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RESUMO

Os morcegos sdo mamiferos voadores notavelmente conhecidos como reservatérios
naturais de diversos patdgenos potencialmente zoonéticos, como virus, bactérias,
fungos e protozoarios. Todavia, estudos sobre a microbiota de morcegos, inclusive
na regido nordeste do Brasil sdo escassos. Dessa forma, o objetivo deste trabalho
foi isolar e identificar bactérias de morcegos da Regido Metropolitana de Fortaleza
(RMF), Ceara, e avalid-las quanto a sensibilidade antimicrobiana. Um total de 51
morcegos, de nove espécies, quatro géneros, e seis habitos alimentares diferentes,
foram capturados em trés municipios (Pacatuba, Itaitinga e Maranguape), onde
abrigavam-se em constru¢cdes abandonadas ou pouco utilizadas, em 2021 e 2022.
Amostras de swabs (orofaringe e retal) e de guano foram obtidas, totalizando 117
amostras, 101 de swabs e 16 de guano. Em laboratério, as amostras foram
cultivadas em &agar MacConkey e &agar sangue 5% com base Columbia. Apés
triagem e estocagem, os isolados foram submetidas a identificacdo bioquimica.
Testes de sensibilidade aos antimicrobianos foram realizados, pelo método de disco-
difusdo ou microdiluicdo. O total de 222 bactérias foi obtido, com 135 bacilos Gram-
negativos (BGN), 63 cocos Gram-positivos (CGP) e 24 bacilos Gram-positivos
(BGP). Bactérias da ordem Enterobacterales (em especial os géneros Enterobacter,
Klebsiella and Escherichia) e Staphyloccocus coagulase negativa (S. xylosus and S.
sciuri) foram as mais presentes. Resisténcia a pelo menos um antimicrobiano foi
observada em 59,8% (113/189) dos isolados, em 80,4% (41/51) dos animais, e em
100% das amostras de guano testadas. Destes, a espécie D. rotundus e guano de
colénia de espécies mistas se destacaram (P=0,0026). Os antimicrobianos, aos
quais, os isolados apresentaram mais resisténcia foram cefalotina e ampicilina
(P<0,0001). O presente estudo apresenta dados inéditos sobre a caracterizagdo da
diversidade bacteriana e sensibilidade antimicrobiana, de bactérias do trato
gastrintestinal (TGI) de morcegos da RMF. Considerando que esses animais
silvestres nunca foram tratados com antimicrobianos, questiona-se a origem da
elevada resisténcia a antimicrobianos observada, sendo necessarias pesquisas sob
a perspectiva da Saude Unica para melhor compreender a dinamica de aquisi¢céo de

resisténcia das bactérias da microbiota do TGI de morcegos.

Palavras-chave: quirGpteros; microbiota; resisténcia bacteriana a drogas.



ABSTRACT
Bats are flying mammals notably known as natural reservoirs of several potentially
zoonotic pathogens, such as viruses, bacteria, fungi and protozoa. However, studies
on the microbiota of bats, including in the northeast region of Brazil, are scarce.
Thus, the objective of this work was to isolate and identify bacteria from bats in the
Metropolitan Region of Fortaleza (MRF), Ceara, and to evaluate them for
antimicrobial susceptibility. A total of 51 bats, of nine species, four genus, and six
different feeding habits, were captured in three municipalities (Pacatuba, Itaitinga and
Maranguape), where they sheltered in abandoned or little-used buildings, in 2021
and 2022. Samples of swabs (oropharynx and rectum) and guano were obtained,
totaling 117 samples, 101 of which were swabs and 16 were guano. In the
laboratory, the samples were cultivated in MacConkey agar and blood agar 5% with
Columbia base. After screening and stock, the isolates were submitted to
biochemical identification. Antimicrobial susceptibility tests were performed, using the
disk-diffusion or microdilution method. A total of 222 bacteria were obtained, with 135
Gram-negative bacilli (GNB), 63 Gram-positive cocci (CGP) and 24 Gram-positive
bacili (BGP). Bacteria of the order Enterobacterales (especially the genus
Enterobacter, Klebsiella and Escherichia) and Staphylococcus coagulase negative
(S. xylosus and S. sciuri) were the most common. Resistance to at least one
antimicrobial was observed in 59.8% (113/189) of the isolates, in 80.4% (41/51) of
the animals, and in 100% of the guano samples tested. Of these, the species D.
rotundus and guano from mixed species colonies (P=0.0026) stood out. The
antimicrobials to which, BGN and CGP, showed the most resistance were
cephalothin and ampicillin (P<0.0001). The present study presents unprecedented
data on the characterization of bacterial diversity and antimicrobial sensitivity of
bacteria from the gastrointestinal tract (GIT) of bats from the RMF. Considering that
these wild animals were never treated with antimicrobials, the origin of the high
resistance to antimicrobials observed is questioned, and research is needed from the
One Health approach to better understand the dynamics of resistance acquisition of

bacteria from TGI microbiota of bats.

Keywords: chiroptera; microbiota; drug resistance, bacterial.
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1 INTRODUCAO

Os morcegos, Unicos mamiferos capazes de voar, sdo notavelmente
conhecidos como reservatérios naturais de diversos patdégenos emergentes e
reemergentes potencialmente zoondticos, como virus, bactérias, fungos e
protozoarios, que podem causar doencas em humanos e/ou em animais domeésticos
(MUHLDORFER, 2013; BROOK; DOBSON, 2015; ALOCATTI et al., 2016; LETKO et
al., 2020). Cerca de 60% das doencas infecciosas existentes em humanos séo de
origem zoonotica, pelo menos 73% das doencas infecciosas emergentes tem origem
em animais, e mais de dois tergos destas se originam na vida selvagem (VAN
DOORN, 2017; BEENA; SAIKUMAR, 2019).

Vérios fatores contribuem para que os morcegos sejam disseminadores
de patdégenos emergentes, como a capacidade de realizar longos voos, se adaptar
aos mais diversos ambientes, como em areas urbanas proximo de humanos e
animais domeésticos, longevidade, menor susceptibilidade a patologias causadas por
diversos patodgenos infecciosos humanos e animais, muitas vezes permanecendo
assintomaticos (ALOCATTI et al., 2016; WANG; ANDERSON, 2019). Poucos
organismos patogénicos para 0s morcegos sao descritos, como o virus da Raiva
(género Lyssavirus spp.), a bactéria do género Borrelia spp., o fungo
Pseudogymnoascus destructans  (white-nose _syndrome) e o helminto
(Lecithodendrium spp.) (BROOK; DOBSON., 2015). Ao que parece, 0S morcegos

conseguiram em sua evolucéo balancear seu préprio sistema imune, para ser menos

reativo, e ainda assim eficiente, conseguindo adaptar as altas variacdes de
temperaturas corporais, podendo atingir 40°C, e taxas metabdlicas durante seus
Voos, e, dessa forma, responder e sobreviver a infecgbes, tanto por resisténcia ou
tolerancia a essas, especialmente para virus letais em seres humanos e outros
animais (BROOK; DOBSON., 2015; WEINBERG; YOVEL, 2022).

Estudos no Brasil relatam cada vez mais, a presenca de morcegos em
areas urbanas, pracas e parques de grandes cidades, o que se da majoritariamente
pela emigracdo destes animais de seus habitats naturais, que muitas vezes sao
destruidos pela intervencdo humana (FRANCO BESSA et al., 2010; DE OLIVEIRA
et al., 2015; DE REZENDE et al., 2017). Como isso pode influenciar o crescimento

no nimero de doencas emergentes e reemergentes no pais? Quanto maior a
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proximidade, seja direta ou indireta, entre humanos e morcegos, maiores sdo as
chances de spillover entre as espécies, fendbmeno frequentemente relatado,
principalmente em infec¢des virais, como 0 que aconteceu com o Coronavirus da
Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS-CoV), podendo, entdo, contribuir para
novos surtos de doencgas zoonoticas (HAYMAN et al., 2013).

Bactérias patogénicas isoladas de morcegos, como Bartonella spp.,
Leptospira sp., Rickettsia rickettsii, e Escherichia coli produtora de B-lactamases de
espectro estendido (ESBLS) ja foram relatadas (MUHLDORFER, 2013; FEDERICI et
al., 2022). No entanto, estudos sobre bactérias resistentes a antimicrobianos sédo
escassos (DIMKIC et al., 2021), inclusive no Brasil, especialmente na regi&o
nordeste. Com isso, o objetivo deste trabalho é isolar e identificar bactérias do trato
gastrintestinal e guano de morcegos da Regido Metropolitana de Fortaleza, Cear4, e

avaliad-las quanto a sensibilidade antimicrobiana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Morcegos (Ordem Chiroptera)

Morcegos sdo mamiferos voadores da segunda ordem mais diversa de
mamiferos, somente atras dos roedores, e estdo distribuidos em quase todos os
continentes, exceto na Antartica (LETKO et al., 2020). A ordem Chiroptera “maos em
forma de asa” (do grego, cheir = m&o + pteron = asa), ainda divide-se em duas
subordens, Megachiroptera “morcegos gigantes”, chamados também de morcegos
do velho mundo, estdo distribuidos no sudeste asiatico, india, na regido tropical da
Africa e Austrélia, e Microchiroptera “morcegos pequenos” ou morcegos do novo
mundo, que esta distribuida no continente americano, e ja foi relatada (Figura 1) em
todas as regides do Brasil (dos REIS et al., 2007). Outra denominacdo para 0s
morcegos do novo mundo, principalmente da Ameérica do Sul é de “morcegos
neotropicais”. Existem cerca de 1120 espécies, 202 géneros, e 18 familias no
mundo, e o Brasil abriga aproximadamente 15% da diversidade mundial de
morcegos, com 181 espécies distintas, 68 géneros e 9 familias (JUNG; KALKO,
2011; GOES et al., 2016; GARBINO et al., 2020).

Geralmente de tamanho pequeno, ao contrario de outros mamiferos de
pequeno porte, os morcegos tém grande longevidade, podendo viver mais de 30
anos. Sua capacidade de alcar longos voos, pode aumentar sua capacidade de
disseminar patégenos em grandes &reas, e adquirir novos microrganismos,
especialmente as espécies migratorias, que podem migrar até mais de mil
quildmetros de distancia (ALLOCATI et al.,, 2016). Sobretudo, esses animais
geralmente vivem em grandes colbnias, em locais como cavernas, sOtdos, arvores
ocas e casas abandonadas, tem vida noturna ativa, e habito alimentar diverso,
podendo alimentar-se de insetos, frutas, néctar, peixes, pequenos crustaceos,
anfibios e sangue (morcegos vampiros). Além disso, 0s morcegos sao animais de
importante papel ecoldgico, como controle de pestes, polinizacdo e dispersdo de
sementes (GORBUNOVA; SELUANOV; KENNEDY, 2020). E podem ter
caracteristicas sinantropicas ja que algumas espécies, em especial, aquelas de
habito alimentar insetivoro e frugivoro, estdo bem adaptadas a habitats em areas
urbanas e peri-urbanas (JUNG; KALKO, 2011; EGERT-BERG et al., 2021).
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Os morcegos ficaram em evidéncia como reservatorios de coronavirus
causadores de doencas respiratdérias graves em humanos, nas Ultimas duas
décadas trés coronavirus emergiram, o Coronavirus da Sindrome Respiratoria
Aguda Grave (SARS-CoV) em 2002/2003 na China, o Coronavirus da Sindrome
Respiratéria do Oriente médio (MERS-CoV) em 2012 no Reino da Arabia Saudita, e
o Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2) em 2019 na
China (CHEN; LIU; GUO, 2020; DECARO et al., 2020). Antes disso, estes animais
eram conhecidos como reservatorios de virus letais para seres humanos e outros
animais, como o virus Ebola, Nipah e Hendra, os quais foram relacionados a
eventos de spillover de morcegos para animais domésticos na Africa, Asia e
Australia, respectivamente (CROWLEY et al., 2020). O virus da raiva (género
Lyssavirus) € descrito em morcegos ha mais de um século, que sdo 0s principais
reservatérios de 10 das 11 espécies reconhecidas desse género (BEENA;
SAIKUMAR, 2019; KUZMIN et al., 2011). Além disso, hantavirus, que causam
doencas graves, também ja foram relatados em morcegos no Brasil (de ARAUJO et
al., 2012). Ademais, alguns protozoarios e fungos parecem ter coevoluido com
morcegos, proporcionando uma forma de manutencdo desses microrganismos no
ambiente, com destaque para o fungo Histoplasma capsulatum, causador da
histoplasmose, doenca grave em humanos imunocomprometidos, e o Trypanosoma
cruzi, causador da doenca de Chagas, endémica no Brasil (BROOK; DOBSON,
2015; DIMKIC et al., 2021).

