados
por inoculagao em dois meios solidos seletivos: mCCDA (Modified Charcoal-Cefoperazone-
Deoxycholate Agar) e qualquer outro meio solido seletivo de Campylobacter que use principios
seletivos diferentes dos presentes no mCCDA. As placas devem ser incubadas a 41,5 °C
numa atmosfera microerobia e visualizados apos 44 h = 4 h para detetar a presenga de
colonias presuntivas baseadas nas caracteristicas de crescimento de Campylobacter no
respetivo meio sélido seletivo. Entre os meios de agar seletivos, o mMCCDA é o meio de
isolamento mais comumente utilizado para Campylobacter, pois € uma das alternativas mais
econdmicas e as colonias de Campylobacter adquirem caracteristicas Unicas (Figura 7),

permitindo uma facil identificagdo por pessoal treinado '".



Figura 7 Colonias caracteristicas de Campylobacter spp. em mCCDA

A- Fotogrdfia de colénias de C. jejuni em mCCDA; B- Fotografia de colénias de C. coli em mCCDA; C- Fotografia de colénias de C. coli em
mCCDA; D- Fotografia de colénias de C. lari em mCCDA

Normalmente, as espécies de C. jejuni (A) produzem coldnias achatadas e hdmidas,
cinzentas, enquanto as espécies de C. coli (B e C) tendem a ser de cor cinza-cremosa,
himidas, ligeiramente salientes e frequentemente produzem colodnias discretas. Algumas
espécies podem apresentar tonalidade esverdeada (D) ou aspeto seco, com brilho metalico
(B) ''®. Finalmente, para confirmagao, as colénias presumidas como Campylobacter devem ser
inoculadas em Columbia blood agar agar (CBA) (Figura 8) e incubadas numa atmosfera

microerobia a 41,5 °C durante 48 horas.

Figura 8 Fotografia de coldnias presumidas como Campylobacter inoculadas em CBA

As colonias isoladas devem ser submetidas a um exame microscopico (Figura 9), a
testes bioquimicos e de crescimento adequados, que avaliem a morfologia, a mobilidade, o
crescimento aerdbico a 25 °C e a presenca de oxidase. O teste de oxidase (Figura 10) é um
procedimento qualitativo para determinar a presenga ou auséncia de atividade de oxidase no
citocromo C nas bactérias. Os organismos que contém o citocromo C como parte da sua
cadeia respiratoria sao positivos para a oxidase e tornam o teste purpura. Os organismos
que nao contém o citocromo C como parte da sua cadeia respiratoria nao oxidam o
reagente, deixando-o incolor dentro dos limites de tempo do teste e, por isso, sao negativos
para a oxidase. O estudo do crescimento aerdbico a 25°C é realizado em placas de CBA,

incubadas a 25 °C numa atmosfera aerobia durante 44 h + 4 h.



No final, Campylobacter esta presente se pelo menos uma colonia apresentar pequena
morfologia curva, mobilidade, auséncia de crescimento a 25 °C em atmosfera aerdbia e
resultado positivo no teste oxidase. Globalmente, o método de detegao recomendado pelo
método ISO requer 6 a 7 dias para obter resultados definitivos da presenga ou auséncia de

Campylobacter.
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Figura 9 Coloragdo de Gram da

Figura 10 Teste de oxidase
amostra de leite E042

2.3.3 Métodos baseados na amplificacao de ADN

As técnicas de amplificagao e detecao de ADN estao entre as ferramentas mais
valiosas na pesquisa biologica da atualidade. Cientistas de todas as areas das ciéncias da vida
aplicam estes métodos numa vasta gama de ensaios e os mesmos tém vindo a ser aplicados
desde o inicio de 1990. Para algumas aplicagoes, a detegao qualitativa de ADN ¢ suficiente.
Para outras, no entanto, é exigido uma anadlise quantitativa. O método PCR em tempo real
pode ser utilizado na realizagao de anadlises qualitativas e quantitativas, escolher o melhor
método para sua aplicagdo requer um amplo conhecimento dessa tecnologia '"”.

Cada ciclo do método PCR em tempo real (Figura |1), também denominado de
quantitative PCR (qPCR), é constituido por 3 etapas. A primeira etapa corresponde a
desnaturagao, este passo € o primeiro evento regular dos ciclos e consiste num aumento de
temperatura que resulta na quebra das ligagoes de hidrogénio entre bases complementares
do modelo de ADN de cadeia dupla, produzindo duas sequéncias de ADN de cadeia simples.
De seguida ocorre a fase de annealing onde a temperatura de reagao é reduzida, permitindo
a ligagao dos primers a cada cadeia simples de ADN. Dois primers diferentes sao incluidos na
mistura da reagao: um para cada sequéncia de ADN de cadeia simples que contém a regiao
alvo (primer foward e primer reverse). Os primers sao pequenas sequéncias de ADN de
cadeia simples, que complementam apenas sequéncias muito pequenas na extremidade 3' de
cada cadeia da regiao alvo. Finalmente, na fase de extensao, a temperatura depende da ADN

polimerase utilizada. Neste passo, a ADN polimerase sintetiza uma nova cadeia de ADN
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complementar a cadeia de matriz por adicao de dNTPs livres que sao complementares ao
modelo na diregao 5' a 3'. O tempo preciso necessario para a extensio depende tanto da ADN
polimerase utilizada, quanto do comprimento da regiao alvo de ADN que queremos amplificar.
Em condi¢oes ideais, isto &, se nao houver limitagoes devido a substratos ou reagentes
limitantes, em cada etapa de extensao, o numero de sequéncias alvo de ADN ¢ duplicado. Com
o término de cada ciclo, as cadeias originais do modelo mais todas as novas cadeias formadas
tornam-se novos modelos para a proxima fase de extensio do ciclo seguinte, levando a

amplificagao exponencial da regiao especifica do alvo de ADN.
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Figura |11 Perfil térmico utilizado no método PCR para pesquisa e identificagdo de Campylobacter spp

O método de sonda TagMan utiliza uma sonda marcada com fluorescéncia que
hibridiza com uma regidao conservada adicional que se encontra dentro da sequéncia alvo. A
sonda TagMan é marcada com fluorescéncia na extremidade 5' e contém uma molécula
supressora na extremidade 3'. A proximidade da sonda da molécula supressora ao
fluoréforo impede que haja emissio de fluorescéncia '*°. Durante a etapa de annedling de
cada ciclo do PCR, os primers e a sonda intacta ligam-se as sequéncias alvo. Durante a
extensao da regiao alvo, a atividade da enzima Taq polimerase cliva o fluoréforo da sonda
TagMan e a emissao de fluorescéncia é detetada quando o fluoréforo e o inibidor (quencher)
sao separados. A amplificagao da regiao alvo € assim medida pela libertagao e acumulagao do
fluoroforo durante a fase de extensao de cada ciclo do PCR. A especificidade adicional
proporcionada pela presenca da sonda TagMan garante que o sinal fluorescente gerado
durante o processo seja derivado apenas da amplificagao da sequéncia alvo. Mdltiplas sondas
TagMan e conjuntos de primers podem ser usados em diferentes ensaios de PCR em tempo
real para diferenciar entre sequéncias intimamente relacionadas ou podem ainda ser
marcadas com diferentes fluoréforos, facilitando o desenvolvimento de protocolos qPCR
multiplex em que diferentes alvos podem ser amplificados e quantificados dentro de uma

Unica reagao ' "%,
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O griafico de amplificagao do método qPCR é composto por duas fases, uma fase
exponencial seguida por uma fase nao exponencial. Durante a fase exponencial, a
quantidadede produto de PCR aproximadamente dobra em cada ciclo. A medida que a
reagao prossegue, no entanto, os componentes da reagao sao consumidos e, finalmente, um
ou mais dos componentes tornam-se limitantes. Neste ponto, a reagao desacelera e entra na
fase nao exponencial. Inicialmente, a fluorescéncia permanece nos niveis de fundo e os
aumentos na fluorescéncia nao sao detetaveis (ciclos I-11, Figura 12). Quando o produto
amplificado é suficiente para comegar a produzir um sinal de fluorescéncia detetavel
chegamos ao ciclo de quantificagao (Cq), ou seja, nUmero de ciclos em que a curva de
amplificacdo tem um valor de fluorescéncia superior a threshold baseline. Como o valor Cq é
medido na fase exponencial quando os reagentes nao sao limitados, o PCR em tempo real
pode ser usado para calcular de forma confiavel e precisa a quantidade inicial de modelo
presente na reagao com base na fungao exponencial conhecida que descreve o progresso da
reagao. O Cq de uma reagao é determinado principalmente pela quantidade de molde
presente no inicio da reagao de amplificagao. Se uma grande quantidade de molde estiver
presente no inicio da reagao, relativamente poucos ciclos de amplificagao serao necessarios
para acumular produto suficiente para dar um sinal de fluorescéncia superior a threshold
baseline. Assim, a reagao tera um Cq baixo ou precoce. Em contraste, se uma pequena
quantidade de molde estiver presente no inicio da reagao, mais ciclos de amplificagao serao
necessarios para que o sinal de fluorescéncia suba acima da threshold baseline. Assim, a
reagao tera um Cq alto ou tardio. Essa relagao forma a base para o aspeto quantitativo do

PCR em tempo real ' 'Z,
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Figura 12 Representagdo de uma curva de amplificagdo de PCR
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O valor de Cq, é demonstrado graficamente pelo valor de ciclos em que a curva de
amplificagao da amostra ultrapassa a threshold baseline. Para garantir que nao houve inibigoes
ou erros associados a elaboragao do método PCR, normalmente é adicionado um controlo
interno e consoante o valor de Cq da amostra e do controlo interno (Tabela 6) (Figura 13) é
possivel obter varias informagoes. Quando ha valores de Cq para a amostra e para o
controlo interno, concluimos que o resultado é positivo. Quando ha valores de Cq para a
amostra, mas nao ha valor de Cq para o controlo interno, concluimos que o resultado é
positivo e nao houve amplificagao do controlo interno pois os reagentes foram todos
consumidos na amplificagao da amostra. Quando nao ha valor de Cq para a amplificagao da
amostra, mas ha valor de Cq para a amplificagao do controlo interno, concluimos que o
resultado é negativo. Se nao houve valores de amplificagao da amostra nem do controlo

interno estamos perante um resultado inibido e é necessario repetir a corrida.

Ampliicsion
Tabela 6 Interpretagdo dos alores de Cq do método PCR som0 L
Alvo  Controlo interno  Interpretacio SO ST TN P N
Cq=5 Positivo E zom /
Cqz5 Cq= N/A Positivo S U0 VRN N DUUOR DU S/ %
Cq= N/A Cq= 10 Negativo Rys> 4
Cq= N/A Cq= N/A Inibigio ST ana) C; e

Figura 13 Representacdo grdfica do método de PCR
com representagdo da curva de amplificagdo do controlo
positivo e amplificagdo dos controlos internos

Também se recorre a utilizagdo de controlos positivos e negativos para a validagao
das corridas de PCR. Se houve amplificagio do controlo positivo (Figura 14) e nao do
controlo negativo a corrida é considerada valida. Se, porventura, nenhum dos controlos

amplificar (Figura 15), a corrida de PCR nao é valida e tem de se proceder a uma repeticao.
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Figura 14 Representacdo grdfica do método de PCR com Figura 15 Representacdo grdfica do método de PCR com
representacdo da curva de amplificagdo do controlo positivo representagdo da curva de amplificagdo dos controlos internos
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3.1 Desenho do estudo

Os estudos sobre a ocorréncia de Campylobacter spp. em ambientes de exploragoes
leiteiras foram efetuados na regiao norte de Portugal. Nesta regiao “Entre-Douro e Minho”
é geralmente, conhecida como Bacia Leiteira, uma vez que possui um elevado nimero de

exploragoes leiteiras.