Quanto as bactérias patogénicas ja isoladas de morcegos, destacam-se
Bartonella spp. e outras bactérias transmitidas por vetores como Coxiella sp. e
hemoplasmas (micoplasmas hemotropicos), além de Leptospira sp. (FRANCO
BESSA et al., 2010; CORREA et al., 2013; IKEDA et al., 2017; FERREIRA et al.,
2018). No Brasil, todas estas bactérias citadas ja foram detectadas em morcegos,
principalmente nas regides sudeste e sul. Em relagdo a regido nordeste, além de
deteccdo de Bartonella spp. (FERREIRA et al., 2018; ANDRE et al., 2019),
recentemente foi observado por Jorge et al. (2022) 5% de positividade de Borrelia
spp. em morcegos vampiros no Ceara, mesmo estado do presente estudo. Ja
levantamentos sobre perfil de sensibilidade de bactérias resistentes a antibidticos
com amostras da microbiota do trato gastrintestinal e guano de morcegos no Brasil
s&0 escassos, limitando-se as regides sudeste e sul (CLAUDIO et al., 2018; COSTA
et al., 2018; SENS-JUNIOR et al., 2018).
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Segundo Instru¢cdo normativa n°® 141 de 19/12/2006 do Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), 0s morcegos sao
considerados animais com importante funcdes ecoldgicas, em especial as espécies
insetivoras (em cavidades subterraneas) como controle de pragas, e espécies
nectarivoras, como polinizadores, e a conservacdo de espécies ameacadas de
extingdo esta determinada pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA), e amparada
pela lei N° 9605 de 12/02/98 (IBAMA), contra maus-tratos e danos que levem a
morte, a Ultima lista das espécies em risco foi atualizada em 2008 (AGUIAR;
ZORTEA, 2018; WITT; GRILLO, 2018). Para execucio de projetos de pesquisa, no
qual é necesséaria a captura e coleta, desses animais, autorizacdo deve ser
solicitada pelo Sistema de Autorizacéo e Informacdo em Biodiversidade (SISBio), do

Instituto Chico Mendes de Conservacao da biodiversidade (ICMBio).

Figura 1 — Mapa com registros de espécies de Microchiroptera no Brasil
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Leaflet | SiBBr, Map data © OpenStreetMap, imagery © CartoD

Fonte: SIBBR, 2022

2.2 Estudo da microbiota em morcegos

Microbiota, por definicdo, consiste em uma quantidade de microrganismos
marcadamente heterogéneos, pertencentes a diferentes reinos, capazes de viver em

determinados ambientes, com destaque de abundancia para, os que residem nas
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superficies corporais e dentro do corpo de humanos e animais, formando grandes
complexos, como bactérias, fungos e protozodrios. Ja o microbioma € o conjunto
abrangendo a microbiota e sua capacidade (elementos estruturais, metabdlitos e de
motilidade, por exemplo, transposons e virus) de oferecer “ameaga” para a saude do
individuo, causando infec¢cbes através destes patdogenos (BERG et al., 2020;
FEDERICI et al., 2022).

Embora existam diversos estudos investigando a presenca de
microrganismos, especialmente, virus de potencial zoondtico em morcegos, 0S
estudos sobre a composicdo da microbiota bacteriana e da sensibilidade
antimicrobiana de bactérias isoladas de morcegos ainda s&o escassos (DIMKIC et
al., 2021). Trabalhos iniciais com morcegos do nhovo mundo, eram majoritariamente
focados na microbiota bacteriana gastrintestinal, onde foram isolados bactérias de
géneros como Escherichia, Enterococcus e Proteus de intestinos dos animais. Antes
disso, somente isolamento de fungos patogénicos como (Histoplasma capsulatum e
Candica albicans) foram reportados (MUHLDORFER, 2013). Limitagdes como
dificuldade de coletas dos animais em questdo, e falta de recursos humanos
especializados para o0 mesmo, podem influenciar no nimero baixo de estudos, e
dessa maneira a caracterizacdo da eco-epidemiologia de bactérias potencialmente
patogénicas da microbiota gastrintestinal de morcegos pode estar sendo
subestimada (DIMKIC et al., 2021).

As amostras mais utilizadas para o isolamento de bactérias da microbiota
do trato gastrintestinal de morcegos sao de tecidos intestinais e / ou amostras de
guano (retiradas diretamente do contelido intestinal) (DIMKIC et al., 2021), além de
swabs retais (MUHLDORFER et al, 2013). J& estudos sobre isolamento de bactérias
em amostras de guano (fezes frescas ou em camadas) coletadas do ambiente de
seus abrigos, e de swabs orais sdo mais recentes (CLAUDIO et al., 2018; COSTA et
al., 2018; SENS-JUNIOR et al., 2018; DIMKIC et al., 2021).

Os Bacilos Gram-negativos (BGN), da ordem Enterobactelares, sdo mais
comumente encontrados no meio ambiente (solo, agua e plantas), e como sugere 0
nome da familia, no trato gastrintestinal de humanos e animais. Ja os bacilos Gram-
negativos nao fermentadores (BGNNF) tem esse nome por nado utilizar a via de
fermentacdo de agucares (glicose e carboidratos), e sim, utilizar de via de oxidagéo,
para obtencdo destes acucares, como fonte de energia. Por isto, em maioria, 0S
BGNNF séo positivos no teste da enzima citocromo oxidase (KONEMAN, 2018). A
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maior parte dos estudos publicados sobre microbiota gastrintestinal de morcegos
foca em BGN, incluindo produtores de carbapenemases e de [-lactamases de
espectro estendido (ESBLS), e ainda, no isolamento somente da espécie Escherichia
coli (CABAL et al., 2015; NOWAKIEWICZ et al., 2020a; OBODOECHI et al., 2021),
uma vez que, esta pode ser uma espécie chave para predicdo de tendéncias de
resisténcia / multirresisténcia antimicrobiana, especialmente as produtoras de ESBLs
(FEDERICI et al., 2022).

Ja foram publicados na literatura estudos da diversidade bacteriana da
microbiota do trato gastrintestinal de morcegos ao redor do mundo, relatando
isolados em sua maioria de BGN, tanto em morcegos do velho mundo, a exemplo
dos paises da india, Espanha, Pol6nia, Nigéria, China (SELVIN et al., 2019; GARCIA
et al., 2020; NOWAKIEWICZ et al., 2020a; OBODOECHI et al., 2021; HUANG et al.,
2022), como em morcegos do novo mundo, a exemplo do Brasil (LEIGUE DOS
SANTOS et al., 2013; CABAL et al., 2015; CLAUDIO et al., 2018; COSTA et al.,
2018; SENS-JUNIOR., 2018), Estados Unidos da América (EUA) (NEWMAN et al.,
2018), México (GALICIA JIMENEZ; BUENROSTRO; GARCIA, 2014), e Peru
(BENAVIDES et al., 2018; BENAVIDES et al., 2022).

Cocos Gram-positivos (CGP), sdo microrganismos mais comuns na
microbiota da pele, mucosas e superficies do corpo humano e animal, estando bem
disseminados no ambiente (KONEMAN, 2018). Para diferenciacdo em triagem
inicial, apoés verificadas a morfologia, arranjo e afinidade tintorial, utiliza-se o teste de
producdo da enzima catalase, para Sthapylococcus spp. e Streptococcus spp., a
qual esta presente nos cocos do primeiro género citado, que ainda podem
diferenciar-se através do teste da coagulase, em Staphylococcus Coagulase
negativa (CoNs) ou positiva (LEBOFFE; PIERCE, 2011). Streptococcus spp. podem
apresentar diferentes tipos de hemdlise em agar sangue. Ja os Enterococcus séo
geralmente identificados por métodos automatizados, como lonizacdo e dessorcao a
laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS), pois ndo existem testes bioguimicos que
os diferenciem de outros CGP catalase negativos (GARCIA-SOLACHE; RICE,
2019).

Acredita-se que habitos alimentares diversos dos morcegos (Figura 2)
podem influenciar para sua riqgueza bacteriana da microbiota gastrintestinal, na
aquisicdo e transmissao desses microrganismos. Em relacdo a composicdo de sua

microbiota intestinal, os microrganismos potencialmente patogénicos, sdo em
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maioria  pertencentes ao filo Proteobacteria, em especial, a familia
Enterobacteriaceae (géneros Klebsiella e Enterobacter), além de Plesiomonas,
seguido por Firmicutes (Weissella, Streptococcus, Enterococcus e Bacillus). Na
microbiota da cavidade oral, também predominam o filo Proteobacteria
(Xanthomonas, Aeromonas e Serratia), e Firmicutes (Staphylococcus e Bacillus).
Além disso, fatores como hibernacgéo (jejum extremo), para a microbiota intestinal, e
diferencas no pH da saliva, para a oral, influenciam em suas respectivas
colonizacfes (FEDERICI et al., 2022).

Figura 2 — Diversidade bacteriana do trato gastrintestinal de morcegos

Habito alimentar Cavidade oral

Insetivoro Staphylococcus
Bacillus
Xanthomonas
Serratia
Aeromonas
Buricholderia
Helicobacter
Bartonella

Habito alimentar Trato intestinal

Insetivoro Plesiomonas
Lactobacillus
Enterococcus
Bacillus

Frugivoro/ Klebsiella
Nectarivoro Enterobacter
Weisiella
Ureaplasma
Fructobacillus
Streptococcus
Actinobacillus

Fonte: Modificado de FEDERICI et al. (2022)

Morcegos ndo hematéfagos, podem ainda complementar sua alimentacdo
com outras fontes de alimentac&o, principalmente insetivoros e frugivoros, além de
poder dessa maneira, adquirir patdgenos das suas fontes de alimentacéo, insetos,
frutas, e vice-versa, espécies dessas duas dietas costumam ser as que vivem em

abrigos que proporcionam maior proximidade com os humanos, sendo consideradas
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sinantrépicas. Assim, as proporc¢des do papel desses animais como carreadores e /
ou disseminadores de patdbgenos bacterianos pode ser potencializada
(MUHLDORFER, 2013, CLAUDIO et al., 2018).

O bacterioma do guano de morcegos ao redor do mundo, comecou a ser
caracterizado especialmente na ultima década, a partir do ano de 2013, em paises
do velho mundo, com destaque para india, e paises da Europa, como Holanda e
Sérvia, e na América, nos EUA. No geral os filos predominantes foram
Proteobacteria (géneros Serratia e Enterobacter) e Firmicutes (Staphylococcus e
Enterococcus) (DIMKIC et al., 2021), ja os filos Bacteroidetes e Actinobacteria s&o
menos comuns, especialmente se comparado a outros mamiferos ndo voadores
(SUN et al., 2020). A diversidade de bactérias variam no que concerne ao tipo de
amostra (fezes frescas ou secas), aspecto (superficial ou em camadas), ponto de
coleta (cavernas ou outros ambientes), e quanto as espécies de morcegos
(NEWMAN et al., 2018; DIMKIC et al., 2021).

2.3 Resisténcia antimicrobiana em bactérias isoladas de morcegos

O surgimento de bactérias resistentes a antimicrobianos € um dos
maiores problemas de salde publica em todo o mundo, pois limita as opcbes de
medicamentos contra infec¢bes bacterianas, em humanos e outros animais. Ha
estimativas alarmantes para as proximas décadas, principalmente nos paises em
desenvolvimento, incluindo o Brasil (BONELLI, MOREIRA, PICAO, 2014). Varios
fatores contribuem para a resisténcia antimicrobiana (AMR), como atividades
agropecudarias com uso em larga escala de antimicrobianos em animais de
producao, contaminacdo ambiental com dejetos e subprodutos de praticas humanas,
falta de saneamento béasico e baixo investimento no desenvolvimento de novos
medicamentos em paises em desenvolvimento, entre outros (BONELLI, MOREIRA,
PICAOQ, 2014; CLAUDIO et al., 2018; SENS-JUNIOR et al., 2018).

Em 2017, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) listou as espécies e
familias de bactérias patogénicas de maior interesse na busca urgente de novos
antimicrobianos, com destagque para Pseudomonas aeruginosa e a ordem
Enterobacterales produtoras de carbapenemases e de beta-lactamases de espectro
estendido (ESBL), listados como prioridade critica (OMS, 2017). Essas bactérias séo

de grande interesse na Ameérica Latina, pois estdo entre os agentes etiol0gicos mais
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prevalentes de infec¢cbes associadas a assisténcia a saude, e adquiridas na
comunidade (BONELLI, MOREIRA; PICAO, 2014). Quanto aos cocos Gram-
positivos (CGP), o maior alerta € direcionado a Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA), antes associados somente a infec¢bes adquiridas nos servicos
de assisténcia a saude, mas atualmente descrito em infecgbes adquiridas na
comunidade (MEDIAVILLA et al., 2012), e a Enterococcus spp. resistentes a
vancomicina (VRE), os quais, estdo listados como prioridade alta, na busca de
desenvolvimento de novos antimicrobianos (OMS, 2017).

Até o presente momento, existem dois estudos que investigaram a
presenca de bacilos Gram-negativos resistentes a antimicrobianos na microbiota
(cavidade oral e perineo/reto) de morcegos no Brasil, a pesquisa de Claudio et al.
(2018), no estado de S&o Paulo (SP), e de Sens-Junior et al. (2018), no Parana
(PR), ambos realizados no bioma da Mata Atlantica. Nenhum desses dois trabalhos
avaliou a sensibilidade antimicrobiana em cocos Gram-positivos, apesar de Claudio
et al. (2018) terem reportado isolados de S. aureus e de E. faecalis. Dentre as
espécies de morcegos em que foram reportados mais BGN resistentes, destacam-se
Artibeus lituratus (espécie insetivora) e Carollia perspicillata (espécie frugivora).

Ademais, outros dois trabalhos no Brasil, utilizaram guano como amostra
estudada, Cabal et al. (2015) e Costa et al. (2018), para isolamento de E. coli e
Enterococcus sp., respectivamente. O primeiro teve como objetivo detectar genes de
viruléncia associados a cinco patétipos intestinais de E. coli, i. e. E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC). Os genes de viruléncia foram detectados em 82 amostras (em pool) de
guano de morcego das espécies Artibeus planirostris e C. perspicillata, no estado de
TO. Os autores encontraram 22% de positividade para a presenca de E. coli e
10,4% de positividade para quatro genes-alvo: 4,4% para eae, 1,2% para bfpA e
1,45% para eae/bfpA (genes EPEC); 1,45% para st (gene ETEC), e 0,97% para
aggR (gene EAEC), além de 0,97% para eae/bfpA/st (genes mistos EPEC e ETEC),
sugerindo a presenca de E. coli enteropatogénica no guano (CABAL et al., 2015).

Trabalhos em diferentes outros paises investigaram o potencial dos
morcegos como reservatérios de bactérias resistentes, maior parte investigaram
resisténcia em bacilos Gram-negativos, em especial os produtores de ESBL, e

poucos em bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus spp. e Bacillus spp. Na



25

india, com isolados de bacilos Gram-negativos e cocos Gram-positivos pertencentes
a 35 espécies, sendo Hafnia alvei e Staphylococcus sciuri, 0s mais prevalentes,
respectivamente (SELVIN et al., 2019). Na Pol6nia, foram 48,7% (38/78) isolados
resistentes de Escherichia coli, a pelo menos um antimicrobiano e dois isolados
produziram ESBLs (NOWAKIEWICZ et al., 2020a). J4 na Nigéria, também em
estudo com isolados de E. coli, foram detectadas proporcées de 20% a 48,6% de
resisténcia as drogas ampicilina, tetraciclina e sulfametoxazol/trimetoprim
(OBODOECHI et al., 2021). Na Australia, 3,8% (12/318) de E. coli apresentaram
genes de resisténcia a B-lactamases, como blaTEM-1B a amoxicilina/clavulanato e
ampicilina, essas foram isoladas de fezes da espécie Pteropus poliocephalus
(morcego raposa-voadora) de vida selvagem ou cativos (MCDOUGALL;
BOARDMAN; POWER, 2021a). E na Algéria, Gharout-Sait et al. (2019) foram os
anicos a observar cepas de Klebsiella pneumoniae produtoras de carpapenemase
com origem em guano, genes blaOXA-48 e blaKPC-3.

Em morcegos do novo mundo, Peru, em 2018, focado em isolados de E.
coli produtores de ESBLs em animais de producdo e morcegos vampiros, foram
observados isolados resistentes ou sensiveis com aumento de exposi¢cdo a maior
parte dos B-lactdmicos, exceto imipenem e ertapenem, e também obtiveram
deteccdo do gene de resisténcia blaCTX-M-15, nos cinco isolados de swabs fecais
de morcegos vampiros. Em 2022, também no Peru e em morcegos vampiros, outros
isolados de E. coli foram produtores de ESBLSs, onde estes carreavam em média
onze genes de resisténcia diferentes (BENAVIDES et al., 2018; BENAVIDES et al.,
2022).

Os estudos relatando resisténcia em cocos Gram-positivos de morcegos
séo escassos, alguns destes, como na Espanha onde foi isolado Staphylococcus sp.
resistente a eritromicina e a estreptomicina (GARCIA et al., 2020). E um unico
estudo a relatar resisténcia em bacilos Gram-positivos, Bacillus cereus e Bacillus
anthracis, a penicilina e a cefoxitina (SELVIN et al.,, 2019). No que concerne ao
isolamento de Enterococcus sp. resistentes em morcegos, ha relato de isolados de
guano de morcegos T. brasiliensis do sul do Brasil, em que 41,1% (30/73) foram
resistentes a pelo menos um antimicrobiano (COSTA et al., 2018). E na Polo6nia,
NOWAKIEWICZ et al. (2020b) que observam 47,2% de resisténcia a pelo menos um

antibiético, em isolados E. faecalis de guano de morcegos insetivoros.
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Os morcegos tém um intestino expressivamente de mais curto que outros
mamiferos de pequeno porte, e algumas espécies ndo possuem algumas partes (por
exemplo, cdélon), o que reduz o tempo de digestdo dos alimentos, e juntamente com
sua adaptacdo as altas variacbes de temperatura (~ 40 °C) e taxas metabdlicas
necessarias durante voos, o ambiente da microbiota intestinal dos morcegos é
bastante diferente, com uma populacdo menor de bactérias anaerébias residentes e
um namero maior de micrébios transitorios. Isso poderia explicar como a microbiota
intestinal pode fazer sua propria “sele¢ao” de microrganismos, que podem resistir
naquele ambiente. Um estudo recente (POPOV et al., 2021) estabeleceu que o
intestino do morcego (bactérias laticas e bacilos) expressa caracteristicas pro-
mutagénicas e antioxidantes ao mesmo tempo, gerando uma resposta antiviral
Gnica, de modo que o0s morcegos possam equilibrar seu préprio sistema
imunoldgico, para ser lento, mas eficiente, para responder e sobreviver a infecgdes,
seja resistindo e/ou tolerando-os, especialmente virus mortais (BROOK; DOBSON,
2015; WEINBERG; YOVEL, 2022).

Morcegos, principalmente de areas urbanas, peri-urbanas e rurais, podem
atuar como reservatério de bactérias potencialmente patogénicas. Enquanto que
grande parte das atividades de pesquisa sdo focadas em patdgenos virais, a
prevaléncia de bactérias potencialmente patogénicas em morcegos e seu impacto
na salde tém sido subestimados, inclusive no Brasil (DIMKIC et al., 2021;
MUHLDORFER, 2013). At¢ o momento, nido havia relatos sobre diversidade
bacteriana da microbiota do trato gastrintestinal, utilizando amostras de swabs e de
guano, nem de AMR em bactérias isoladas destes animais.

A abordagem One Health ou Satude Unica que prega a interconexao entre
a saude humana, animal e ambiental € fundamental para gerenciar os riscos do
surgimento de patdégenos zoonoticos. Maior investimento em pesquisas sobre o
microbioma de animais silvestres e sinantrépicos, como 0s morcegos, deve ser
priorizado, abrangendo todas as regides do Brasil, bem como, a implementacao de
politicas de conservacdo desses animais, buscando manter o equilibrio necessério
nos habitats e ecossistemas naturais (CIBULSKI; LIMA; ROEHE, 2020).
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3 HIPOTESES

1. A diversidade da microbiota oral, retal e de guano de quirépteros no
estado do Ceara € composta em maior prevaléncia por bacilos Gram-negativos.

2. Quirépteros do estado do Ceara albergam bactérias resistentes aos
antimicrobianos.

3. Bacilos Gram-negativos de quirOpteros tem maior percentual de

resisténcia a antimicrobianos que Cocos Gram-positivos.
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4 OBJETIVO GERAL/ OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1 Objetivo Geral

Isolar e identificar bactérias de morcegos da Regido Metropolitana de

Fortaleza, Cear4, e avalia-las quanto a sensibilidade antimicrobiana.

4.2 Objetivos Especificos

1. Isolar e identificar bactérias da cavidade oral, do reto e de guano de
morcegos da Regido Metropolitana de Fortaleza;

2. Avaliar a sensibilidade a antimicrobianos das bactérias isoladas frente a
diferentes classes de drogas, de acordo com grupo / género bacteriano e
recomendagdes do Clinical and Laboratory Standards Institute.
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5 METODOLOGIA

5.1 Aspectos éticos e licenca ambiental

Previamente ao inicio da pesquisa, o projeto foi submetido a apreciagcéo
pelo SISBio/ICMBio e pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal do Ceara (UFC), sendo aprovado, e os documentos foram concedidos com

0S seguintes numeros: 76351 e 4291150121, respectivamente.

5.2 Regido Metropolitana de Fortaleza

A Regido Metropolitana de Fortaleza (RMF), também chamada de
“Grande Fortaleza” (Figura 3), esta localizada na regido nordeste do Brasil, estado
do Ceara, e é formada por 19 municipios, além de Fortaleza (capital do estado),
Caucaia, Maracanau e Maranguape sao 0S municipios com as maiores populagdes,
ao total a RMF tem populacéo estimada de pouco mais de quatro milhdes e cem mil

habitantes.

Figura 3 — Mapa da Regido Metropolitana de Fortaleza

REGIAO METROPOLITANA
DE FORTALEZA

Fonte:https://www.anuariodoceara.com.br/regiao-

metropolitana-de-fortaleza, 2022
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O clima em geral é considerado tropical semiamido, e por definicdo tem
dois padrbes, chuvoso e seco. E estd inserido no bioma caatinga. O primeiro
geralmente se estende de janeiro a julho, e 0 segundo de agosto a dezembro. As
temperaturas médias anuais vao de 25 a 28°C (IPECE, 2022; ROCHA et al., 2020).

5.3 Locais de coleta, animais capturados e amostras

As coletas foram realizadas por médicos veterinarios, com o apoio técnico
de profissionais da Agéncia de Defesa Agropecuaria do Estado do Ceara (ADAGRI).
Os animais foram capturados em diferentes abrigos artificiais (Figura 4), na Regido
Metropolitana de Fortaleza, em trés municipios, Pacatuba, Itaitinga e Maranguape
(Quadro 1), nos anos de 2021 e 2022, com o auxilio de puca, gaiola (Figura 5) e
rede de neblina. ApOs a captura, os animais foram submetidos a coleta de material
com auxilio de swabs estéreis (Figura 6), de nylon e rayon (adaptado), de orofaringe
e reto, respectivamente. Quanto as amostras de guano (Figura 7), as mesmas foram

coletadas dos abrigos onde encontravam-se 0s animais.

Figura 4 - Locais de captura dos morcegos

Fonte: Elaborada pela autora, 2022. (A) Pacatuba, (B) Maranguape, (C) Itaitinga

Quadro 1 — Locais de captura dos morcegos e coleta das amostras

Cidade Tipo de locagéo Clima/ Més / Ano Coordenadas




Pacatuba Construgcdo abandonada | Seco / Novembro /| S 3°59'19.6332"
2021 W 38°37'17.778"
Itaitinga Casa abandonada Chuvoso / Abril / 2022 | S 3°56'35.3688"

W 38°33'19.746"

Depésito e sala

abandonada

Chuvoso / Abril / 2022

S 3°56'53.4048"
W 38°33'32.706"

Maranguape | Casa pouco utilizada

Chuvoso (12 coleta) /
Junho / 2022

Seco (22 coleta) /
Julho / 2022

S 3°59'16.638"
W 38°48'10.188"

Figura 5 — Materiais utilizados na captura dos morcegos

Fonte: Elaborada pela autora, 2022. (A) Puga, (B) Gaiola

Figura 6 — Coleta de swabs em morcego da espécie Demodus rotundus

Fonte: Elaborada pela autora, 2022. Oral (A), Retal (B)
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Figura 7 — Aspecto de guano em camadas, coletado de

colénia de morcego onivoro

Fonte: Elaborada pela autora, 2022

by

Os animais foram identificados, a nivel de espécie ou género,
morfologicamente, por médico veterinario e bidlogo, e baseado em chaves de

identificacéo da literatura de morcegos do Brasil (dos REIS et al., 2007).