3.1.1 Determinacdao da ocorréncia de Campylobacter spp em amostras de leite

cru

Para o estudo da ocorréncia de Campylobacter spp. em amostras de leite cru, 100
amostras de leite foram colhidas de 100 exploragdes leiteiras diferentes entre novembro de
2020 e agosto de 2021 pertences aos concelhos de Barcelos, Famalicao, Trofa e Vila do
Conde (Figura 16). As exploragoes tinham o nimero de vacas em periodo de lactagao entre

12 e 266.

3.1.2 Ocorréncia de Campylobacter spp em exploracdes leiteiras

Para o estudo da ocorréncia de Campylobacter spp. em exploragdes leiteiras, foram
visitadas oito exploragoes em trés diferentes alturas do ano (inverno, primavera e verao),
entre novembro de 2020 e setembro de 2021 nos concelhos de Famalicao e Vila do Conde

(Figura 16). O nimero de vacas em periodo de lactagao variou de 40 a 120.

+

Figura 16 Localizagdo dos concelhos em estudo.
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Na primeira ronda de colheita de amostras (Tabela 7), foram colhidas amostras de
agua da torneira dada de beber as vacas lactantes, amostras de leite cru (correspondem as
primeiras amostras de leite cru do estudo da ocorréncia de Campylobacter spp. em amostras
de leite cru), amostras de fecais retiradas do curral que correspondem apenas as fezes das
vacas lactantes na altura da colheita e esfregagos as tetinas realizadas com zaragatoas apos a
ordenha. Relativamente as amostras de alimentagao dos bovinos, foram recolhidas amostras
de alimentagao da manjedoura, que corresponde a mistura de ragao com as silagens
produzidas pela propria exploragao e disponivel na altura da colheita. Também foram
recolhidas amostras de silagem em separado da ragao, o que correspondeu a amostras de
silagem de erva, amostras de silagem de milho e amostra de pastone, milho colhido,
triturado e armazenado em silo. Na segunda ronda de colheita de amostras (Tabela 7),
foram colhidas amostras de agua dada de beber as vacas lactantes, amostras de leite cru,
amostras fecais e esfregacos as tetinas realizadas com zaragatoas apos a ordenha.
Relativamente as amostras de alimentacio dos bovinos, foram recolhidas amostras de
alimentagao da manjedoura, amostras de erva silada, amostras de milho silado, amostra de
Pastone e amostra de luzerna. Finalmente, na terceira ronda de colheita de amostras (Tabela
7), foram colhidas amostras de agua dada de beber as vacas lactantes, amostras de leite cru,
amostras fecais e esfregagos as tetinas realizadas com zaragatoas apos a ordenha, amostras
de alimentagao da manjedoura, amostras de erva silada e amostras de milho silado.

As amostras foram recolhidas como amostras combinadas e disponibilizadas pelos
produtores exclusivamente para efeitos deste estudo. As amostras foram transportadas para

o laboratério e imediatamente processadas para cultura de Campylobacter spp..

Tabela 7 Nimero de cada amostra recolhida nas diferentes rondas

Ronda | Ronda 2 Ronda 3

Amostra agua 8 8 8
Amostra de leite 8 8 8
Amostra fecal 8 8 8
Esfregaco as tetinas 7 7 5
Amostra de alimentagao 8 8 8
Amostra da silagem de erva 5 4 7
Amostra da silagem de milho 8 8 7

Amostra de pastone I I N.R

Amostra de luzerna N.R I N.R

Total de amostras recolhidas para o estudo I57 amostras

N.R- Nao recolhido
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3.2 Recolha das amostras

Foram colhidos | litro de cada amostra liquida (agua e leite) (Figura 17 - D) para
frascos estéreis e as amostras solidas foram colhidas para sacos (Figura |7 - A e C). As
amostras foram enviadas para o laboratorio no dia da colheita e foram analisadas em 24

horas.

Figura 17 Imagens das exploracées leiteiras

A- Vacaria da E002; B- Vaca da E002; C- Recolha de amostra do silo de milho EO02; D- Recolha de amostra de leite E002

3.3 Material e equipamentos utilizados

Na Tabela 8 estao indicados os equipamentos utilizados na componente laboratorial
e as respetivas finalidades e na Tabela 9 os materiais e reagentes utilizados na componente

laboratorial e as respetivas finalidades utilizados durante o trabalho experimental.

Tabela 8 Equipamentos utilizados na componente laboratorial e as respetivas finalidades

Equipamento Marca e referéncia Finalidade de utilizacao

Autoclave Trade RAYPA Esterilizar os meios de cultura

Balanga onde foram realizadas as

Balanga Mettler toledo, Ref: PG3001-S pesagens para a realizacao dos
meios
Balanca Startorius, Ref: BL600 Balanca onde foram realizadas as

pesagens das amostras

BIO RAD: Model 16

Centrifuga Microcentrifuge Realizagao da extragao de ADN
Microscépio LEICA Ref: DM LB2 Visualizagdo da morfologia e
mobilidade da bactéria
Rampa de filtragio NEUBERGER, Ref: D-79| 12  quipamento utilizado para filtrar as
amostras de agua
Sistema de real time BIO-RAD, Ref: CFX96 Realizagao da leitura das curvas de
amplificagdo em tempo real
Termobloco VWR: Digital Healtblock Realizagao da extracao de ADN
Termociclador BIO-RAD, Ref: C1000 Termociclador onde foram realizados

os PCR
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Tabela 9 Materiais e reagentes utilizados na componente laboratorial e as respetivas finalidades

Material Marca e referéncia Finalidade de utilizacdo

Ancas de | pl estéreis SARSTEDT Ref: 86.1567.010  Realizar inoculagSes a partir de meio

solido
Ancas de 10 pl estéreis Deltalab Ref: 302754 Realizar |nocula<,;oe.s a partir de meio
liquido
Eppendorf estéreis Vitor M. F. Norte, Ref: CL724/S Realizacao da extracio de ADN e Mix
GENbag microaer estéril BIOMERIEUX, Ref- 96125 ~ Cerador de atmosfera microaerofilica
para sacos
GENbox microaer estéril BIOMERIEUX, Ref. 45532~ Cerador de atmosfera microaerofilica
para jarras
Meio Bolton OXOID, Ref: CM0983 Meio de enriquecimento seletivo para
Campylobacter
Meio Columbia 5% s. cavalo estéril Biogerm, Ref: MP020.1027 Mep nao selgtlvo nutritivo para o
crescimento e isolamento bacteriano
Meio de cultura seletivo para o
Meio mCCDA estéril Biogerm, Ref: MP020.1014 crescimento e isolamento de
Campylobacter
Membranas MCE de @47mm c/ grelha ¢ ;.1 Ref: AO45H047A  Filtros utilizados durante a filtrago
estéreis
Sacos de homogeneizagio estéreis VWR, Ref: 129-0733 Armazenamentg das gmostras
durante o enriquecimento
Sangue de cavalo estéril ThermoFicher, Ref: SR0048C Melo.de cultura o cresc.lmento €
isolamento bacteriano
Suplemento seletivo para o caldo de OXOID, Ref: SROI83E Inibicio da microflora
Bolton estéril
SsoAdvanced Unlvers,a{ Probes Supermix BIO-RAD, Ref:172528| Reagente necessarios a realizagao do
estéril PCR
Tampao de lise de cellul?ls bacterianas Nzytech, Ref: MBI78 Reagente utilizado na rut’ura da
NZY estéril parede celular de bactérias
Tubos crioviais Laboratorios M'kalt‘ 1807/3213 Armazenar os isolados a -80 °C

Todos os meios nao estéreis foram autoclavados com a finalidade de esterilizar os

meios de cultura a 121 °C durante |5 min.
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3.3.1 Preparacao das amostras

Atendendo ao tipo de amostras testadas e ao objetivo do ensaio, o procedimento de
detecao utilizado foi o procedimento de detecao A: Detecio de Campylobacter por
enriquecimento, em amostras com um baixo numero de Campylobacter e/ou com
Campylobacter que tenham sido expostas a algum tipo de stresse, seguindo a ISO 10272-
1:2017(E)

Para todas as amostras solidas e para as amostras de leite, pesaram-se assepticamente
25 g de produto a analisar para sacos de homogeneizacao esterilizados. Para as amostras de
agua, a totalidade da amostra foi filtrada numa rampa de filtragao utilizando filtros 0,45 pm.
Os filtros foram removidos assepticamente usando pingas para sacos de homogeneizagao
esterilizados e adicionaram-se 225 ml de caldo Bolton 5% v/v de sangue de cavalo lisado. Os
sacos foram homogeneizados manualmente durante | minuto e de seguida foram incubados

a 41,5 °C numa atmosfera microaerofilica durante 44 h + 4 h.

3.3.2 Detecao de Campylobacter spp.

A detegao de Campylobacter spp foi realizada apds a incubagao do caldo de Bolton

utilizando métodos de PCR simplex desenhados e validados pelo INIAV.

3.3.2.1 Extracao de ADN

A extracao de ADN (Figura 18) foi realizada a partir do caldo Bolton. Apds o
periodo de incubagao retirou-se 1,5 ml dos sacos de homogeneizagao para um eppendorf (A)
e centrifugou-se a 14000 rpm durante 5 min (B). Descartou-se o sobrenadante e adicionou-

se 250 pl de reagente lise e colocou-se a 98 °C durante |15 min (C), de seguida elaborou-se

uma nova centrifugacao (D).

I

Figura 18 Amostras durante o processo de extracdo de ADN

» i
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3.3.2.2 Condicoes do PCR

O ensaio de PCR em tempo real foi realizado num volume de 50 ul e continha
reagente iQ Supermix (Ix); primers (400 nM), sondas (200 nM), pucl9 (100 cépias), 5 ul de

ADN da amostra e agua ultrapura para prefazer o volume.

Tabela 10 Lista de primers e sondas utilizados no método de PCR para a pesquisa de Campylobacter spp.