5.4 Isolamento e identificacdo bacteriana

As amostras de swabs de orofaringe e retais ap0s coletadas (Figura 8)
foram transportadas em microtubos contendo 2 mL (primeira coleta) e 0,5 mL
(demais coletas) de solugdo salina (0.9%), e as amostras de guano foram
transportadas em tubos secos estéreis, todas refrigeradas em recipiente até a
chegada ao laboratdrio de Bacteriologia do Grupo Aplicado em Microbiologia Médica
(GrAMM), localizado no departamento de Patologia e Medicina legal, da
Universidade Federal do Ceard (UFC), na cidade de Fortaleza. As amostras de
swabs (oral e retal), passaram por centrifugagéo (primeira e segunda coletas) a 3000
rpm por dez minutos, ou agitagdo em vortex (terceira e quarta coletas). Para o
processamento do guano, foi feita a proporcdo de 10mL de solucdo salina (0.9%)
para 1 grama de fezes, e 0s mesmos processos de centrifugacdo ou vortexacgao,
citados anteriormente. Todas as amostras tiveram o0 sobrenadante semeado por
esgotamento, com auxilio de algas bacteriolégicas de 10ul, em duas placas de Petri,
cada uma contendo um meio de cultura diferente, sendo estes, agar MacConkey e
agar sangue (5%) com base Columbia.
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Figura 8 — Fluxograma de coleta e processamento primario das amostras

Campo [ i Coleta } — | Guano l
Swab oral ] [ Swab retal ] Fraisco.s

l estéreis I

. @ Tubos com solugao ]

salina (0,9%)

10 mL de
solugdo salina
/ 1gr de guano

s
d A Agar [ Semeadura em ] Agar sangue
rAMM | mMacConkey placas (5%)

Fonte: Elaborada pela autora, 2022

Centrifﬁgagﬁo/ ]_
Vortexacdo '

Laboratério [

Em seguida, as placas foram incubadas a 35 °C, por até 48h, em estufa
bacteriol6gica, em aerobiose (MacConkey) para crescimento exclusivo de Gram-
negativas, ou em jarra de microaerofilia (Agar sangue) para obtencéo de bactérias
Gram-positivas (aerébias facultativas e anaerébias), e possivel visualizacdo de
padrées de hemdlise das mesmas.

Apds o tempo de incubacdo, foi verificada a pureza dos isolados. Em
casos de crescimento de colbnias mistas, os microrganismos foram reisolados em
novas placas e estocados em meio minimo, para avalicdo posterior. Em seguida, as

pY

colonias isoladas foram avaliadas quanto a afinidade tintorial, a morfologia e ao
arranjo. As bactérias Gram-negativas foram triadas para a producdo da enzima
citrocromo oxidase, enquanto que as Gram positivas foram triadas quanto a
producdo da enzima catalase.

Os bacilos Gram-negativos n&o produtores da enzima citocromo oxidase,
sugestivos de bacilos da ordem Enterobacterales foram submetidos a uma série de
provas bioquimicas para identificagdo, nos meios Triple Sugar Iron (TSI), Citrato de
Simmons, agar ureia de Christensen, fenilalanina desaminase (PAD), sulfeto de
hidrogénio, indol e motilidade (SIM), Voges-Proskauer (VP), descarboxilacdo da
lisina e ornitina, com leituras apos 18h a 24h de incubacdo em estufa, através de
chaves de identificagdo elencadas por Koneman et al. p.231 (2018), por exemplo,

com visualizacdo de reacdes como mudanca de cor, sem ou com adicdo de
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reagentes (Kovacs para indol, Cloreto férrico para PAD, e a-naftol mais hidréxido de
potéssio para VP), entre outras caracteristicas inerentes a cada espécie (KONEMAN
et al., 2018).

Os bacilos Gram-negativos que nao puderam ser identificados
manualmente, incluindo todos os produtores da enzima citocromo oxidase, e 0s
cocos Gram-positivos, ap0s avaliagdo da producdo da enzima catalase, foram
identificados pelo sistema automatizado MicrosScan WalkAway®, que realiza
diversas provas bioquimicas especificas para identificacdo de bacilos Gram-
negativos e de cocos Gram-positivos. Sempre que necessario, provas bioquimicas
adicionais foram realizadas para concluir a identificacdo das espécies. As bactérias
gue ndo puderam ser identificadas quanto a espécie por métodos bioguimicos foram
classificadas quanto ao género, com base nas caracteristicas morfologicas, tintoriais

e bioguimicas.
5.5 Avaliacédo da sensibilidade bacteriana aos antimicrobianos

O numero de isolados avaliados quanto a sensibilidade antimicrobiana foi
de 134 bacilos Gram-negativos, e 55 cocos Gram-positivos, num total de 189
bactérias. A sensibilidade dos isolados Gram-negativos, pertencentes a ordem
Enterobacterales, foi avaliada por meio do método de disco-difusdo em agar Mueller-
Hinton (MH), segundo metodologia preconizada pelo documento M100 do Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2021). O protocolo inclui in6culos bacterianos
padronizados na escala de 0,5 McFarland (1,5 x 102 UFC/mL) suspensas em salina
estéril, e semeadas com auxilio de swabs estéreis sobre toda a superficie em placas
com agar MH. Em seguida, os discos de antimicrobianos foram colocados sobre a
superficie do agar, com auxilio de pincas estéreis, e as placas incubadas a 35°C, por
16 a 18h. As drogas antimicrobianas, e suas respectivas concentracdes (ug), foram
escolhidas de acordo com as recomendacdes do CLSI, a saber: Ampicilina (10 pg),
Cefalotina (30 pg), Gentamicina (10 pg), amoxicilina/clavulanato (20/10 pg),
Cefepime (30 pg), Ceftriaxona (30 pg), Cefuroxima (30 pg), Meropenem (10 ug),
Ciprofloxacina (5 pg), Sulfametoxazol/trimetoprim (1,25/23,75 ug), Tetraciclina (30
ug) e Cloranfenicol (30 pg). As classes de antibiéticos abrangidas foram, penicilina,

agentes combinados: penicilina + inibidor de p-lactamase, aminoglicosideo,
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carbapenémico, cefalosporinas de 1% 22 32 e 42 geracbes, fluorquinolona,
antagonistas do acido folico, tetraciclina, e afenicol, respectivamente.

Apoés o periodo de incubacdo, o diametro das zonas de inibicdo foram
medidos em milimetros (mm) e as cepas foram classificadas como sensiveis,
sensiveis aumentando de exposicdo ou resistentes, de acordo com os pontos de
corte clinicos do CLSI. Além disso, como controle de qualidade dos discos de
antimicrobianos, foi incluida a cepa de referéncia Escherichia coli ATCC 25922,
cujos resultados foram interpretados de acordo com o CLSI (2021).

Os microrganismos que foram identificados pelo sistema automatizado
MicrosScan WalkAway®, também foram submetidos & avaliagdo da sensibilidade
antimicrobiana pelo painel do equipamento. A técnica utilizada pelo equipamento é a
de microdiluicdo, permitindo a identificacdo das concentracdes inibitérias minimas
(CIMs), as quais, por sua vez, permitiram classificar as cepas em sensiveis,
sensiveis com aumento de exposi¢cdo, ou resistentes, utilizando o CLSI como
referéncia. Quando o CLSI ndo preconizava 0 uso ou 0S pontos de corte para
interpretacdo de um dado antimicrobiano, os documentos do Comité Brasileiro de
Testes de Sensibilidade a Antimicrobianos (BrCAST, 2022) foram utilizados como
referéncia.

Quanto aos Gram-negativos identificados pelo sistema, além das classes
de drogas citadas para o método de disco-difusdo, foram testadas pelo sistema as
seguintes drogas e / ou classes, em concentracdo [ug/mL], de acordo com as
indicacdes para o grupo / género bacteriano avaliado (Quadro 2), aminoglicosideo
(Amicacina), monobactamico (Aztreonam), agentes combinados: penicilina + inibidor

de B-lactamase (Piperacilina/tazobactam), e fluorquinolona (Levofloxacina).

Quadro 2 — Drogas selecionadas para avaliacdo da sensibilidade antimicrobiana de bacilos Gram-

negativos por microdiluicdo em painel do MicrosScan WalkAway®

Droga Concentracdo | Grupo/ género bacteriano avaliado
Ampicilina 2-8 ug/mL Enterobacterales
Amoxicilina/ 2-8 ug/mL Enterobacterales
clavulanato
Gentamicina 2-4 ug/mL Enterobacterales;

Complexo Aeromonas veronii
Cefuroxima 4-8 pg/mL Enterobacterales
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Cefotaxima 1-16 pg/mL Enterobacterales

Cefepime 1-8 uyg/mL Enterobacterales; Pseudomonas; Complexo Aeromonas
veronii

Meropenem 0,12-8 ug/mL Enterobacterales; Pseudomonas; Acinetobacter;
Complexo Aeromonas veronii

Ciprofloxacina 0,25-1 yg/mL Enterobacterales; Pseudomonas; Complexo Aeromonas
veronii

Sulfametoxazol/ 2/38-4/76 Enterobacterales; Acinetobacter; Stenotrophomonas

trimetoprim pg/mL maltophilia; Complexo Aeromonas veronii

Tetraciclina 8 ug/mL Enterobacterales

Cloranfenicol 8 ug/mL Enterobacterales

Piperacilina/ 4/4-16/4 yg/mL | Pseudomonas; Complexo Aeromonas veronii

tazobactam

Amicacina 2-8 pg/mL Acinetobacter; Pseudomonas;

Aztreonam 1-4 yg/mL Pseudomonas; Acinetobacter; Complexo Aeromonas
veronii

Levofloxacina 0,5-1 ug/mL Stenotrophomonas maltophilia

Para os Cocos Gram-positivos foram consideradas as seguintes drogas

(Quadro 3) de diferentes classes de antimicrobianos, que tém relevancia de uso

clinico no Brasil (BrCAST, 2022), em concentracdo [ug/mL], de acordo com as

indicacgdes para 0 género bacteriano avaliado.

Quadro 3 — Drogas selecionadas para avaliagdo da sensibilidade antimicrobiana de cocos

Gram-positivos por microdiluicdo em painel do MicrosScan WalkAway®

Droga Concentracdo | Género bacteriano avaliado
Penicilina 0,12-6 pg/mL Staphylococcus

Ampicilina 2-8 ug/mL Staphylococcus; Enterococcus
Amoxicilina/ 4/2 pg/mL Staphylococcus; Enterococcus
clavulanato

Oxacilina 0,5-2 pg/mL Staphylococcus
Ciprofloxacina 1-2 yg/mL Staphylococcus; Enterococcus
Ceftriaxona 6-32 ug/mL Staphylococcus

Gentamicina 1-8 pyg/mL Staphylococcus
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Gentamicina de 500 pg/mL Enterococcus

alto nivel

Vancomicina 0,25-16 pg/mL | Staphylococcus; Enterococcus
Eritromicina 0.5-4 pyg/mL Staphylococcus; Enterococcus
Clindamicina 0,25-4 yg/mL Staphylococcus

Tetraciclina 2-8 pyg/mL Staphylococcus; Enterococcus
Sulfametoxazol/ 0,5/9,5-2/38 Staphylococcus

trimetoprim pg/mL

5.6 Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas por métodos paramétricos,
primeiramente pelo teste do qui-quadrado, para analisar as frequéncias das
espécies bacterianas, das espécies de morcegos, dos habitos alimentares, dos
locais de coleta e dos sitios das amostras. O teste exato de Fisher avaliou as
frequéncias de isolados sensiveis e ndo sensiveis (juncdo de resistentes com
sensiveis com aumento de exposicdo), de acordo com o0s grupos de dados
avaliados, com pelo menos 3 exemplares (n=3), espécies de morcegos, espéecies
bacterianas, agrupamento bacteriano, sexo do animal, habito alimentar, local da
coleta, sitio da amostra, e clima. Além disso comparar 0s percentuais de resisténcia
entre Gram-negativos e Gram-positivos, e entre as drogas antimicrobianas. O nivel
de significancia foi de 5% para as hipéteses testadas, com analise realizada em

software GraphPad Prism 7.0.
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6 RESULTADOS

6.1 Animais Capturados e submetidos a coleta

Os animais (n=51) foram capturados na Regido Metropolitana de
Fortaleza, em trés municipios, Pacatuba (n=18), ltaitinga (n=10) e Maranguape
(n=23), dos quais obtiveram-se swabs de orofaringe e retal, totalizando 113
amostras para identificacdo de bactérias (101 de swabs e 16 de guano). Amostras
de guano foram coletadas do chao dos abrigos onde as colonias de morcegos se
encontravam, sendo quatro em Pacatuba, duas de camadas superficiais e duas de
camadas profundas, trés amostras de fezes secas de ltaitinga e cinco de
Maranguape, duas de camadas superficiais e trés de profundas. Quanto ao sexo dos
animais, 53% (27/51) machos, e 47% (24/51) eram fémeas. Individuos jovens e/ou
fémeas prenhes/amamentando foram evitados.

Vinte e cinco animais foram identicados a nivel de espécie, sendo nove
espécies distintas, vinte e seis a nivel de género, sendo quatro distintos (Quadro 4).
A maioria dos animais (n=19) foi da familia Phyllostomidae (Carollia perspicillata,
Carollia sp., Desmodus rotundus, Glossophaga soricina, Lonchorhina aurita,
Phyllostomus hastatus, Phyllostomus discolor, Platyrrhinus recifinus), seguida da
Molossidae (n=16) (Molossus sp.), Emballonuridae (n=9) (Peropteryx sp. e
Saccopteryx sp.), e Noctilionidae (n=7) (Noctilio albiventris e Noctilio leporinus),
apresentando diversos habitos alimentares / dieta, oito frugivoros, cinco
hematéfagos, trinta e quatro insetivoros, dois onivoros, um nectarivoro e um

piscivoro.

Quadro 4 — Diversidade de espécies dos morcegos capturados para a coleta de amostras

Familia Subfamilia Espécies Nome comum | Alimentagao Local | N
de
coleta

Phyllostomidae Carolliinae Carollia Morcego-de- Frugivoro PA,IT | 5

perspicillata cauda-curta
Carollia sp. - Frugivoro PA 1
Desmodontinae Desmodus Morcego- Hematofago PA 5
rotundus vampiro
Glossophaginae Glossophaga Morcego-beija- | Nectarivoro IT 1
soricina flor
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Phyllostominae Lonchorhina Common Insetivoro PA 3
aurita Sword-nosed
Bat
Phyllostomus - Onivoro PA 1
hastatus
Phyllostomus - Onivoro PA 1
discolor
Stenodermatinae Platyrrhinus - Frugivoro PA 2
recifinus
Molossidae Molossus sp. Morcego-de- Insetivoro MA 16
cauda-grossa
Noctilionidae Noctilio albivrentis | Morcego- Insetivoro MA 6
bulldogue
Noctilio leporinus Morcego Piscivoro MA 1
pescador
Emballonuridae Peropteryx sp. - Insetivoro PA,IT | 8
Saccopteryx sp. - Insetivoro IT 1
Total 12 6 3 51

IT: Itaitinga. MA: Maranguape. PA: Pacatuba. N: nimero de animais

Fonte: Elaborada pela autora, 2022. Carollia perspicillata (A), Molossus sp. (B), Glossophaga

soricina (C), Peropteryx sp. (D), Lonchorhina aurita (E), Desmodus rotundus (F)




40

6.2 Isolamento Bacteriano dos Morcegos

Foi possivel isolar bactérias de 100% 51/51 dos animais, com isolamento
em pelo menos um sitio (oral ou retal). Dentre os animais 51% (26/51) tiveram
isolados em ambos os sitios, 49% (25/51) em um sO sitio, destes 88% (22/25) s6
sitio oral, e 12% (3/25) sé retal. A distribuicdo dos isolados em relacdo ao habito
alimentar dos animais, aconteceu da seguinte forma, 58,8% (20/34) dos insetivoros
apresentaram isolados nos dois sitios, 35,3% (12/34) so oral, e 5,9% (2/34) s6 retal;
dos frugivoros, 62,5% (5/8) apresentaram isolados apenas na cavidade oral e 37,5%
(3/8) nos dois sitios; dos hematéfagos apenas 20% (1/5) teve isolados nos dois
sitios, 60% (3/5) s6 tinham isolados orais e 20% (1/5) s6 retal; dos onivoros (2/2) nos
dois sitios; do piscivoro (1/1), e do nectarivoro (1/1), isolados nos dois sitios, cada.

No tocante a distribuicdo dos isolados por espécie / género de morcego,
87,5% (14/16) de Molossus sp. tiveram isolados dos dois sitios (oral e retal), e
12,5% (2/16) s6 do sitio oral;, de Peropteryx sp. 75% (6/8) s6 de sitio oral, e 25%
(2/8) de ambos os sitios; de Saccopteryx sp. 100% (1/1) s6 retal; de C. perspicillata
60% (3/5) s6 oral e 40% (2/5) ambos sitios; de L. aurita 66,7% (2/3) s6 oral e 33,3%
(1/3) s6 retal; de P. hastatus e P. discolor, onivoros, (2/2) isolados de ambos os
sitios; de N. albiventris (4/6) com isolados dos dois sitios, e (2/6) a6 sitio oral; de
Carollia sp. (1/1) isolados s6 de sitio oral; e das espécies de N. leporinus Unica de
piscivoro, D. rotundus Unica de hematéfago, e G. soricina de Unica de nectarivoro,
tiveram as mesmas distribuicdes mencionadas no paragrafo anterior. Além disso,
78,4% (40/51) animais apresentaram mais de uma espécie bacteriana isolada (sitio
oral e / ou retal), destes, 25% (10/40) mais de uma espécie em ambos sitios, 52,5 %
(21/40) mais de uma espécie no sitio oral, 10% (4/40) mais de espécie no sitio retal
e 12,5% (5/40) uma espécie diferente em cada sitio. E por fim, 21,6% (11/51)
apresentaram apenas uma espeécie bacteriana, destes 81,8% (9/11) s6 no sito oral,
e 12,8% (2/11) s6 no retal.

Quanto a colonizacao oral e retal (swabs) dos animais por filo bacteriano
(Grafico 1), insetivoros tiveram um total de cento e quarenta e trés isolados,
distribuidos em  Proteobacteria (67,1%; 96/143), Firmicutes (31,5%; 45/143),
Actinobacteria (0,7%; 1/143), e Bacteroidetes (0,7%; 1/143). Frugivoros doze
isolados, de trés filos, Proteobacteria (33,3%; 4/12), Firmicutes (50%; 6/12), e

Actinobacteria (16,7%; 2/12). Hematofagos seis isolados de trés filos, Firmicutes
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(66,6%; 4/6), Proteobacteria (14,3%; 1/6), e Actinobacteria (14,3%; 1/6). Piscivoros,
seis isolados de dois filos, Proteobacteria (66,7%; 4/6) e Firmicutes (33,3%; 2/6).
Onivoros seis isolados, de dois filos, Proteobacteria (66,7%; 4/6), e Firmicutes

(33,3%; 2/6). E Nectarivoro dois isolados, um de Proteobacteria e um de Firmicutes.

Gréfico 1 — Colonizagdo da microbiota gastrintestinal (swabs oral e retal) de morcegos da Regido

Metropolitana de Fortaleza, CE, por filo bacteriano e habito alimentar

M Proteobacteria
M Firmicutes

Outros

Eixo vertical: Abundéancia do nimero de isolados por filo bacteriano. Eixo horizontal: Habito
alimentar dos morcegos. Outros: Bacteroidetes (insetivoro) e Actinobacteria (dois de frugivoro,

um de hemat6fago e um de insetivoro)

Um total de 49 isolados provenientes de amostras de guano foram
identificados, distribuidos em 36,7% (18/49) de amostras profundas, 32,7% (16/49)
de amostras secas, 26,5% (13/49) de amostras superficiais, e 4,1% (2/49) de
amostras frescas. Destes (Grafico 2), os de colénias de onivoro (P. hastatus),
tiveram 36,7% (18/49) do total de isolados, onde 44,4% (8/18) foram de amostras
superficiais e 55,6% (10/18) de profunda. O guano de hematéfago 6,1% (3/49), (2
isolados de guano fresco e 1 de seco). Dentre os isolados do guano de col6nia mista
(insetivoro / nectarivoro) 30,6% (15/49) somente de guano seco. Ja da colénia mista
(piscivoro / insetivoro) obteve-se 26,5% (13/49) do total, com origem de amostras
superficiais foram 38,5% (5/13), e de profundas 61,5% (8/13). Ademais, 75%
(12/16) das amostras de guano apresentaram mais de uma espécie bacteriana
isolada, 18,7% (3/16) apenas uma espécie, e 6,3% (1/16) nenhum isolado

identificado (guano seco).
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Quanto aos filos detectados nos isolados de guano (Gréafico 2), dois filos
Firmicutes e Proteobacteria foram presentes. A distribuicdo ocorreu da forma
seguinte, colénia de onivoro com Proteobacteria (88,9%; 13/18), e Firmicutes
(11,1%; 5/18), sendo de Proteobacteria 61,5% (8/13) de camadas profundas, e
38,5% (5/13) de superficiais; e Firmicutes 60% (3/5) de superficiais, e 40% (2/5)
profundas. Col6nia de hematéfago apenas Firmicutes (100%; 3/3), sendo (2/3) de
guano fresco e (1/3) de guano seco. Colbnia insetivoro / nectarivoro, Proteobacteria
(46,7%; 7/15) seguida de Firmicutes (53,3%; 8/15). E colbnia mista de insetivoro /
piscivoro com Proteobacteria (46,2%; 6/13) seguido de Firmicutes (53,8%; 7/13),
sendo de Proteobacteria, 66,7% (4/6) de camadas profundas, e 33,5% (2/6) de
camadas superficiais; e de Firmicutes 57,1% (4/7) de profundas, e 42,9% (3/7)

superficiais.

Gréfico 2 — Colonizagdo do guano de morcegos da Regido Metropolitana de Fortaleza, CE, por

filo bacteriano, habito alimentar e aspecto do guano

m Proteobacteria

® Firmicutes

Eixo vertical: Abundancia do nimero de isolados por filo bacteriano. Eixo horizontal: Habito

alimentar da col6nia e aspecto do guano

6.3 Identificacdo das bactérias isoladas

Foi possivel isolar e identificar 135 bacilos Gram-negativos (BGN), 63

cocos Gram-positivos (CGP) e 24 bacilos Gram-positivos (BGP), totalizando 222
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isolados bacterianos. Destes foram de 53,6% (119/222) swab oral, 24,3% (54/222)
swab retal e 22,1% (49/222) guano. Apenas um animal da espécie C. perspicillata do
qual, ndo foi possivel identificar nenhum isolado.

Dentre os bacilos Gram-negativos (Quadro 5), o local de coleta com maior
namero de isolados foi Maranguape (63%; 85/135), seguido de lItaitinga (20,7%;
28/135) e de Pacatuba (16.3%; 22/135). Quanto ao sitio de coleta, 59,2% (80/135)
foram isolados da orofaringe, 21,5% (31/135) do reto e 19,3% (28/135) do guano.
Dentre os isolados, 82,2% (111/135) eram Enterobactelares, 9,6% (13/135) eram
BGNNF e 8,1% (11/135) eram outros BGN. E ainda, dos Enterobactelares, 65,8%
(73/111) eram da familia Enterobacteriaceae, 15,3% (17/111) familia
Morganellaceae, 9,9% (11/111) familia Yersiniaceae, 6,3% (7/111) familia
Erwiniaceae, 2,7% (3/111) familia Hafniaceae. No geral, foram 38 espécies
pertencentes a 20 géneros. O género mais isolado foi Enterobacter representando
(19,2%; 26/135) dos isolados, seguido por Klebsiella (18,5%; 25/135) e Escherichia
(8,1%; 11/135). As espécies de morcego das quais maiores numeros de isolados
foram obtidos foram Molossus sp. (42,2%; 57/135), seguido de N. albiventris (14,1%;
19/135) e Peropteryx sp. (11,1%; 15/135). No tocante ao sexo dos animais, 41,5%
(56/135) dos isolados foram obtidos de machos e 39,3% (53/135) de fémeas.