Sequéncia (5’—»3’)
Gene Primer/sonda Referéncia

Campy spp. sonda FAM - CTG CTT AAC ACA AGT TGA GTA GG - BHQ!I

16S rRNA Campy spp. FWD TTC CTT AGG TAC CGT CAG AA 124
Campy spp. RVE TGT CAT CCT CCA CGC GGC CT
pucl 9 sonda ROX - AGA GCG AGG TAT GTA GGC GG - BHQ2
IAC pucl9 FWD GCA GCC ACT GGT AAC AGG AT 125
pucl9 REV GCA GAG CGC AGA TAC CAA AT

O perfil térmico inicia-se com um ciclo de 95 °C durante 3 min para a desnaturagio
completa das cadeias de ADN. Em seguida, realizam-se seis ciclos de 95 °C durante 10
segundos, 54 °C durante 20 seg e 65 °C durante 30 seg. Finalmente realizam-se 30 ciclos de

95 °C durante 10 seg, 54 °C durante 20 seg e 65 °C durante 30 segundos.
3.3.2.3 Confirmacao das amostras positivas

No caso de um resultado positivo no PCR procede-se ao isolamento retirando uma
ang¢a de 10 pl do enriquecimento e inoculando numa placa de mCCDA e incuba-se em
microaerofilia a 41,5 °C por 44 h £ 4 h. Passado o periodo de incubagio, selecionam-se
coldnias isoladas e caracteristicas de Campylobacter spp. e repicam-se por isolamento para
CBA e incubam-se durante 44 h + 4 h a 41,5 °C numa atmosfera microaerofilica. Finalmente,
as colonias isoladas em CBA sao submetidas a testes bioquimicos para a confirmagao de
Campylobacter spp. As coldnias que apresentam resultados positivos para o teste de oxidase,
forma de bacilos Gram negativos, mobilidade e auséncia de crescimento a 25 °C numa

atmosfera aerodbia, sao confirmadas como coloénias de Campylobacter spp.
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3.3.2.4 Identificacao da espécie de Campylobacter detetada

Para a identificagao das espécies C. jejuni, C. coli e C. lari utilizou-se o método PCR
multiplex.

A extracao de ADN foi realizada a partir das colonias isoladas do CBA. Retirou-se,
com uma anga de | pl, uma coldnia isolada em 250 pl de reagente lise num eppendorf e
colocou-se a 98 °C durante |5 minutos. De seguida, centrifugou-se a 14000 rpm durante 5
min e o sobrenadante foi utilizado para a realizagdo do PCR multiplex, onde se utilizou 5
de sobrenadante e 25 ul de mix preparada no momento da realizagio do método PCR

multiplex e a identificagao da espécie de Campylobacter foi realizada.

Tabela 11 Lista de primers e sondas utilizados no método de PCR para a identificacdo das espécies de Campylobacter spp.

Gene Primer/ Concentragdo Sequéncia (5’—»3’) Ref
sonda (nM)
C. jejuni Probe 200 FAM- TTG CAA CCT CAC TAG CAA AAT CCA CAG CT-BHQI
hipO C. jejuni FWD 400 TGC ACC AGT GAC TAT GAA TAA CGA
C. jejuni REV 400 TCC AAAATC CTC ACTTGC CATT
C. coli Probe 200 HEX- TAA GCT CCA ACT TCA TCC GCA ATC TCT CTA AAT TT -BHQ2
glyA C. coli FWD 400 CTA ATT GTA AAA CCA AAG CTT ATC GTG 126
C. coli REV 400 AGT CCA GCA ATG TGT GCA ATG
C. lari Probe 200 Cy5- ACC ACA CCA GTA AAA TCA TCA GGC ACA TCA -BHQ2
bipA C. lari FWD 400 CATTTCAGC TTTTCTTTT GCCTAGT
C. lari REV 400 AAA ACC GAACCATTTGAACACTTAG
pucl 9 sonda 200 ROX- AGA GCG AGG TAT GTA GGC GG -BHQ2
IAC pucl9 FWD 400 GCA GCC ACT GGT AAC AGG AT 1%
pucl9 REV 400 GCA GAG CGC AGA TAC CAA AT

3.3.2.5 Condicoes do PCR

O ensaio de PCR em tempo real foi realizado num volume de 30 ul e continha
reagente iQ Supermix (Ix); primers (400 nM), sondas (200 nM), pucl9 (100 copias), 5 ul de
ADN da amostra e agua ultrapura para prefazer o volume.

O perfil térmico do método de PCR para a identificagao da espécie de Campylobacter

é idéntico ao perfil térmico do método de PCR para a pesquisa de Campylobacter spp.
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3.3.3 Conservacdo de cultura em crioviais

Os isolados foram conservados por criopreservagao. Para tal, utilizou-se um anca
estéril para recolher uma grande parte da cultura e adicionou-se ao tubo. De seguida,
homogeneizou-se bem o tubo com o microrganismo presente e retirou-se o liquido. Por

ultimo, colocaram-se todos os tubos para congelar a uma temperatura de -80 °C.

3.4 Ensaio interlaboratorial por PCR em tempo real para a deteciao de

Campylobacter spp.

Durante o periodo de realizagao desta dissertagao, o INIAV participou num ensaio
interlaboratorial realizado pelo EURL-Campylobacter, laboratério de referéncia Europeu de
Campylobacter. O ensaio consistiu na realizagio de PCR em tempo real para a detegao e
identificacdo da espécie de Campylobacter. O ensaio foi realizado de acordo com o
procedimento descrito pelo EURL-Campylobacter CEN/TC 463/WG3 e pelo procedimento

implementado e validado pelo INIAV e os resultados foram comparados.

3.4.1 Objetivo do ensaio

Dois sistemas de PCR em tempo real foram selecionados para serem incluidos na
ISO 10272:2017 para confirmagao e/ou identificagao de Campylobacter spp termotolerante.
Os sistemas de PCR foram avaliados por um estudo de comparagao de método, onde os
resultados de PCR foram comparados com o método de referéncia, conforme descrito na
ISO 10272: 2017. Este estudo interlaboratorial (ILS) foi organizado pela EURL-Campylobacter
e foi a dltima parte da validagao de acordo com a ISO 16140-6.

O ensaio de PCR | é um método de PCR multiplex em tempo real baseado em
sonda baseado na atividade de exonuclease 5' para a detegao de um fragmento do rRNA 16S
de Campylobacter spp termotolerante. Este ensaio pode ser usado para confirmagao de C.
jejuni, C. coli e C. lari. O ensaio de PCR 3 é um método de PCR multiplex em tempo real
baseado em sonda baseado na atividade de exonuclease 5 para a detegao de genes
especificos para trés espécies diferentes de Campylobacter termotolerante; C. jejuni, C. coli e

C. lari.

3.4.2 Esboc¢o do estudo

Para o ensaio de PCR |, um total de 24 espécies foram analisadas. Para os ensaios

PCR 2 e 3, foram analisadas as 50 espécies totais. Todas as espécies também foram
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submetidas a andlise pelo método de referéncia, conforme descrito nos pontos 9.5 e 9.6 da

ISO 10272:2017.

3.4.3 Meios de cultura e reagentes

A composicao e preparagao dos meios de cultura e reagentes para a realizagao testes

bioquimicos sao descritos na ISO 10272: 2017.
3.4.3.1 Sequéncias e reagentes para o ensaio PCRI

Na Tabela 12 encontram os primers e sondas utilizados para a realizagao do ensiao
PCRI| segundo o protocolo do EURL-Campylobacter e na Tabela 13 encontram-se os

reagentes utilizados par a elaboracao do mesmo.

Tabela 12 Lista de primers e sondas utilizados no ensaio PCR|

Sequéncia (5’—»3’)

Gene Primer/sonda
Jos-Fl CCT GCT TAA CAC AAG TTG AGT AGG
16S rRNA Jos-F2 TTC CTT AGG TAC CGT CAG AAT TC
Jos-P FAM- TGT CAT CCT CCA CGC GGC GTT GCT GC- NFQ
IPC-ntb2-fw ACC ACA ATG CCA GAG TGC CAAC
Internal Amplification
IPC-ntb2-re TAC CTG GTC TCCAGC TTT CAGTT
Controlo (IAC)
IPC-ntb2-probe ROX- CAG GCG CAT GTT AGG GGA CCA- NFQ

Tabela 13 Lista de reagentes utilizados no ensaio PCR/

Reagente Concentracgao final Volume por amostra (ul)

Template DNA (1:1000 dilution) Maximo 250 ng 2,5

PCR grade water --- Como requerido

PCR-bufter Ix Como requerido

MgCl; solution 2,5 mM Como requerido

dNTP solution 0,2 mM Como requerido

PCR primers 500 nM de cada Como requerido

PCR probes 100 nM de cada Como requerido

IPC-ntb2- plasmid 25 copias por reagao Como requerido

Hot strat Tag DNA Polymerase U Como requerido
Volume total --- 25
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3.4.3.2 Condic6es do ensaio PCRI

O perfil térmico inicia-se com um ciclo de 95 °C durante 3 min para a desnaturagao

completa das cadeias de ADN. De seguida, realizam-se 44 ciclos de 95 °C durante 15 seg, 60

°C durante | min e 72 °C durante 30 seg.

3.4.3.3 Sequéncias e reagentes para o ensaio PCR3

Na Tabela 14 encontram os primers e sondas utilizados para a realizagao do ensiao

PCRI| segundo o protocolo do EURL-Campylobacter e na Tabela 15 encontram-se os

reagentes utilizados par a elaboracao do mesmo.

Tabela 14 Lista de primers e sondas utilizados no ensaio PCR3

Espécies (gene)

Primer/sonda

Sequéncia (5’ —»3’)

Primer mapA-fw

CTG GTG GTT TTG AAG CAAAGATT

C. jejuni Primer mapA-re CAA TAC CAG TGT CTA AAG TGC GTT TAT
(mapA) FAM- TTG AAT TCC AAC ATC GCT AAT GTA TAA AAG
Probe mapA
CCC TTT - NFQ
Primer ceuE-fw AAG CTC TTATTG TTC TAA CCA ATT CTA ACA
C. coli Primer ceuE-re TCA TCC ACA GCA TTG ATT CCT AA
(ceuE) Cy5- TTG GAC CTC AAT CTC GCT TTG GAA TCA TT -
Probe ceuE
NFQ
Primer gyrAl-fwl GAT AAA GAT ACG GTT GAT TTT GTA CC
Primer gyrAl-fw2 GAT AAA GAT ACG GTT GAT TTT ATA CC
C. lari Primer gyrAl-rel CAG CTA TAC CAC TTG ATC CAT TAA G
(&yrA)

Primer gyrAl-re2

TGC AAT ACCATC TGAACCATT A

ROX- TTA TGA TGA TTC TAT GAG TGA GCC TGA TG -

Probe gyrAl
&4 NFQ
IPC-ntb2-fw ACCACAATGCCAGAGTGCCAAC
Internal Amplification
IPC-ntb2-re TACCTG GTCTCCAGCTTT CAGTT

Controlo (IAC)

IPC-ntb2-probe

ROX- CAG GCG CAT GTT AGG GGA CCA- NFQ
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Tabela 15 Lista de reagentes utilizados no ensaio PCR3

Reagente Concentracio final Volume por amostra (ul)

Template DNA (1:1000 dilution) Maximo 250 ng 2,5

PCR grade water --- Como requerido

PCR-buffer Ix Como requerido

MgCl; solution 2,5mM Como requerido

dNTP solution 0,2 mM Como requerido

PCR primers 500 nM de cada Como requerido

PCR probes 100 nM de cada Como requerido

IPC-ntb2- plasmid 25 copias por reagao Como requerido

Hot strat Tag DNA Polymerase U Como requerido
Volume total --- 25

3.4.3.4 Condicoes do ensaio PCR3

O perfil térmico inicia-se com um ciclo de 95 °C durante 3 min para a desnaturagao
completa das cadeias de ADN. De seguida, realizam-se 44 ciclos de 94 °C durante 30 seg, 60

°C durante 45 seg e 72 °C durante 30 seg.
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CAPITULO IV
RESULTADOS E DISCUSSAO



4.1 Ocorréncia de Campylobacter spp. em amostras de leite cru

O consumo de leite em Portugal ronda os 72,7 Kg/ habitante/ ano. A venda de leite
cru era proibida em Portugal para consumo publico (Portaria 473/87). Hoje em dia, o
Regulamento (UE) n® 1308/2013 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 17 de dezembro
de 2013, considera o leite cru como um leite de consumo que nao tenha sido aquecido a
mais de 40 °C, nem tenha sido submetido a qualquer tratamento com efeito equivalente. O
consumo de leite cru é uma tendéncia atual. Os consumidores do leite sem processamento
defendem que se trata de um produto mais saudavel. Apesar de ser conhecido que o
tratamento térmico do leite elimina patogénicos que podem causar doengas como Brucela
spp., Coxiella burnetti, Mycobacterium sp., Campylobacter spp., Escherichia coli produtora de
toxina Shiga, Salmonella spp. e Listeria spp. '*'.