Figura 10 — Bateria de testes bioquimicos para detec¢éo de Bacilos Gram-

Negativos da ordem Enterobacterales

Fonte: Elaborada pela autora, 2022. TSI (A), citrato de Simmons (B), PAD (C),
VP (D), SIM (E), ureia de Christensen (F), descarboxilase lisina (G), ornitina
(H), e base (1)



Quadro 5 — Bacilos Gram-negativos isolados da microbiota de morcegos da Regido Metropolitana de

Fortaleza, CE, por grupo bacteriano, sitio e municipio de coleta
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Ordem Enterobacterales Sitio de coleta Municipio de coleta Total
(0] R G P I M
Cedecea lapagei 1 1 - 1 1 - 2
Citrobacter amalonaticus 1 - - - - 1 1
Citrobacter farmeri 1 - - - - 1 1
Citrobacter freundii - - 1 - - 1 1
Enterobacter amnigenus 1 1 1 - 2 1 3
Enterobacter asburiae 1 - - - - 1 1
Enterobacter cancerogenus 1 - - - - 1 1
Enterobacter cloacae 11 4 3 5 7 6 18
Enterobacter gergoviae 2 1 - - 1 2 3
Escherichia albertii - 1 - - - 1 1
Escherichia coli 1 1 7 5 1 3 9
Escherichia fergusonii 1 - - - - 1 1
Ewingiella americana 1 - - - 1 - 1
Hafnia alvei 2 1 - - - 3 3
Klebsiella aerogenes 6 1 1 - 1 7 8
Klebsiella oxytoca 10 - 1 - 1 10 11
Klebsiella pneumoniae 6 - - - 2 4 6
Kluyvera ascorbata 1 - - - - 1 1
Kluyvera intermedia 1 1 - 1 - 1 2
Morganella morganii 2 1 1 - - 4 4
Pantoea agglomerans 3 - 3 1 2 3 6
Pantoea dispersa - - 1 - 1 - 1
Proteus mirabilis 2 6 - 1 - 7 8
Providencia alcalifaciens - 2 - - - 2 2
Providencia heimbache - 1 - - - 1 1
Providencia rettgeri - - 1 - - 1 1
Providencia stuartii - 1 - - - 1 1
Salmonella enterica ssp enterica - 1 - - 1 1
Serratia marcescens 8 1 - - 4 5 9
Serratia rubidaea - - 1 - 1 - 1
Yokenella regensburgei - 2 - 2 - - 2
Total 63 27 21 16 26 69 111
BGN Néo-fermentadores Sitio de coleta Municipio de coleta Total
o R G P I M
Acinetobacter baumanii/haemolyticus 1 - - - - 1 1
Pseudomonas aeruginosa 3 - - 1 - 2 3
Pseudomonas alcaligenes/pseudoalcaligenes 1 - - - 1 - 1
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Pseudomonas fluorescens/putida 2 - 5 5 - 2 7
Stenotrophomonas maltophilia 1 - - - 1 - 1
Total 8 - 5 6 2 5 13
Outros Sitio de coleta Municipio de coleta Total
(0] R G P | M
Complexo Aeromonas veronii 8 2 - - - 10 10
Empedobacter brevis 1 1 1
Total 9 2 - - - 11 11
Total Geral 80 29 26 22 28 85 135

O: Orofaringe. R: reto. G: guano. P: Pacatuba. I: Itaitinga. M: Maranguape. -:nenhum isolado.

Dentre os cocos Gram-positivos (Quadro 6) 41,3% (26/63) foram isolados
da orofaringe, 30,1% (19/63) do reto e 28,6% (18/63) de guano. Quanto ao género,
58,7% (37/63) dos isolados eram Staphylococcus sp., 30,2% (19/63) Enterococcus
sp., € o restante era representado por Streptococcus sp. e outros (11,1%; 7/63). As
duas espécies mais isoladas foram Enterococcus faecalis e Staphylococcus xylosus,
representando 22,2% (14/63), cada. O local de coleta com maior numero isolados foi
Maranguape (46%; 29/63), seguido de Pacatuba (33,3%; 21/63) e ltaitinga (20,6%;
13/63). A espécie de morcego da qual um maior numero de isolados foi obtido foi
Molossus sp. (31,7%; 20/63), seguida de Peropteryx sp. (7,9% 5/63), e C.
perspicillata (6,3%; 4/63). Por fim, no tocante ao sexo, 38,1% (24/63) dos isolados

foram obtidos de fémeas e 33,3% (21/63) de machos.

Figura 11 — Painéis Walkaway® para deteccéo de bactérias Gram-positivas (esquerda), e

Gram-negativas (direita), e sensibilidade antimicrobiana

-fé*@@@ma@@Qf7
dac'v, ,
QICCC

A
ver

QUCCT000000D
VUCLCOOQIIND

Y *owaa@eew

Fonte: Elaborada pela autora, 2022. Testes bioquimicos (A), Testes de sensibilidade

antimicrobiana (B)
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Quadro 6 — Cocos Gram-positivos isolados da microbiota de morcegos da Regido Metropolitana de

Fortaleza, CE, por grupo bacteriano, sitio e municipio de coleta

Enterococcus Sitio de coleta Municipio de coleta Total
0] R G P I M
Enterococcus casseliflavus 1 - - - - 1 1
Enterococcus faecalis 5 9 - 3 3 8 14
Enterococcus faecium - 3 - 2 1 - 3
Enterococcus gallinarum - 1 - - - 1 1
Total 6 13 - 5 4 10 19
Staphylococcus Sitio de coleta Municipio de coleta Total
(0] R G P I M
Staphylococcus aureus 1 - - - - 1 1
Staphylococcus CoNs 4 1 3 6 - 2 8
Staphylococcus cohnii-cohnii 1 1 - 1 - 1 2
Staphylococcus cohnii-urea 2 - - - - 2 2
Staphylococcus epidermidis - 1 - - - 1 1
Staphylococcus schleiferi subsp. schleiferi 2 - - 1 - 1 2
Staphylococcus sciuri - - 5 - 5 - 5
Staphylococcus xylosus 4 1 9 3 3 8 14
Staphylococcus sp. 2 - - 1 - 1 2
Total 16 4 17 12 8 17 37
Streptococcus Sitio de coleta Municipio de coleta Total
(0] R G P I M
Streptococcus dysgalactiae dysgalactiae - 1 - - - 1 1
Streptococcus B-hemolitico - 1 - 1 - - 1
Streptococcus mitis/oralis - - 1 - - 1 1
Total - 2 1 1 - 2 3
Qutros Sitio de coleta Municipio de coleta Total
0] R G P I M
Leuconostoc sp. 1 - - 1 - - 1
Micrococcus sp. 2 - - 2 - - 2
Pediococcus sp. 1 - - - 1 - 1
Total 4 - - 3 1 - 4
Total geral 26 19 18 21 13 29 63

O: Orofaringe. R: reto. G: guano. P: Pacatuba. [: Itaitinga. M: Maranguape. CoNs: coagulase
negativo. -:nenhum isolado.

Em relacdo aos bacilos Gram-positivos, vinte e quatro foram identificados,
destes quatorze como Bacillus sp., e dez ndo apresentaram esporos e foram

identificados por MALDI-TOF MS, a exemplo de: Microbacterium
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flavescens/laevaniformes. No geral 58,3% (14/24) foram isolados da orofaringe,
20,8% (5/24) do reto e 20,8% (5/24) do guano. Quanto a sede do municipio, a
maioria era de Maranguape 62,5% (15/24), seguida de Pacatuba 25% (6/24) e
Itaitinga 12,5% (3/24). A sensibilidade antimicrobiana dos bacilos Gram-positivos
(Bacillus sp.) ndo foi avaliada pois ndo ha padronizacdo segundo os documentos do

CLSI/ BRCAST para tais microrganismos.

6.4 Sensibilidade antimicrobiana

No total o percentual global de resisténcia antimicrobiana, a pelo menos
um antimicrobiano, encontrado no presente trabalho foi de 59,8% (113/189)
somando os isolados de bacilos Gram-negativos e cocos Gram-positivos testados.
Dos animais, 80,4% (41/51) apresentaram pelo menos um isolado resistente.
Enquanto que 100% (15/15) das amostras de guano testadas, apresentaram pelo
menos um isolado resistente. No que concerne o sitio de coleta, 48,7% (55/113) dos
isolados resistentes foram de sitio oral, 23,9% (27/113) de sitio retal, e 27,4%
(31/113) de guano. Nao houve diferenca estatistica significativa entre isolados
resistentes de Gram-negativos e Gram-positivos, nem por sitio de coleta (p>0,05).

No tocante ao local de coleta, Maranguape obteve 60,2% (68/113) dos
isolados resistentes, Itaitinga 20,3% (23/113), e Pacatuba 19,5% (22/113). Quanto a
variacédo de clima 59,3% (67/113) foram isolados no chuvoso, e 40,7% (46/113) no
clima seco. E ao sexo animal 34% (39/113) isolados do feminino, e 38% (43/113) do
masculino (Tabela 1). Também ndo houve diferenca significativa estatistica dos

isolados resistentes em relacdo ao local de coleta, clima e sexo (P>0,05).

Tabela 1 — Bactérias resistentes a antimicrobianos por local de coleta, espécie animal, héabito

alimentar e sexo

Categorias Locais de coleta

Pacatuba Itaitinga Maranguape Nr
Espécie/Colbnia C. perspicillata (3) C. perspicillata (1) Molossus sp. (44)

D. rotundus (3) Peropteryx sp. (3) N. albiventris (14)

P. discolor (1) Saccopteryx sp. (5) N. leporinus (3)

P. hastatus (3) Colbnia mistaz (14) Colbnia mista3 (7)

P. recifinus (2)
Coldnia hematdéfago (3)
Colbnia onivoro (7) 113

Alimentacéo Frugivoro (5) Frugivoro (1) Insetivoro (58)
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Hematofago (6) Insetivoro (8) Piscivoro (3)
Onivoro (11) Colbnia mista? (14) Colbnia mista3 (7)
Sexo Fémea (5) Fémea (3) Fémea (32)
Macho (7) Macho (6) Macho (29)
1 (10) 1 (14) 1(7)
Total# 22 23 68

Nr: Numero de isolados resistentes. !lsolados de guano. 2 Insetivoro e Nectarivoro. 3Insentivoro e
piscivoro. # Total para cada local de coleta.

Considerando-se os isolados ndo sensiveis (INS), os quais apresentaram
sensibilidade com aumento de exposicdo e / ou resisténcia a pelo menos um
antimicrobiano, 78,3% (148/189) foi o percentual global, e 21,7% (41/90) foram
totalmente sensiveis. Dos INS, 75,7% (112/148) foram isolados de swabs (oral ou
retal), sendo 82 BGN e 30 CGP. E 24,3% (36/148) isolados de guano, 19 BGN e 17
CGP. Animais com pelo menos um INS foram 92,1% (47/51), e todos os tipos de
guano tiveram pelo menos um INS. As espécies de morcegos com maior nimero de
isolados ndo sensiveis de BGN (Gréfico 3-A), foram Molossus sp. (52,4%; 43/82),
seguido de N. albiventris (18,3%; 15/82) e Peropteryx sp. (8,5%; 7/82) e Saccopteryx
sp. (6,1%; 5/82). Seguidas de N. leporinus (3/82) e 3,6% cada, P. recifinus (2/82), P.
discolor (2/82) e P. hastatus (2/82), 2,5% cada, e por ultimo, C. perspicillata (1/82),
D. rotundus (1/82) e L. aurita (1/82), com 1,2% cada. E em relacdo as espécies de
morcegos com mais INS de CGP (Gréafico 3-B) foram Molossus sp. 60% (18/30),
seguida de C. perspicillata 10% (3/30). N. albiventris 13,3% (2/30), D. rotundus
(2/30), e N. leporinus (2/30), com 6,7% cada, e por ultimo, Peropteryx sp. (1/30),
Saccopteryx sp. (1/30), e P. hastatus (1/30), 3,3% cada.

Gréfico 3 — Representacao das espécies de morcegos com isolados ndo sensiveis

B
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Bacilos Gram-negativos (A), cocos Gram-positivos (B). Cores representam a abundéancia da

diversidade de espécies de morcegos com isolados ndo sensiveis

Em relacdo a dieta / habito alimentar, houve diferenca estatistica para
isolados resistentes de hematofagos, 100% (3/3) da espécie de D. rotundus
(P=0,0026). L. aurita foi a espécie com mais isolados sensiveis, 75% (3/4), com
diferenca estatistica (P=0,0010). Ademais, isolados de guano de coldnias de
espécies mistas de morcegos, foram 0s quais mais apresentaram resisténcia com
diferenca estatistica (P=0,0010), onde em 87,5% (21/24) dos isolados testados foi
observado resisténcia. Quanto a comparacdo entre isolados resistentes e
multirresistentes, ndo houve diferenca significativa estatistica (P=0,1000), nem para
BGN ou CGP.

Um total de 83,7% (36/43) dos isolados de guano foram INS, sendo o de
aspecto seco em maior niamero 44,4% (16/36), sendo nove CGP e sete BGN,
seguido do guano de camada profunda 27,8% (10/36), sete BGN e trés CGP, guano
de camada superficial 22,2% (8/36), cinco BGN e trés CGP, e por ultimo guano
fresco 5,6% (2/36), dois CGP.

6.4.1 Sensibilidade antimicrobiana de bacilos Gram-negativos

Um percentual de 56,7% (76/134) dos bacilos Gram-negativos (BGN)
isolados foi resistente a pelo menos um antimicrobiano (Quadros 7 e 8), sendo
81,6% (62/76) isolados de swabs (39 oral e 23 retal) dos animais e 18,4% (14/76) de
guano. Dentre estes, 21% (16/76) foram multirresistentes (resisténcia a =3 classes
de drogas), sendo maioria do género Enterobacter (trés E. amnigenus, trés E.
gergoviae, e um E. asburiae), e dois BGNNF (P. aeruginosa). As drogas as quais um
maior numero de isolados apresentou resisténcia (Figura 12) foram cefalotina
(83,3%, 25/30), ampicilina (62,8%, 22/35), cefuroxima (41,8%, 23/55) e amoxicilina-
clavulanato 29,5% (13/44). Dentre os isolados classificados como sensiveis com
aumento de exposicao 18,7% (25/134), 76% (19/25) foram frente a cefuroxima. Ao
todo, 24,6% (33/134) dos isolados foram classificados como sensiveis a todos os
antimicrobianos testados, enquanto 75,4% (101/134) foram classificados como nao-

sensiveis.



Dentre os isolados pertencentes & ordem Enterobacterales (n=111), 77,5%

Figura 12 — Método de disco-difusdo para avaliar

a sensibilidade antimicrobiana de um bacilo Gram-

negativo da ordem Enterobacterales

Fonte: Elaborada pelo autora, 2022. Presenca

(A), e auséncia (B), de halo de inibi¢éo
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(86/111) foram ndo sensiveis a um ou mais antimicrobianos, e 22,5% (25/111) foram

sensiveis a todas as drogas (Quadro 7). Dentre o grupo de BGNNF (n=13), 9/13

(69,2%) eram nao sensiveis a pelo menos uma droga, e 4/13 (30,8%) eram

sensiveis a todas as drogas testadas. Dentre os isolados do complexo Aeromonas
veronii (n=10), 6/10 (60%) eram ndo sensiveis, sendo um multirresistente, e 4/10

(40%) sensiveis a todas as drogas testadas (Quadro 8). Ademais, Pantoea e

Providencia, foram os géneros de BGN com mais isolados resistentes (P<0,0001),

com diferenca estatistica. E um isolado BGN de Empedobacter brevis (n=1) néo foi

avaliado quanto a sensibilidade antimicrobiana pois ndo ha pontos de corte de

interpretacdo estabelecidos para a espécie.

Quadro 7 — Sensibilidade antimicrobiana de bacilos Gram-negativos da ordem Enterobacterales, isolados de

morcegos da Regido Metropolitana de Fortaleza, CE

Enterobacterales

Antimicrobianos

amalonaticus

N AMP | CFL | GEN | AMC | FEP | CRO | CRX | MER CIP SUT | TET | CLO
111 |[R|I'|R| TR TR T |R|IT|RJIT|R|IT|R|I]|R RIT|R|IT]|R|I
Cedecea lapagei 2 0|0 - 1
Citrobacter 1 RI - 1
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Citrobacter farmeri 1 RI - 1|0 0|0 0|0
Citrobacter freundii RI RI RI RI

Enterobacter 3 0|30 3|0 0|2

amnigenus

Enterobacter 1 RI RI RI 1|0 0
asburiae

Enterobacter 1 0 - 1|0 0|1 0|0
cangerigenos

Enterobacter 19 RI RI RI 7 0
cloacae 0

Enterobacter 3 0/3]|0 210 2|1 0
gergoviae

Escherichia albertii 0 - 0 0|0

Escherichia coli 9 4 1

Escherichia 1 0 0 0|0 1(0 0
fergusoni

Ewingiella 1 0 - 00 00 0
americana

Hafnia alvei 3 RI RI RI 0|3 0
Klebsiella 8 RI RI RI

aerogenes

Klebsiella oxytoca 11 RI 4|1 5

Klebsiella 6 RI 1 0

pneumoniae

Kluyvera ascorbata 1 0 - 00 1|0 00
Kluyvera intermedia 0[1]|0 0|0 210

Morganella 4 RI RI RI RI 0|2
morganii

Pantoea 6 1140 12 1(2 0
agglomerans

Pantoea dispersa 1 o(1|0 0|0 0|0 0|0
Proteus mirabilis 2 RI
Providencia 2 0 - 210 0|0 0|0
alcalifaciens

Providencia 1 o(1|0 0|0 0|0 0|0
heimbache

Providencia rettgeri 1 RI RI RI 0|0 RI 0
Providencia stuartii 1 RI RI RI 1|0 RI 0
Serratia 9 RI RI RI RI 0|0
marcescens

Serratia rubidea 1 0 - 1]0 1(0 0
Yokenella 2 0|0 2 0 0
regensburgei
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N: namero de isolados. R: Resistente. |: Sensivel com aumento de exposicdo. RI: Resisténcia intrinseca. AMP:
Ampicilina. CFL: Cefalotina. GEN: Gentamicina. AMC: amoxicilina/clavulanato. FEP: cefepime. CRO:
ceftriaxona. CRX: cefuroxima. MER: meropenem. CIP: ciprofloxacina. SUT: sulfa/trimetoprim. TET: tetraciclina.
CLO: cloranfenicol. AZT: aztreonam. CAZ: ceftazidima. -: ndo testado.

Quadro 8 — Sensibilidade antimicrobiana de Bacilos Gram-negativos oxidase positiva e ndo fermentadores,

isolados de morcegos da Regido Metropolitana de Fortaleza, CE

BGN oxidase positiva

Antimicrobianos

N AZT CIP FEP GEN MER SUT CAZ P/T
Complexo Aeromonas veronii 10 | R R | R | R | R | R | R | R |
10 i1{1(0|0l2|]O0|lO0O|jO|JO]J]O|O]O|212]|]O0O]|5]|12
BGN Nao-fermentador N AMI AZT FEP CIP MER SUT LVX PIT
13 | R R | R | I R | I R | R | I R | R |
Acinetobacter baumanii / 1 o|lo0|1]|0 - - 0| 0|00 - -
haemolyticus
Pseudomonas aeruginosa 3 2 o| 2|0 2 0| 2 0 210 - - 0
Pseudomonas 1 0 |0 0 0O |0 |[O |O |O - - 0 |0
alcaligenes/pseudoalcaligenes
Pseudomonas 7 0 |0 0 0O |0 |O |O |4 - - 0 |0
fluorescens/putida
Stenotrophomonas maltophilia 1 - - - - - 0|0 ]| O 0 -

N: nimero de isolados. R: Resistente.

ciprofloxacina. CAZ: ceftazidima. GEN: Gentamicina. SUT:
meropenem. P/T: piperacilina/tazobactam. AMI: amicacina. LVX: levofloxacina. -: ndo testado.

. Sensivel com aumento de exposigdo. AZT:

sulfa/trimetoprim. FEP:

6.4.2 Sensibilidade antimicrobiana de cocos Gram-positivos

aztreonam. CIP:

cefepime.

MER:

Um total de 67,3% (37/55) dos cocos Gram-positivos isolados de

morcegos foram resistentes a pelo menos um antimicrobiano (Quadro 9), sendo 54%
(20/37) obtidos da orofaringe (16/20) ou do reto (4/20) dos animais, e 46% (17/37)

de guano. Dentre estes, 10,8% (4/37) foram multirresistentes, todos Staphylococcus

CoNs (néo foi possivel classificar a nivel de espécie). Quanto aos antimicrobianos

aos quais os GPC apresentaram maior proporcdo de resisténcia, destacam-se a
ampicilina (100%; 37/37), penicilina (40,5%, 15/37), clindamicina (27%; 10/37) e
eritromicina (27%; 10/37). Ao todo, 14,55% (8/55) dos isolados foram classificados

como sensiveis a todos os antimicrobianos, e 85,45% (47/55) como INS, os quais

apresentaram sensibilidade com aumento de exposicdo e/ou resisténcia a pelo

menos um antimicrobiano. Dentre os isolados classificados como sensiveis com
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aumento de exposi¢ao (n=10), foram frente a somente um antimicrobiano, sendo

7/10 a eritromicina e 3/10 a ciprofloxacina.

Todos os isolados pertencentes ao género Staphylococcus apresentaram

resisténcia a pelo menos um antimicrobiano e 75,7% (28/37), apresentaram

sensibilidade com aumento de exposi¢do, a um ou mais antimicrobianos. Por outro

lado, 44,44% (8/18) dos isolados de Enterococcus foram sensiveis a todas as

drogas e 55,55% (10/18) foram sensiveis com aumento de exposicdo a pelo menos

uma droga. Ademais, sete isolados ndo foram classificados quanto a sensibilidade

por ndo apresentarem crescimento suficiente ou por nao haver pontos de corte nos

documentos normalizadores, a saber Leuconostoc sp. (n=1), Micrococcus sp. (n=2),
(n=2),

Pediococcus

sp.

(n=1),
Streptococcus mitis / oralis (n=1), e Streptococcus p-hemolitico (n=1).

Streptococcus

dysgalactiae

dysgalactiae

Quadro 9 — Sensibilidade antimicrobiana de cocos Gram-positivos, isolados de morcegos da Regido Metropolitana de

Fortaleza, CE

Género bacteriano

N | Antimicrobianos
Staphylococcus PEN AMP [AMC [OXA [CRO [CIP [GEN [VAN [ERI [CLI TET ‘ SuT
37 | R | R |1 R | I R |1 R |I R{I|R|I R |1 R I'| R| | RII ‘ R I
S. aureus 1|0 0 1 ojofojo|jo|jojoj|jojojoj|jofo0oj0j140f0]|12 0|0/0|O
S. cohnii-cohnii 2 |1 0 2 ojofoj2|011j0j|1j0{2|0f1j0})2j0(1]|0 1(0/0]0
S. cohnii-urea 2 |0 0 2 ojojojojofofo0o|o0oj0j0fO0|l0O|0O|0Oj2|0|2 0O(0/0|O
S. epidermidis 1|1 0 1 ojojojojofofo0|o0oj0j0fO0|lO0O|jO|0Oj0O|O|O 0|00|O
Staphylococcus 8 /3 |0 (8 |0|jO|O|O|O|O|O|2|OlO|O|O|1|6|0|5{2 |O0|0O1]|O0
CoNs
S. sciuri 5 |3 0 5 ojojojojofofo0|o0oj0jf0f0|lO0O|O|0Oj0O|1|4 0O(0/0|O
S. schleiferi 2 |1 0 2 ojojojr1j0(0f0|0|j0j0lO|O|O]|0Oj2|0]|1 0O(0/0|O
schleiferi
Staphylococcussp. | 2 |0 |O |2 |0|O|O|O|O|O|O|O|OlO|O|O]|O|O|Ofl1|2 |O]|O/O]|O
S. xylosus 14 | 6 0 14|0/0|0|2|0j0O|2|0OjlOjO|O|O|O|2|5|2|11 |1 |0j0]O
Enterococcus N | AMP AMC | CIP GNS | VAN | ERI | TET
18 | R || R|I |R|I |[R|I |R|I |RI|I|R|I
E. faecalis 1410 |0 RI 0j2(0|0f(0|0]|0Oj7|0]O
E. faecium 3|0 |0 (O0O|O|lO|O|O]O 0/0({0 |0
E. gallinarum 110 |0 RI 0j|1/010 RI 0{0|0|O

N: nimero de isolados. R: Resistente. I: Sensivel com aumento de exposi¢do. RI: Resisténcia intrinseca.
PEN: penicilina. AMP: ampicilina. AMC: amoxicilina / clavulanato. OXA: oxacilina. CRO: ceftriaxona. CIP:
ciprofloxacina. GEN: gentamicina. GNS: gentamicina de alto nivel. VAN: vancomicina. ERI: eritromicina. CLI:
clindamicina. TET: tetraciclina. SUT: sulfametoxazol/trimetoprim. CoNs: Coagulase negativa.
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7 DISCUSSAO

Este presente trabalho traz dados inéditos na regido nordeste do Brasil
sobre a caracterizacdo da microbiota oral e retal e do guano de morcegos, trazendo
dados de isolamento e de identificacdo bacteriana, bem como da sensibilidade
antimicrobiana desses isolados. Nenhum trabalho, at¢é o momento, apresentou
esses achados em morcegos, nas localidades mencionadas, bem como a nivel
regional, juntando-se a outros relatos escassos, do sudeste e sul do pais (CLAUDIO
et al., 2018; COSTA et al., 2018; SENS-JUNIOR et al., 2018).