Dos leites recolhidos nas 100 exploragoes leiteiras foi detetada a presenga de

Campylobacter spp em 4 amostras (Tabela 16 e Tabela 17).

Tabela 16 Resultados do estudo da ocorréncia de Campylobacter spp. em amostras de leite cru — Parte |

Exploracdo Presenca de Campylobacter Exploracao Presenca de Campylobacter
E00I Negativo E026 Negativo
E002 Negativo E027 Negativo
E003 Negativo E028 Negativo
E004 Negativo E029 Negativo
E005 Negativo E030 Negativo
E006 Negativo EO31 Negativo
E007 Negativo E032 Negativo
E008 Negativo E033 Positivo
E009 Negativo E034 Negativo
EOIO Negativo E035 Negativo
EOII Negativo EO036 Negativo
EOI3 Negativo E037 Negativo
EOI3 Negativo EO038 Negativo
EOI4 Negativo E039 Negativo
EOIS Negativo E040 Negativo
EOl6 Negativo E041 Negativo
EOI7 Negativo E042 Positivo
EOI8 Negativo E043 Negativo
EOI9 Negativo E044 Negativo
E020 Negativo E045 Negativo
E021 Negativo E046 Negativo
E022 Negativo E047 Negativo
E023 Negativo E048 Negativo
E024 Negativo E049 Negativo
E025 Negativo E050 Negativo
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Tabela 17 Resultados do estudo da ocorréncia de Campylobacter spp. em amostras de leite cru — Parte Il

Exploracao Presenca de Campylobacter Exploracao Presenca de Campylobacter
EO51 Negativo E076 Negativo
E052 Negativo E077 Negativo
EO053 Negativo E078 Negativo
E054 Negativo E079 Negativo
EO55 Negativo E080 Negativo
E056 Negativo EO8I Negativo
EO57 Negativo E082 Negativo
EO58 Negativo E083 Negativo
E059 Negativo E084 Negativo
E060 Negativo E085 Negativo
E061 Negativo E086 Negativo
E063 Negativo E087 Negativo
E063 Negativo E088 Negativo
E064 Negativo E089 Negativo
E065 Negativo E090 Negativo
E066 Negativo E091 Negativo
E067 Positivo E092 Negativo
E068 Positivo E093 Negativo
E069 Negativo E094 Negativo
E070 Negativo E095 Negativo
EO71 Negativo E0%96 Negativo
E072 Negativo E097 Negativo
E073 Negativo E098 Negativo
E074 Negativo E099 Negativo
EO075 Negativo E100 Negativo

Na Figura 19 sao apresentadas as curvas obtidas no PCR em tempo real nas quais se
observa duas amplificagdes da curva para as amostras leite E033 e leite E042. A Tabela 18
mostra os valores encontrados para quinze amostras de leite que inclui as amostras de leite
E033 e E042 nas quais se obteve um resultado positivo com os valores de Cq de 23,63 e

20,71, respetivamente.

Amplification
T
sooo Lo G L L L L :
4000 .......... .......... .......... ,/ .......
o 3000 Foooed D TR RERERREE PRy 2 ,////,_
& : : : . .
: : : v/ 7 : /’/'/
1 e R Y " A PR A SR
: : : A A
: : : 4
: : iy PO A
1000 oo I e :7/ ..... e //// ...... D 4
~ /./
R p— e —
t t t t
1] 5 10 13 20 25 30
Cycles

Figura 19 Representagdo grdfica do método de PCR para a pesquisa de Campylobacter spp. nas amostras de leite EO30 a E044
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Tabela 18 Valores do Cq do método de PCR para a pesquisa de Campylobacter spp. nas amostras de leite E030 a E044

Local Fluoroforo Alvo Amostra Cq Controlo interno Cq (IAC) Resultado
A0l FAM Campy sp Leite 30 00,00 IAC 14,76 Negativo
A02 FAM Campy sp Leite 39 00,00 IAC 14,87 Negativo
A03 FAM Campy sp Controlo Negativo 00,00 IAC 14,71 Negativo
BOI FAM Campy sp Leite 31 00,00 IAC 14,98 Negativo
B02 FAM Campy sp Leite 40 00,00 IAC 14,66 Negativo
BO3 FAM Campy sp Leite 37 00,00 IAC 14,90 Negativo
Col FAM Campy sp Leite 32 00,00 IAC 14,72 Negativo
Co02 FAM Campy sp Leite 41 00,00 IAC 14,98 Negativo
DOl FAM Campy sp Leite 33 23,63 IAC 14,66 Positivo
D02 FAM Campy sp Leite 42 20,71 IAC 14,92 Positivo
EOI FAM Campy sp Leite 34 00,00 IAC 14,80 Negativo
E02 FAM Campy sp Leite 43 00,00 IAC 14,60 Negativo
FOl FAM Campy sp Leite 35 00,00 IAC 14,63 Negativo
F02 FAM Campy sp Leite 44 00,00 IAC 14,82 Negativo
GOl FAM Campy sp Leite 36 00,00 IAC 14,69 Negativo
G02 FAM Campy sp Leite 38 00,00 IAC 14,68 Negativo
HO02 FAM Campy sp Controlo Positivo 13,25 IAC 10,49 Positivo

A identificacao da espécie, realizada a partir do isolado, das amostras de leite E033 e
E042 correspondeu a C. jejuni tal com valores de Cq de 10,39 e 10,84 tal como pode ser

visto na Figura 20 e Tabela 19.
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Figura 20 Representagdo grdfica do método de PCR para a identificagdo da espécie de Campylobacter das amostras de leite E033 e E042

Tabela 19 Valores do Cq do método de PCR para a pesquisa de Campylobacter spp. nas amostras de leite E033 e E042

Local Fluoréforo Alvo Amostra Cq Controlo interno  Cq (IAC) Resultado
FAM jejuni 10,39
A0l HEX coli Leite 33 00,00 IAC 11,56 C. jejuni
Cy5 lari 00,00
FAM jejuni 10,84
BOI HEX coli Leite 42 00,00 IAC 7,03 C. jejuni
Cy5 lari 00,00
FAM jejuni 00,00
col HEX coli Controlo negativo 00,00 IAC 9,73 Negativo
Cy5 lari 00,00
FAM jejuni 14,71
Dol HEX coli Controlo positivo 19,84 IAC 00,00 Positivo
Cy5 lari 14,33
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Na Figura 2| siao apresentadas as curvas obtidas no PCR em tempo real nas quais se

observa duas amplificagdes da curva para as amostras leite E067 e leite E068. A Tabela 20

mostra os valores encontrados para seis amostras de leite que inclui as amostras de leite

E067 e E068 nas quais se obteve um resultado positivo com os valores de Cq de 25,93 e

17,13, respetivamente.
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Figura 21 Representagdo grdfica do método PCR para a pesquisa
de Campylobacter spp. nas amostras de leite E065 a EO70

Tabela 20 Valores do Cq do método de PCR para a pesquisa de Campylobacter spp. nas amostras de leite E065 a E070

Local Fluoroforo Alvo Amostra Cq Controlo interno Cq (IAC) Resultado
A0l FAM Campy sp Leite 65 00,00 IAC 24,83 Negativo
BOI FAM Campy sp Leite 66 00,00 IAC 24,16 Negativo
Col FAM Campy sp Leite 67 25,93 IAC 24,25 Positivo
Dol FAM Campy sp Leite 68 17,13 IAC 23,37 Positivo
EOI FAM Campy sp Leite 69 00,00 IAC 24,17 Negativo
FOl FAM Campy sp Leite 70 00,00 IAC 24,45 Negativo
GOl FAM Campy sp Controlo positivo 1,19 IAC 11,04 Positivo
HOI FAM Campy sp Controlo negativo 00,00 IAC 24,24 Negativo

A identificacao da espécie, realizada a partir do isolado, das amostras de leite E067 e

E068 correspondeu a C. jejuni, com valores de Cq de 14,88 e 12,20, respetivamente, tal

como pode ser visto na Figura 22 e Tabela 21.
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Figura 22 Representacdo grdfica do método de PCR para a identificacdo da espécie de Campylobacter das amostras de leite E065 e E070
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Tabela 21 Valores do Cq do método de PCR para a pesquisa de Campylobacter spp. nas amostras de leite E067 e E068

Local Fluoréforo Alvo Amostra Cq Controlo interno  Cq (IAC) Resultado
FAM jejuni 14,88
A0l HEX coli Leite 67 00,00 IAC 25,23 C. jejuni
Cy5 lari 00,00
FAM jejuni 12,20
BOI HEX coli Leite 68 00,00 IAC 30,82 C. jejuni
Cy5 lari 00,00
FAM jejuni 00,00
col HEX coli Controlo negativo 00,00 IAC 22,59 Negativo
Cy5 lari 00,00
FAM jejuni 24,71
DOl HEX coli Controlo positivo 24,24 IAC 19,38 Positivo
Cy5 lari 24,51

.4%

B Positivos Negativos

Figura 23 Representacdo grdfica da percentagem de amostras de leite cru positivas para Campylobacter spp.

Por conseguinte, foi confirmada uma ocorréncia de Campylobacter de 4% (4 isolados)
(Figura 23) em amostras de leite cru de exploragdes leiteiras. Este valor encontra-se entre
outros valores de ocorréncia de Campylobacter spp. que foram comunicados por outros
paises da UE: 0% na Finlindia **, 0,5% na Alemanha *, 1,4% em Franca *, 1,6% na Irlanda ”,
4,6% na Polonia '® 12% em lItalia &.

Esta monotorizagao de Campylobacter spp. em amostras de leite cru é de extrema
importancia a nivel de seguranga alimentar visto que ja foram documentados surtos de

campilobacteriose associados a leite cru contaminado '2¢ %7 1305 1315 132
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4.1 Avaliacao da presenca de Campylobacter spp. em exploracdes leiteiras

Das oito exploragoes leiteiras foram recolhidas 157 amostras e foi detetada a
presenca de Campylobacter spp. em trés amostras de trés exploragoes (E00I, E002 e E007)

como se pode observar nas Tabela 22 e Tabela 23.

Tabela 22 Resultados da avaliagdo da presenca de Campylobacter spp. em amostras de exploragdes leiteiras — Parte |

Presenca de Campylobacter

Exploracao Amostras
Ronda | Ronda 2 Ronda 3
Agua Negativo Negativo Negativo
Alimentagao Negativo Negativo Negativo
Fezes Negativo Negativo Negativo
EOOI Leite Negativo Negativo Positivo
Silo erva N.D Negativo Negativo
Silo milho Negativo Negativo Negativo
Zaragatoa N.D Negativo N.D
Agua Negativo Negativo Negativo
Alimentagao Negativo Negativo Negativo
Fezes Negativo Negativo Negativo
E002 Leite Negativo Negativo Positivo
Silo erva N.D N.D Negativo
Silo milho Negativo Negativo N.D
Zaragatoa Negativo Negativo N.D
Agua Negativo Negativo Negativo
Alimentagao Negativo Negativo Negativo
Fezes Negativo Negativo Negativo
E003 Leite Negativo Negativo Negativo
Pastone N.D Negativo N.D
Silo erva Negativo Negativo Negativo
Silo milho Negativo Negativo Negativo
Zaragatoa Negativo Negativo N.D
Agua Negativo Negativo Negativo
Alimentagao Negativo Negativo Negativo
Fezes Negativo Negativo Negativo
E004 Leite Negativo Negativo Negativo
Silo erva Negativo Negativo Negativo
Silo milho Negativo Negativo Negativo
Zaragatoa Negativo Negativo Negativo
Agua Negativo Negativo Negativo
Alimentagao Negativo Negativo Negativo
Fezes Negativo Negativo Negativo
E005 Leite Negativo Negativo Negativo
Silo erva Negativo Negativo Negativo
Silo milho Negativo Negativo Negativo
Zaragatoa Negativo Negativo Negativo
Agua Negativo Negativo Negativo
Alimentagao Negativo Negativo Negativo
Fezes Negativo Negativo Negativo
E006 . . . .
Leite Negativo Negativo Negativo
Silo milho Negativo Negativo Negativo
Zaragatoa Negativo N.D Negativo
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Tabela 23 Resultados da avaliagdo da presenca de Campylobacter spp. em amostras de exploragdes leiteiras — Parte Il

Presenca de Campylobacter

Exploracdo Amostras

Ronda | Ronda 2 Ronda 3

Agua Negativo Negativo Negativo

Alimentagao Negativo Negativo Negativo

Fezes Negativo Negativo Positivo

E007 Leite Negativo Negativo Negativo
Pastone Negativo N.D N.D

Silo erva Negativo Negativo Negativo

Silo milho Negativo Negativo Negativo

Zaragatoa Negativo Negativo Negativo

Agua Negativo Negativo Negativo

Alimentagao Negativo Negativo Negativo

Fezes Negativo Negativo Negativo

E008 Leite Negativo Negativo Negativo
Luzerna N.D Negativo N.D

Silo erva Negativo N.D Negativo

Silo milho Negativo Negativo Negativo

Zaragatoa Negativo Negativo Negativo

N.D — Nio determinado

Na figura 24 sao apresentadas as curvas obtidas no PCR em tempo real nas quais se
observa duas amplificagoes da curva para as amostras leite EOOl e leite E002. A tabela 24
mostra os valores encontrados para as dezassete amostras recolhidas das exploragoes EQ0|
e E002 que inclui as amostras de leite EOOI e E002 nas quais se obteve um resultado positivo

com os valores de Cq de 17,28 e 14,03, respetivamente.
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Figura 24 Representacdo grdfica do método de PCR para a pesquisa de Campylobacter spp. nas amostras da exploracdo EO0| e E002
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Tabela 24 Valores do Cq do método de PCR para a pesquisa de Campylobacter spp. nas amostras de leite EO0| a E002

Local Fluoréforo Alvo Amostra Cq Controlo interno Cq (IAC) Resultado
A0l FAM Campy sp Agua E00| 00,00 IAC 27,08 Negativo
A02 FAM Campy sp Alimentagdo E003 00,00 IAC 26,48 Negativo
BOI FAM Campy sp Agua E002 00,00 IAC 26,06 Negativo
B02 FAM Campy sp Silo erva E0OI 00,00 IAC 27,24 Negativo
BO3 FAM Campy sp Fezes EOO| 00,00 IAC 00,00 Inibido
col FAM Campy sp Agua E003 00,00 IAC 26,05 Negativo
Co02 FAM Campy sp Silo erva E002 00,00 IAC 27,93 Negativo
Co3 FAM Campy sp Fezes E002 00,00 IAC 27,70 Inibido
Dol FAM Campy sp Leite EOOI 17,28 IAC 23,80 Positivo
D02 FAM Campy sp Silo erva E003 00,00 IAC 28,21 Negativo
D03 FAM Campy sp Fezes E003 00,00 IAC 00,00 Negativo
EOI FAM Campy sp Leite E002 14,03 IAC 25,07 Positivo
E02 FAM Campy sp Silo milho E0O0I 00,00 IAC 27,39 Negativo
EO03 FAM Campy sp Controlo positivo 00,00 IAC 19,84 Positivo
FOI FAM Campy sp Leite EO03 00,00 IAC 26,53 Negativo
F02 FAM Campy sp Silo milho E003 00,00 IAC 27,80 Negativo
FO3 FAM Campy sp Negativo 00,00 IAC 24,77 Negativo
GOl FAM Campy sp Alimentagio E00| 00,00 IAC 27,10 Negativo
HO!I FAM Campy sp Alimentagio E002 00,00 IAC 26,26 Negativo

A identificagao da espécie, realizada a partir do isolado, das amostras de leite EOO| e

E002 correspondeu a C. jejuni tal com valores de Cq de 7,50 e 7,28 tal como pode ser visto

na Figura 25 e Tabela 25.
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Figura 25 Representagdo grdfica do método de PCR para a identificacdo da espécie de Campylobacter das amostras de leite EO0| e E002

Tabela 25 Valores do Cq do método de PCR para a pesquisa de Campylobacter spp. nas amostras de leite EOO| e E002

Local Fluoréforo Alvo Amostra Cq Controlo interno Cq (IAC) Resultado
FAM jejuni 07,50
A0l HEX coli Leite 001 00,00 IAC 23,28 C. jejuni
Cy5 lari 00,00
FAM jejuni 07,28
BOI HEX coli Leite 002 00,00 IAC 23,47 C. jejuni
Cy5 lari 00,00
FAM jejuni 22,82
HEX coli Controlo positivo 25,32 Positivo
col s o P 2110 IAC 20,01
FAM jejuni 00,00
DOl HEX coli Controlo negativo 00,00 IAC 25,06 Negativo
Cy5 lari 00,00
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Na figura 26 estao apresentadas as curvas obtidas no PCR em tempo real nas quais se
observa uma amplificagao da curva para a amostra fecal E007. A tabela 26 mostra os valores
encontrados para as sete amostras recolhidas da exploragao E007 que inclui a amostra fecal

EO07 na qual se obteve um resultado positivo com os valores de Cq de 24,33.
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Figura 26 Representagdo grdfica do método de PCR para a pesquisa de Campylobacter spp. nas amostras da exploragdo EO07

Tabela 26 Valores do Cq do método de PCR para a pesquisa de Campylobacter spp. nas amostras de fezes E007

Local Fluoréforo Alvo Amostra Cq Controlo interno Cq (IAC) Resultado
A0l FAM Campy sp Agua E007 00,00 IAC 27,08 Negativo
A02 FAM Campy sp  Controlo negativo 00,00 IAC 26,25 Negativo
BOI FAM Campy sp Leite EO07 00,00 IAC 27,24 Negativo
Col FAM Campy sp Alimento E007 00,00 IAC 25,84 Negativo
Dol FAM Campy sp  Erva ensilada EO07 00,00 IAC 26,35 Negativo
EOI FAM Campy sp  Milho ensilado E007 00,00 IAC 26,54 Negativo
FOI FAM Campy sp Fezes EO07 24,33 IAC 28,05 Positivo
GOl FAM Campy sp Zaragatoa EQ007 00,00 IAC 26,60 Negativo
HOI FAM Campy sp Controlo positivo 27,62 IAC 20,53 Positivo

A identificacdo da espécie, realizada a partir do isolado, da amostra fecal E007
correspondeu a C. jejuni tal com valores de Cq de 7,14 tal como pode ser visto na Figura 27

e Tabela 27.
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Figura 27 Representagdo grdfica do método PCR para a identificagdo da espécie de Campylobacter spp. presente na amostra fecal E007
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Tabela 27 Valores do Cq do método PCR para a identificacdo da espécie de Campylobacter spp. presente na amostra fecal EO07

Local Fluoréforo Alvo Amostra Cq Controlo interno Cq (IAC) Resultado
FAM jejuni 07,14

Cco3 HEX coli Fezes 001 00,00 IAC 00,00 C. jejuni
Cy5 lari 00,00
FAM jejuni 24,71

Co4 HEX coli Controlo positivo 24,24 IAC 19,38 Positivo
Cy5 lari 24,51
FAM jejuni 00,00

D04 HEX coli Controlo negativo 00,00 IAC 22,59 Negativo
Cy5 lari 00,00

Quando analisamos a ocorréncia de Campylobacter spp. no total das 24 amostras
fecais analisadas, obtemos uma ocorréncia de 4,2%. Este valor é inferior ao valor registado
noutros paises da UE: 77% na Suécia ' em 2021, 30,5% nos Paises Baixos '*' em 1988 e
20,5% em Espanha '** em 2010, estudos em que o método de recolha da amostra foi igual ao
realizado neste estudo. Contudo, se analisarmos a ocorréncia de Campylobacter spp. nas oito
amostras fecais que correspondem as recolhas realizadas nos meses de verao, obtemos uma
ocorréncia de 37,5%, valor este que ja se insere entre os referenciados anteriormente.
Outro fator a ter em conta € o tamanho da amostragem, visto que a maioria dos artigos
analisados terem uma amostragem muito superior a amostragem deste estudo.

A detegao desta bactéria nas amostras fecais nao € um dado inovador pois sabemos
que sendo Campylobacter spp. um agente comum do trato intestinal bovino onde pode
subsistir sem causar qualquer tipo de patologia a estes animais, a excregao do mesmo pelas
fezes nao é anomala. A contaminagao verificada no leite pode advir exatamente dessa
excregao, devido ao facto dos animais se deitarem em locais contaminados com amostras
fecais e assim contaminarem as tetas, que contaminam o leite na altura da ordenha '®. O
facto de nao ter sido detetada contaminagao nas duas amostras (leite e fezes) na mesma
exploragao no mesmo momento da colheita, pode dever-se a varios fatores. O primeiro
prende-se com o facto de estar a ser realizado um bom procedimento de higiene, o que
impede a contaminagao das fezes chegar as amostras de leite. O segundo, no caso de nao
estar a ser executado um bom procedimento de higiene, relaciona-se com o facto da
contaminagao poder vir a ser detetada no leite, mas apos algum tempo, e para confirmar
esse facto mais recolhas teriam de ser feitas no periodo de tempo seguinte. Ainda no caso
de nao estar a ser executado um bom procedimento de higiene, e ter sido apenas detetada
contaminagao nas amostras de leite, podemos também especular que a recolha das amostras
fecais pode nao ter sido demonstrativa visto que foi recolhida diretamente do chao do

estabulo.
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O Jultimo fator esta relacionado com ter sido detetadas contaminagdes apenas no
leite nas exploragoes EOOl e E002. Estas contaminacoes podem dever-se a contaminagoes
ambientais. Varios tipos de aves fazem do ambiente da maioria das exploragdes leiteiras e
estas tém sido descritas como reservatorios de Campylobacter e a excregao no ambiente
circundante da exploragao leiteira pode ser um vetor de transmissao deste microrganismo
'3, Para apoiar esta especulagio, foi realizada uma segunda colheita as exploracdes E067 e
E068 para tentar concluir de onde podia provir a contaminagao. Nesta segunda recolha
foram analisadas todas as amostras disponiveis nas exploragoes leiteiras (agua, leite,
alimentagao, silagem de milho, silagem de erva, fezes e esfregago as tetinas apos a ordenha) e
esfregacos a amostras fecais de passaros frescas por toda a exploragao. Todas as amostras
deram resultado negativo para a presenga de Campylobacter spp.. exceto a amostra fecal da
exploragao EQ67. Foi também identificada a espécie, C. jejuni, correspondendo com a espécie
identificada na primeira recolha. Esta amostra nao pode ser reportada como resultado
positivo, pois nao foi possivel executar o isolamento da mesma, possivelmente por ser uma
CVNV.

No que toca a nao ter sido encontrada nenhuma contaminagao nos esfregagos
realizados as tetinas da ordenha, demostra que a desinfegao que é realizada apos a ordenha
que é realizada a cada vaca destinta, € eficaz e necessaria para a eliminagao de potenciais
agentes patogénicos ou que, neste caso, Campylobacter spp. ser um microrganismo
microaerofilico e por isto nao conseguir sobreviver a exposi¢cao do oxigénio.

Apesar de nao ter sido detetado Campylobacter spp. em amostras de silagem ou de
agua, estas foram recolhidas e analisadas na mesma pois ja foi anteriormente documentado a
presenca deste microrganismo nestas matrizes >’ '*

Os trés isolados foram detetados na ronda 3 (Tabela 28), que corresponde aos
meses do Verao. Isto demonstra que existe uma variagao sazonal clara na detegao deste
agente patogénico que provavelmente esta na base do aumento de casos confirmados de

campilobacteriose relatados na UE nos meses de verdo '**: '3 1%,

47



Tabela 28 Resumo dos resultados positivos por ronda

Ronda | Ronda 2 Ronda 3

(Inverno) (Primavera) (Verao)
Exploragdo 001 Negativo Negativo Positivo
Exploragao 002 Negativo Negativo Positivo
Exploragao 003 Negativo Negativo Negativo
Exploragio 004 Negativo Negativo Negativo
Exploragao 005 Negativo Negativo Negativo
Exploragdo 006 Negativo Negativo Negativo
Exploragao 007 Negativo Negativo Positivo
Exploragdo 008 Negativo Negativo Negativo

Em suma, foi confirmada uma ocorréncia de Campylobacter spp. em trés amostras
(duas amostras de leite e uma amostra fecal) correspondestes a trés exploragoes (E00I,
E002 e E007) das oito exploragdes leiteiras analisadas o que resulta de uma ocorréncia de

37,5% em exploragoes leiteiras nos meses de verao (Figura 28).

= Exploragoes positivas = Exploragoes negativas

Figura 28 Representacdo grdfica da percentagem de amostras de leite cru positivas para Campylobacter spp.
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4.2 Comparacao entre o método PCR do EURL- Campylobacter e o método do
INIAV

Para a comparagao dos métodos dos dois ensaios de PCR realizados segundo o
protocolo do EURL-Campylobacter e o protocolo do INIAV, utilizaram-se as seguintes

defini¢oes, segundo a ISO 16140.

Exatiddo relativa — grau de correspondéncia entre a resposta obtida pelo método de

referéncia e pelo método alternativo em amostras idénticas.

N°® de resultados concordantes
e AC= X 100%

N°® total de resultados

Sensibilidade relativa — capacidade do método alternativo detetar o analito quando este é

detetado pelo método de referéncia.

N° de resultados positivos concordantes

e SE= x 100%

N° de resultados positivos obtidos no método de referéncia

Especificidade relativa — capacidade do método alternativo de nao detetar um analito

quando este nao é detetado pelo método de referéncia.

N° de resultados negativos concordantes

e SP= X 100%

N° de resultados negativos obtidos no método de referéncia
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4.2.1 Comparacao de resultados entre o ensaio PCRI EURL-Campylobacter e o

método de referéncia

O ensaio PCRI foi usado para confirmar a presenga de C. jejuni, C. coli e C. lari. Na
Figura 29 estao representadas as curvas de amplificagdo resultantes do ensaio PCRI
realizado segundo o protocolo descrito pelo EURL-Campylobacter. No PCRI, 24 amostras

foram analisadas para a presenca de Campylobacter termotolerantes.
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Figura 29 Grdfico do método PCR | realizado segundo o protocolo do EURL-Campylobacter

Os resultados obtidos do ensaio PCRI segundo o protocolo EURL-Campylobacter
foram comparados com o método de referéncia (Tabela 29). Segundo o ensaio realizado de
acordo com o protocolo do EURL-Campylobacter, 15 isolados foram identificados como
Campylobacter termotolerante e os restantes nove isolados foram dados como negativos
para a presenga de Campylobacter termotolerante. Quando o mesmo ensaio € realizado
segundo o método de referéncia, 16 isolados foram identificados como Campylobacter
termotolerante e os restantes oito isolados foram dados como negativos para a presenga de

Campylobacter termotolerante.

Tabela 29 Comparagdo de resultados entre o ensaio PCRI EURL-Campylobacter e o método de referéncia

Método PCR do EURL-Campylobacter

Método de referéncia Positivos Negativos Total
Positivos I5 I 16
Negativos | 8 8
Total 15 9 24

e Exatidao relativa: AC= 95,8%
e Sensibilidade relativa: SE = 93,8%
e Especificidade relativa: SP =100%
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4.2.2 Comparacao de resultados entre o ensaio PCRI INIAV e o método de

referéncia

Em paralelo foi realizado o mesmo ensaio, mas com o protocolo do INIAYV, onde os
reagentes do método PCR estio descritos no ponto 3.3.2.2. Na Figura 30 estio
representadas as curvas de amplificagao resultantes do ensaio PCRI realizado segundo o

protocolo descrito pelo INIAV.
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Figura 30 Grdfico do método PCR | redlizado segundo o protocolo validado pelo INIAV

Os resultados obtidos do ensaio PCRI segundo o protocolo do INIAV também foi
comparado com o método de referéncia (Tabela 30). Segundo o ensaio realizado de acordo
com o protocolo do INIAV, |5 isolados foram identificados como Campylobacter
termotolerante e os restantes nove isolados foram dados como negativos para a presenga
de Campylobacter termotolerante. Quando o mesmo ensaio € realizado segundo o método
de referéncia, 16 isolados foram identificados como Campylobacter termotolerante e os
restantes oito isolados foram dados como negativos para a presenga de Campylobacter

termotolerante.

Tabela 30 Comparagdo de resultados entre o ensaio PCRI INIAV e o método de referéncia

Método PCR do INIAV

Método de referéncia Positivos Negativos Total
Positivos 15 | 16
Negativos 0 8 8

Total 15 9 24

e AC=95,8%

e SE=938%

e SP=100%
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4.2.2 Comparacao de resultados entre o ensaio PCR3 EURL-Campylobacter e o

método de referéncia

O ensaio PCR3 foi usado para identificar a espécie de C. jejuni, C. coli e C. lari. Na
Figura 31 estio representadas as curvas de amplificagdo resultantes do ensaio PCR3
realizado segundo o protocolo descrito pelo EURL-Campylobacter. No PCR3, 50 amostras

foram analisadas para a identificagcao da espécie de Campylobacter termofilos.
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Figura 31 Grdfico do método PCR 3 realizado segundo o protocolo do EURL-Campylobacter

Os resultados obtidos do ensaio PCR3 segundo o protocolo EURL-Campylobacter
foram comparados com o método de referéncia. Segundo o ensaio realizado de acordo com
o protocolo do EURL-Campylobacter, 38 isolados foram identificados como C. jejuni, C. coli ou
C. lari e os restantes |2 isolados foram dados como negativos para estas espécies. Quando o
mesmo ensaio € realizado segundo o método de referéncia, 40 isolados foram identificados
como C. jejuni, C. coli ou C. lari e os restantes |0 isolados foram dados como negativos para

estas espécies como demonstrado na Tabela 31.

Tabela 31 Comparagdo de resultados entre o ensaio PCR3 EURL-Campylobacter e o método de referéncia

Método PCR do EURL-Campylobacter

Método de referéncia Positivos Negativos Total
Positivos 38 2 40
Negativos 0 10 10

Total 38 12 50

e AC=96,0%

e SE=95,0%

e SP=100%
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4.2.3 Comparacao de resultados entre o ensaio PCR3 INIAV e o método de

referéncia

Em paralelo foi realizado o mesmo ensaio, mas com o protocolo do INIAV, onde os
reagentes do método PCR estio descritos no ponto 3.3.2.4. Na Figura 32 estio
representadas as curvas de amplificagao resultantes do ensaio PCR3 realizado segundo o

protocolo descrito pelo INIAV.
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Figura 32 Grdfico do método PCR 3 realizado segundo o protocolo do INIAV

Os resultados obtidos do ensaio PCR3 segundo o protocolo do INIAV foram
comparados com o método de referéncia (Tabela 32). Segundo o ensaio realizado de acordo
com o protocolo do INIAYV, 39 isolados foram identificados como C. jejuni, C. coli ou C. lari e
os restantes || isolados foram dados como negativos para estas espécies. Quando o mesmo
ensaio € realizado segundo o método de referéncia, 40 isolados foram identificados como C.
jejuni, C. coli ou C. lari e os restantes |0 isolados foram dados como negativos para estas

espécies.

Tabela 32 Comparagdo de resultados entre o ensaio PCRI INIAV e o método de referéncia

Método PCR do INIAV

Método de referéncia Positivos Negativos Total
Positivos 39 [ 40
Negativos 0 10 10

Total 39 I 50

e AC=98,0%

o SE=975%

e SP=100%
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Comparando os valores da exatidao relativa, sensibilidade relativa e especificidade
relativa entre o ensaio PCRI realizado segundo o protocolo do EURL-Campylobacter e o
realizado segundo o protocolo validado pelo INIAV, podemos concluir que os trés valores
foram idénticos. No que toca ao ensaio PCR3 realizado segundo o protocolo do EURL-
Campylobacter e o realizado segundo o protocolo validado pelo INIAV, os valores ja foram
diferentes. Na Tabela 33 podemos observar que os valores da exatidio relativa e da
sensibilidade relativa foram mais elevados para o ensaio realizado com o protocolo do

INIAV quando comparado com o realizado com o protocolo do EURL-Campylobacter.

Tabela 33 Comparagdo de resultados de AC, SE e SP dos PCRI e PCR3 redlizados pelo EURL-Campylobacter e pelo INIAV

Ensaio PCRI

Ensaio PCR3

Protocolo EURL-
Protocolo INIAY

Protocolo EURL-
Protocolo INIAY

Campylobacter Campylobacter
Exatidao relativa 95,8% 95,8% 96,0% 98,0%
Sensibilidade relativa 93,8% 93,8% 95,0% 97.5%
Especificidade relativa 100% 100% 100% 100%

Relativamente ao PCR3 pode-se concluir que o protocolo implementado no INIAV
tem um maior grau de correspondéncia entre a resposta obtida pelo mesmo e pelo método
de referénciado que o protocolo do EURL-Campylobacter. Também o protocolo
implementado no INIAV tem maior capacidade de detetar o analito quando este é detetado

pelo método de referéncia do que o protocolo do EURL-Campylobacter.
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CAPITULO VI
CONCLUSAO



Campylobacter spp. € um organismo zoonoético encontrado no trato intestinal de
varios animais e € o maior causador de gastroenterite na Unido Europeia. O leite cru ou
inadequadamente pasteurizado, as aves mal cozinhadas e a dgua nao tratada tém sido os
principais alimentos associados aos surtos documentados. Consequentemente, é primordial
o seu controlo e entendimento das vias de transmissao uma vez que pode constituir um
fator de risco para a saide humana. Até a data, este estudo é a primeira descrigio da
presen¢a de Campylobacter spp. em exploragoes leiteiras em Portugal.

Como supracitado inicialmente, esta dissertagao de mestrado tinha dois objetivos
principais. O primeiro envolveu o estudo da epidemiologia molecular de Campylobacter em
amostras de leite cru e a sua identificagao. O segundo objetivo envolveu a anadlise das
possiveis vias de transmissao dentro do ambiente de uma exploragao leiteira.

Relativamente ao primeiro objetivo, foram recolhidas 100 amostras de leite cru
retiradas do tanque da ordenha. Das amostras analisadas, Campylobacter spp. estava presente
em 4%. No que toca ao segundo objetivo, foram recolhidas diferentes tipos de amostras de
sete exploragoes leiteiras em trés alturas do ano distintas. Foi isolado Campylobacter spp. de
trés amostras, duas de leite cru e uma amostra fecal, em trés exploragoes diferentes. Todos
os isolados foram identificados como C. jejuni.

No que diz respeito ao ensaio interlaboratorial a comparagao entre os resultados
permitiu validar a robustez do método do INIAV e apoiar o EURL-Campylobacter na decisao
do uso de outros reagentes e perfis térmicos.

Comparativamente ao método ISO, o método PCR em tempo real é um método
muito mais rapido, mais sensivel, especifico e que consegue fazer a detegao de
microrganismos de Campylobacter spp. mesmo que estes estejam num estado viavel, mas nao
cultivavel. Contudo, é um método de alto custo quando comparado com o método ISO. Ja
este € um método moroso, que precisa de seis a sete dias para que possam ser apresentados
resultados, pode ocorrer a errada identificagao de amostras negativas para Campylobacter
spp.- quando estas bactérias podem estar apenas num estado de CVNC e por ser um
método que necessitava de mais etapas para ser realizado estar sujeito a mais erros por
parte do operador.

Por ultimo, os dados deste estudo justificam mais estudos nao s6 em Portugal, mas
também noutros paises europeus para determinar a ocorréncia, o impacto da sazonalidade e
particularmente dos fatores de risco associados a sua presenga em exploragoes leiteiras. Isto

€ de particular importancia, uma vez que os agentes patogénicos sao, na sua maioria,
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microrganismos zoonoticos. Estes resultados indicam o risco potencial de campilobacteriose
nos consumidores de leite cru, ou leite cuja pasteurizagao foi mal realizada, uma vez que a
espécie de Campylobacter identificada é de facto a mais descrita como causadora de
campilobacteriose humana.

Sao necessarios estudos mais extensivos sobre a ocorréncia deste microrganismo,
estudos em que um maior numero de exploragoes e de amostras ambientais que coabitam o
envolvente da exploragao, seja integrado a fim de compreender todas as possiveis fontes de
contaminagao que podem estar na base da presenga desta bactéria. Também deve ser
realizado um estudo do impacto da sazonalidade ao longo das quatro estagcoes do ano, visto
que este sO cobriu trés estagoes. Seria também inserir um estudo da tipagem dos isolados
encontrados para entender se ha ligagao entre os isolados clinicos e os isolados recolhidos
das exploragdes E também importante inserir o estudo da resisténcia antimicrobiana destes
agentes patogénicos, uma vez que ambas as bactérias adquirem facilmente resisténcia aos
antibioticos e a resisténcia aos antibioticos € uma das maiores ameagas a saude global, a

seguranga alimentar e ao desenvolvimento atual.
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ANEXOS



Anexo A- Composigao do meio Bolton
Base- Formula (g/l): Peptona de carne 10,0; Hidrolisato de lactalbumina 5,0; Extrato de

levedura 5,0, Cloreto de sédio 5,0, Piruvato de sédio 0,5, Acido a-ketoglutarico 1,0,

Metabissulfito de sodio 0,5, Carbonato de sodio 0,6, Haemina 0,01.

Suplemento Bolton- Composicao: Cefoperazona 10,0 mg, Vancomicina 10,0 mg,

Trimetoprim 10,0 mg e Cicloheximida 25,0 mg
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Anexo B- Valores do Cq do PCR | realizado segundo o protocolo do EURL-Campylobacter

Local Fluoréforo Alvo Amostra Cq Controlo interno  Cq (IPC) Resultado
A0l FAM Jos Amostra | 00,00 HEX IPC 33,03 Negativo
A02 FAM Jos Amostra 9 20,42 HEX IPC 33,61 Positivo
AO03 FAM Jos Amostra |7 22,37 HEX IPC 33,59 Positivo
A04 FAM Jos Controlo positivo 32,03 HEX IPC 32,02 Positivo
BOI FAM Jos Amostra 2 36,78 HEX IPC 31,97 Positivo
B02 FAM Jos Amostra 10 25,05 HEX IPC 31,86 Positivo
BO3 FAM Jos Amostra 18 27,54 HEX IPC 32,03 Positivo
B0O4 FAM Jos Controlo negativo 00,00 HEX IPC 31,86 Negativo
col FAM Jos Amostra 3 00,00 HEX IPC 32,31 Negativo
Cco02 FAM Jos Amostra || 20,72 HEX IPC 34,07 Positivo
co03 FAM Jos Amostra 19 00,00 HEX IPC 31,47 Negativo
Dol FAM Jos Amostra 4 00,00 HEX IPC 32,32 Negativo
D02 FAM Jos Amostra 12 00,00 HEX IPC 32,13 Negativo
D03 FAM Jos Amostra 20 00,00 HEX IPC 31,75 Negativo
EOI FAM Jos Amostra 5 21,12 HEX IPC 32,36 Positivo
E02 FAM Jos Amostra 13 18,64 HEX IPC 36,10 Positivo
EO3 FAM Jos Amostra 21 20,73 HEX IPC 32,15 Positivo
FOI FAM Jos Amostra 6 23,14 HEX IPC 32,35 Positivo
F02 FAM Jos Amostra 14 29,37 HEX IPC 31,79 Positivo
FO3 FAM Jos Amostra 22 00,00 HEX IPC 31,14 Negativo
GOl FAM Jos Amostra 7 21,73 HEX IPC 33,52 Positivo
G02 FAM Jos Amostra 15 00,00 HEX IPC 32,01 Negativo
GO03 FAM Jos Amostra 23 18,92 HEX IPC 35,01 Positivo
Hol FAM Jos Amostra 8 20,77 HEX IPC 33,66 Positivo
HO02 FAM Jos Amostra 16 20,36 HEX IPC 32,94 Positivo
HO03 FAM Jos Amostra 24 23,14 HEX IPC 31,75 Positivo

Anexo C- Valores do Cq do PCR | realizado segundo o protocolo validado pelo INIAV

Poco Fluoréforo Alvo Amostra Cq Controlo interno Cq (IAC) Resultado
A0l FAM Campy sp Amostra | 00,00 IAC 20,48 Negativo
A02 FAM Campy sp Amostra 9 12,47 IAC 19,13 Positivo
A03 FAM Campy sp Amostra 17 14,92 IAC 19,82 Positivo
A04 FAM Campy sp  Controlo positivo 24,79 IAC 19,85 Positivo
BOI FAM Campy sp Amostra 2 28,61 IAC 20,33 Positivo
B02 FAM Campy sp Amostra 10 15,18 IAC 19,64 Positivo
BO3 FAM Campy sp Amostra 18 20,32 IAC 20,78 Positivo
B04 FAM Campy sp  Controlo negativo 00,00 IAC 20,13 Negativo
Col FAM Campy sp Amostra 3 00,00 IAC 20,48 Negativo
Co02 FAM Campy sp Amostra |1 12,26 IAC 19,10 Positivo
Cco3 FAM Campy sp Amostra 19 00,00 IAC 19,78 Negativo
Dol FAM Campy sp Amostra 4 00,00 IAC 20,10 Negativo
D02 FAM Campy sp Amostra 12 00,00 IAC 20,08 Negativo
D03 FAM Campy sp Amostra 20 00,00 IAC 20,22 Negativo
EOI FAM Campy sp Amostra 5 13,04 IAC 19,20 Positivo
E02 FAM Campy sp Amostra |3 10,82 IAC 18,69 Positivo
EO3 FAM Campy sp Amostra 21 12,71 IAC 19,22 Positivo
FOl FAM Campy sp Amostra 6 15,08 IAC 19,52 Positivo
F02 FAM Campy sp Amostra 14 21,79 IAC 20,12 Positivo
FO3 FAM Campy sp Amostra 22 00,00 IAC 20,09 Negativo
GOl FAM Campy sp Amostra 7 13,46 IAC 19,40 Positivo
G02 FAM Campy sp Amostra 15 00,00 IAC 20,10 Negativo
GO03 FAM Campy sp Amostra 23 11,07 IAC 18,57 Positivo
HOl FAM Campy sp Amostra 8 12,49 IAC 19,10 Positivo
HO02 FAM Campy sp Amostra 16 12,38 IAC 18,79 Positivo

HO03 FAM Campy sp Amostra 24 15,80 1AC 19,56 Positivo




Anexo D- Valores do Cq do PCR 3 realizado segundo o protocolo do EURL-Campylobacter

Local Fluoroéforo Alvo Amostra Cq Controlo interno Cq (IPC) Resultado
Cy5 coli 00,00
A0l FAM jejuni | 00,00 HEX IPC 34,07 Negativo
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
A02 FAM jejuni 9 22,51 HEX IPC 00,00 C jejuni
lari 00,00
Cy5 coli 23,76
AO03 FAM jejuni 17 00,00 HEX IPC 00,00 C. coli
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
A04 FAM jejuni 25 00,00 HEX IPC 37,44
lari 23,24
Cy5 coli 25,92
AO05 FAM jejuni 33 00,00 HEX IPC 00,00 C. coli
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
A06 FAM jejuni 4 00,00 HEX IPC 37,16
lari 24,12
Cy5 coli 00,00
A07 FAM jejuni 49 00,00 HEX IPC 34,18
lari 20,45
Cy5 coli 00,00
BOI FAM jejuni 2 00,00 HEX IPC 36,40 Negativo
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
B02 FAM jejuni 10 25,83 HEX IPC 00,00 C jejuni
lari 00,00
Cy5 coli 29,75
BO3 FAM jejuni 18 00,00 HEX IPC 00,00 C. coli
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
B04 FAM jejuni 26 00,00 HEX IPC 33,48 Negativo
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
BO5 FAM jejuni 34 22,88 HEX IPC 00,00 C jejuni
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
B06 FAM jejuni 4?2 24,57 HEX IPC 00,0 C jejuni
lari 00,00
Cy5 coli 22,27
BO7 FAM jejuni 50 00,00 HEX IPC 37,60 C. coli
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
Col FAM jejuni 3 00,00 HEX IPC 34,44 Negativo
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
C02 FAM jejuni 1 23,18 HEX IPC 00,00 C jejuni
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
Co3 FAM jejuni 19 00,00 HEX IPC 33,17 Negativo
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
Co04 FAM jejuni 27 35,60 HEX IPC 00,00 C jejuni
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
Co05 FAM jejuni 35 00,00 HEX IPC 00,00
lari 25,28
Cy5 coli 00,00
Co6 FAM jejuni 43 24,29 HEX IPC 00,00 C jejuni
lari 00,00
Cy5 coli 26,06
Cco7 FAM jejuni Positivo 36,33 HEX IPC 00,00 Positivo
lari 26,75
Cy5 coli 00,00
DOl FAM jejuni 4 00,00 HEX IPC 34,95 Negativo
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
D02 FAM jejuni 12 00,00 HEX IPC 33,13 Negativo
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
Do3 FAM jejuni 20 00,00 HEX IPC 33,78 Negativo
lari 00,00
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Local Fluoréforo Alvo Amostra Cq Controlo interno Cq (IPC) Resultado
Cy5 coli 23,04
D04 FAM jejuni 28 00,00 HEX IPC 00,00 C. coli
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
Do5 EAM jejuni 36 25,05 HEX IPC 00,00 C jejuni
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
D06 EAM jejuni 44 00,00 HEX IPC 00,00 Negativo
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
Do7 FAM jejuni Negativo 00,00 HEX IPC 3361 Negativo
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
EOI FAM jejuni 5 23,50 HEX IPC 00,00 C jejuni
lari 00,00
Cy5 coli 23,31
E02 FAM jejuni 13 00,00 HEX IPC 00,00 C. coli
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
E03 FAM jejuni 21 00,00 HEX IPC 00,00
lari 22,41
Cy5 coli 00,00
E04 FAM jejuni 29 00,00 HEX IPC 34,05 Negativo
lari 00,00
Cy5 coli 21,69
EO5 FAM jejuni 37 00,00 HEX IPC 00,00 C. coli
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
EO6 FAM jejuni 45 24,17 HEX IPC 00,00 C jejuni
lari 00,00
Cy5 coli 24,11
FOI FAM jejuni 6 00,00 HEX IPC 00,00 C. coli
lari 00,00
Cy5 coli 28,99
F02 FAM jejuni 14 00,00 HEX IPC 33,19 C. coli
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
FO3 FAM jejuni 22 00,00 HEX IPC 34,27 Negativo
lari 00,00
Cy5 coli 21,77
FO4 FAM jejuni 30 00,00 HEX IPC 00,00 C. coli
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
FO5 FAM jejuni 38 00,00 HEX IPC 00,00 Negativo
lari 00,00
Cy5 coli 24,02
FO6 FAM jejuni 46 00,00 HEX IPC 00,00 C. coli
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
GOl FAM jejuni 7 00,00 HEX IPC 00,00
lari 22,62
Cy5 coli 00,00
G02 FAM jejuni 15 00,00 HEX IPC 33,83 Negativo
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
GO03 FAM jejuni 23 21,43 HEX IPC 00,00 C jejuni
lari 00,00
Cy5 coli 21,77
G04 FAM jejuni 3] 00,00 HEX IPC 00,00 C. coli
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
GO05 FAM jejuni 39 00,00 HEX IPC 00,00
lari 21,71
Cy5 coli 00,00
G06 FAM jejuni 47 00,00 HEX IPC 00,00
lari 22,43
Cy5 coli 00,00
HOI FAM jejuni 8 24,32 HEX IPC 00,00 C jejuni
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
HO3 FAM jejuni 16 22,21 HEX IPC 00,00 C jejuni
lari 00,00
Cy5 coli 00,00
HO04 FAM jejuni 24 24,37 HEX IPC 00,00 C jejuni
lari 00,00
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Local Fluoréforo Alvo Amostra Cq Controlo interno Cq (IPC) Resultado

Cy5 coli 21,42

HO04 FAM jejuni 32 00,00 HEX IPC 00,00 C. coli
lari 00,00
Cy5 coli 00,00

HO5 FAM jejuni 40 23,28 HEX IPC 00,00 C jejuni
lari 00,00
Cy5 coli 00,00

Ho0é6 FAM jejuni 48 21,51 HEX IPC 00,00 C jejuni
lari 00,00

Anexo E- Valores do Cq do PCR 3 realizado segundo o protocolo validado pelo INIAV

Local Fluoréforo Alvo Amostra Cq Controlo interno Cq (IAC) Resultado

HEX coli 00,00

A0l FAM jejuni | 00,00 IAC 19,23 Negativo
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00

A02 FAM jejuni 9 16,19 IAC 18,49 C jejuni
Cy5 lari 00,00
HEX coli 17,61

AO03 FAM jejuni 17 00,00 IAC 19,12 C. coli
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00

A04 FAM jejuni 25 00,00 IAC 20,48 C. lari
Cy5 lari 19,15
HEX coli 20,46

AO05 FAM jejuni 33 00,00 IAC 19,60 C. coli
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00

A06 FAM jejuni 41 00,00 IAC 20,60 C. lari
Cy5 lari 17,36
HEX coli 00,00

A07 FAM jejuni 49 00,00 IAC 19,80 C. lari
Cy5 lari 13,81
HEX coli 00,00

BOI FAM jejuni 2 00,00 IAC 19,48 Negativo
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00

B02 FAM jejuni 10 18,87 IAC 20,56 C jejuni
Cy5 lari 00,00
HEX coli 21,34

BO3 FAM jejuni 18 00,00 IAC 20,12 C. coli
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00

B04 FAM jejuni 26 00,00 IAC 21,12 Negativo
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00

BO5 FAM jejuni 34 17,65 IAC 20,27 C jejuni
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00

B06 FAM jejuni 42 17,03 IAC 20,06 C jejuni
Cy5 lari 00,00
HEX coli 16,64

BO7 FAM jejuni 50 00,00 IAC 19,53 C. coli
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00

Col FAM jejuni 3 00,00 IAC 19,89 Negativo
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00

Co02 FAM jejuni I 17,03 IAC 20,38 C jejuni
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00

Co3 FAM jejuni 19 00,00 IAC 21,69 Negativo
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00

Co4 FAM jejuni 27 27,24 IAC 20,27 C jejuni
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00

CO05 FAM jejuni 35 00,00 IAC 20,09 C. lari
Cy5 lari 18,22
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Local Fluoréforo Alvo Amostra Cq Controlo interno Cq (IAC) Resultado
HEX coli 00,00 o
Coé6 FAM jejuni 43 16,34 IAC 20,36 C jejuni
Cy5 lari 00,00
HEX coli 09,70 .
co7 FAM jejuni Positivo 11,08 IAC 00,00 Positivo
Cy5 lari 07,44
HEX coli 00,00
Dol FAM jejuni 4 00,00 IAC 19,31 Negativo
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00
D02 FAM jejuni 12 00,00 IAC 20,28 Negativo
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00
D03 FAM jejuni 20 00,00 IAC 20,83 Negativo
Cy5 lari 00,00
HEX coli 16,26
D04 FAM jejuni 28 00,00 IAC 18,96 C. coli
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00 o
Do5 FAM jejuni 36 19,34 IAC 19,75 C jejuni
Cy5 lari 00,00
HEX coli 26,23
D06 FAM jejuni 44 00,00 IAC 19,51 C. coli
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00 X
bo7 FAM jejuni Negativo 00,00 IAC 19,13 Negativo
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00 o
EOI FAM jejuni 5 16,78 IAC 18,71 C jejuni
Cy5 lari 00,00
HEX coli 15,27
E02 FAM jejuni 13 00,00 IAC 20,49 C. coli
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00
EO03 FAM jejuni 2] 00,00 IAC 18,24 C. lari
Cy5 lari 15,09
HEX coli 00,00
EO4 FAM jejuni 29 00,00 IAC 19,54 Negativo
Cy5 lari 00,00
HEX coli 15,99
EO5 FAM jejuni 37 00,00 IAC 18,36 C. coli
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00 o
EO6 FAM jejuni 45 15,35 IAC 18,55 C jejuni
Cy5 lari 00,00
HEX coli 17,25
FOI FAM jejuni 6 00,00 IAC 18,61 C. coli
Cy5 lari 00,00
HEX coli 23,10
FO2 FAM jejuni 14 00,00 IAC 18,82 C. coli
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00
FO3 FAM jejuni 22 00,00 IAC 18,80 Negativo
Cy5 lari 00,00
HEX coli 16,32
FO4 FAM jejuni 30 00,00 IAC 19,13 C. coli
Cy5 lari 00,00
HEX coli 17,80
FO5 FAM jejuni 38 00,00 IAC 24,77 C. coli
Cy5 lari 00,00
HEX coli 20,92
F06 FAM jejuni 46 00,00 IAC 19,33 C. coli
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00
GOl FAM jejuni 7 00,00 IAC 18,53 C. lari
Cy5 lari 15,49
HEX coli 00,00
G02 FAM jejuni 15 00,00 IAC 19,19 Negativo
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00 o
G03 FAM jejuni 23 14,56 IAC 18,45 C jejuni
Cy5 lari 00,00
HEX coli 16,43
G04 FAM jejuni 3] 00,00 IAC 18,52 C. coli
Cy5 lari 00,00
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Local Fluoréforo Alvo Amostra Cq Controlo interno Cq (IAC) Resultado
HEX coli 00,00
GO05 FAM jejuni 39 00,00 IAC 19,04 C. lari
Cy5 lari 16,53
HEX coli 00,00
G06 FAM jejuni 47 00,00 IAC 18,01 C jejuni
Cy5 lari 15,22
HEX coli 00,00
HOl FAM jejuni 8 16,32 IAC 19,44 C jejuni
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00
HO3 FAM jejuni 16 15,41 IAC 18,40 C jejuni
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00
HO4 EAM jejuni 24 17,37 IAC 18,14 C jejuni
Cy5 lari 00,00
HEX coli 15,70
HO4 FAM jejuni 32 00,00 IAC 17,85 C. coli
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00
HO05 FAM jejuni 40 17,65 IAC 18,13 C jejuni
Cy5 lari 00,00
HEX coli 00,00
Hoé6 FAM jejuni 48 14,73 IAC 18,41 C jejuni
Cy5 lari 00,00
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