A familia Phyllostomidae foi a mais diversa, no presente estudo, com sete
espécies / géneros diferentes, seguida pela Noctilionidae com duas espécies. Os
animais das familias Emballonuridae e Molossidae foram classificados a nivel de
género, sendo dois na primeira € um na segunda. Estes achados corroboram com
outros estudos investigando morcegos como reservatérios de microrganismos
patogénicos, no Brasil (CORREA et al., 2013; NUNES; ROCHA; CORDEIRO-
ESTRELA, 2017). Quanto as prevaléncias, a mais prevalente foi a Phyllostomidae
(37,25%; 19/51), seguida de Molossidae (31,37%; 16/51), Emballonuridae (17,65%;
9/51) e Noctilionidae (13,72%; 7/51).

A maior diversidade de espécies / géneros de morcegos foi coletada no
municipio de Pacatuba, com sete diferentes, abrangendo frugivoros, hematéfagos,
insetivoros e onivoros. Seguida de Itaitinga e Maranguape. Somente uma espécie se
repetiu em mais de um local, C. perspicillata, nos municipios de Pacatuba e Itaitinga.
No presente estudo, morcegos insetivoros foram 66,6% (34/51) do total, enquanto
frugivoros foram 15,7% (8/51), hematéfagos 9,8% (5/51), onivoros 3,9% (2/51), 2%
piscivoro (1/51), e nectarivoro 2% (1/51).

Os municipios onde foram feitas as coletas ficam em distancias bem
similares a capital do Ceara (Fortaleza). Pacatuba fica a 31km, Itaitinga a 27km, e
Maranguape a 28 km (IPECE, 2022) e também se assemelham quanto ao clima e a
temperatura. Itaitinga tem a menor populacdo, 38.661 habitantes, Pacatuba conta
com 85.647 habitantes, enquanto Maranguape é a quarta maior populacdo da
Regido Metropolitana de Fortaleza, com 131.677 habitantes, e a maior area
(591km?), em comparacdo com 152 km? e 132 km? de Itaitihga e Pacatuba,
respectivamente (IPECE, 2022).
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E importante ressaltar que apesar dos locais de coleta terem ocorrido em
areas afastadas do centro dos municipios, Maranguape (22 km), Itaitinga (média de
7,5 km), com excecao de Pacatuba (< 1 km), morcegos de colbnias urbanas passam
cerca de 72% do tempo alimentando-se em areas urbanas. Além disso, morcegos
de éareas rurais frequentemente alimentam-se em ambientes urbanos, gastando
cerca de 45% do seu tempo nesses assentamentos (EGERT-BERG et al., 2021).
Morcegos brasileiros costumam forragear numa distancia de até 15 km (CLAUDIO et
al., 2018). Nesse contexto, os morcegos ndao hematoéfagos da RMF podem voar para
complementar sua alimentagdo, compartilhar alimentos com humanos e outros
animais sinantrépicos, como por exemplo, restos de comida, transportando a
microbiota entre as areas.

No presente estudo, os morcegos com maior diversidade microbiana
foram insetivoros, seguidos de frugivoros, piscivoro, hematofago, e nectarivoro. O
mesmo nao aconteceu em estudo prévio no Brasil, com morcegos de mais de um
habito alimentar, Claudio et al. (2018), onde os frugivoros tiveram maior diversidade,
seguidos de insetivoros, nectarivoros, hematéfagos e carnivoros. E em outros
relatos de morcegos do novo mundo, no México, dois trabalhos observaram
hematofagos em primeiro, seguidos de isentivoros ou frugivoros, e nectarivoros
(GALICIA JIMENEZ; BUENROSTRO; GARCIA, 2014; CARRILLO-ARAUJO et al.,
2015). Por outro lado, o presente estudo apresentou resultados similares ao de
morcegos do velho mundo, na China, que observou insetivoros como mais diversos,
seguidos de frugivoros e nectarivoro (LI et al, 2018). Os morcegos hematéfagos séo
0s Unicos com alimentacédo restrita (DURON; GOTTLIEB, 2020), jA morcegos ndo
hemat6fagos, como, insetivoros e frugivoros, podem ter variacdo de alimentacao
(BANSKAR; MOURYA; SOUCHE, 2016a), e dessa maneira podem adquirir uma
maior diversidade microbiana.

A microbiota bacteriana do trato gastrintestinal (TGI) de morcegos
apresenta uma predominancia de bacilos Gram-negativos, pertencentes ao filo
Proteobacteria, como isolados mais identificados, em relagdo aos cocos e bacilos
Gram-positivos, com destaque para aqueles pertencentes ao filo Firmicutes
(CLAUDIO et al., 2018; DIMKIC et al., 2021; FEDERICI et al., 2022). O mesmo foi
observado no presente trabalho com 60,8% (135/222) do total de isolados formados
por BGN, 99,3% (134/135) pertencentes ao filo Proteobacteria, e 39,1% (87/222) por



56

bactérias Gram-positivas, divididas em CGP (n=63) e BGP (n=24), 95,4% (83/87)
pertencentes ao filo Firmicutes.

A maior diversidade encontrada na cavidade oral pode ter relagdo com o
habito alimentar insetivoro, maioria dos animais coletados no presente estudo, os
quais frequentemente tinham restos de suas presas. Insetos, a exemplo de
artropodes, que ja foram implicados como carreadores de bactérias potencialmente
zoonoticas, incluindo isolados da familia Enterobacteriaceae (WALES et al., 2010).
Além disso € uma cavidade propensa a ter maior niumero de isolados da microbiota
residente na mucosa oral, além disso, diferencas em pH da saliva de acordo com o
hébito alimentar, em insetivoros (basico) e em frugivoros (acido), podem influenciar
nesta diversidade (FEDERICI et al., 2022). As porcentagens de colonizacédo retal e
de guano foram similares, essa menor diversidade microbiana pode ter relagcdo com
a microbiota transitéria nesses sitios, influenciada por fatores como, rapido transito
intestinal (FEDERICI et al., 2022), e degradacdo do guano no ambiente, como ja
relatado por estudo de Dietrich; Markotter (2019).

No tocante a origem da amostra, maior parte dos BGN foram da
orofaringe, seguido de reto, sendo que foram 17 géneros bacterianos diferentes na
cavidade oral e 13 no reto. Foi obtida uma maior diversidade no presente trabalho,
em comparagdo com a pesquisa de Sens-Junior et al. (2018), que trabalharam com
amostras de 68 animais. Por outro lado, em comparacédo com a pesquisa de Claudio
et al. (2018), uma menor diversidade bacteriana foi observada no presente estudo,
mas esses pesquisadores trabalharam com amostras de 113 morcegos, bem acima
do nimero de animais avaliados no presente estudo.

Quanto a identificacdo de bacilos Gram-negativos, quase todos, com
excecdo de um Empedobacter brevis (filo Bacteroidetes), foram pertencentes ao filo
Proteobacteria, e maior parte destes isolados teve origem em swabs de orofaringe e
retais (80,7%; 109/135), dos quais (67%; 90/109) foram da ordem Enterobacterales,
corroborando com os trabalhos de Claudio et al. (2018) e Sens-Junior et al. (2018),
gue observaram uma predominancia de BGN do filo Proteobacteria, com énfase na
ordem Enterobacterales, em amostras da cavidade oral e do reto de morcegos.

No presente trabalho, o género mais isolado de BGN foi Enterobacter,
seguido por Klebsiella e Escherichia. Para Sens-Junior et al. (2018) que teve uma
menor diversidade de géneros e espécies, Escherichia foi o mais presente, seguido

de Pantoea, e Klebsiella, enquanto que para Claudio et al. (2018) os géneros de
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BGN mais presentes foram Enterobacter, Serratia e Klebsiella. Isolados de
Enterobacter, Klebsiella e Escherichia estdo entre os mais prevalentes em infeccdes
humanas e animais, por isso sua importancia na perspectiva da Saude Unica
(MCDOUGALL et al., 2021a). Além do relatos no Brasil, Enterobacter e Escherichia
também ja foram observados em abudancia em amostras de morcegos do novo
mundo (GALICIA JIMENEZ; BUENROSTRO; GARCIA, 2014; CARILLO-ARAUJO et
al., 2015; NUNEZ-MONTERO et al., 2021). Klebsiella, observado no novo mundo,
somente em relatos do Brasil, foi por outro lado, observado como um dos principais
géneros componentes da microbiota do TGl de morcegos frugivoros / nectarivoros
(FEDERICI et al., 2022) do velho mundo (DANIEL et al., 2013; BANSKAR et al.,
2016b; GUAROUT-SAIT et al., 2019; MCDOUGALL et al.,, 2021b; HUANG et al.,
2022), que também observaram os géneros (Enterobacter e Escherichia).

Em relacdo aos BGNNF, no presente estudo a soma das espécies de
Pseudomonas, Acinetobacter e Stenoprophomonas, correspondeu a menos de 10%,
em comparacdo isolados do complexo Aeromonas veronii foram sozinhos mais
numerosos. Para Claudio et al. (2018), a soma dos mesmos isolados BGNNF foi
superior, ja em relacao aos isolados de Aeromonas, foi inferior ao presente trabalho.
Isolados do género Pseudomonas, em especifico a P. aeruginosa, espécie mais
estudada do género por sua relevancia clinica, ndo teve destaque no presente
estudo, semelhante ao ocorrido no estudo de Selvin et al. (2019). Ao contrario,
isolados do complexo P. fluorescens/putida foram mais numerosos no presente
estudo, estes sao considerados patégenos oportunistas (SILVERIO et al., 2022).

Os outros bacilos Gram-negativos identificados no presente trabalho
(19,3%; 26/135) tiveram origem em guano, e todos foram do filo Proteobacteria,
isolados BGN deste tipo de amostra ainda ndo haviam sido reportados no Brasil,
mas ja foram em paises da Europa (Sérvia, Eslovénia, Holanda, Eslovaquia,
Bulgaria, Franca e Finlandia), Africa do sul, e Asia (india, China e Filipinas), onde os
isolados BGN também ficaram distribuidos principalmente entre filo Proteobacteria,
s6 que originados de morcegos do velho mundo (DIMKIC et al., 2021).

Quanto a identificacdo de cocos Gram-positivos, 0 presente trabalho
isolou majoritariamente espécies do filo Firmicutes 97% (59/63), sendo a maioria
Staphylococcus (n=37). No trabalho de Claudio et al. (2018), Staphylococcus
também foi o género mais presente dos CGP. Além disso, no presente estudo

Staphylococcus CoNs representaram 54% (34/63) dos CGP, especialmente S.
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xylosus e S. sicuri. Sendo 38,2% (13/34) de origem oral, 11,8% (4/34) retal, e 50%
(17/34) de guano. S. xylosus e S. sicuri sdo patégenos relacionados a animais
(como carreadores) e também ja foram relacionados com alimentos de origem
animal (carne), considerados patdgenos oportunistas em infeccdes humanas
(NEMEGHAIRE et al., 2014; LEROY et al., 2017). E S. sciuri também ja foi relatado
em guano de morcegos do novo mundo (NUNEZ-MONTERO et al., 2021).

Considerando isolados BGN e CGP, originados de guano, no presente
trabalho, BGN do filo Proteobacteria foram mais prevalentes, seguidos de CGP do
filo Firmicutes, o mesmo ocorreu no Chile, onde amostras de morcego insetivoro
foram avaliadas (NUNEZ-MONTERO et al., 2021), e em trabalho mais recente na
China (HUANG et al., 2022). No entanto, divergiu de trabalho nos EUA (NEWMAN et
al., 2018), e na Africa do sul (DIETRICH et al., 2016), os quais observaram maior
prevaléncia do filo Firmicutes.

A resisténcia antimicrobiana (AMR) esta consolidada como um dos
principais problemas de saude atual e futuro, e uma das mais relevantes areas para
aplicacao da perspectiva Saude Unica ao redor do mundo, envolvendo as dinamicas
de interagbes entre humanos, animais domeésticos / selvagens, e 0 meio ambiente
(FEDERICI et al., 2022). No presente trabalho o percentual de resisténcia global, a
pelo menos um antimicrobiano, foi de 59,8% (113/189). Mesmo dada a relevancia
dos morcegos, animais que podem fazer parte de todas as dinamicas supracitadas,
através de contato direto ou indireto (Exemplo: guano) para transmissdao de
patégenos (JOFFRIN et al., 2018), nenhum trabalho prévio, no nordeste do Brasil,
reportou AMR em isolados de morcegos. Contabilizando os isolados ndo sensiveis
(INS), do presente estudo, o percentual encontrado € ainda mais alto (75,4%;
101/134), ou seja mais 75% ja tiveram exposicao a algum tipo de resisténcia.

Em relacdo aos animais, 80,4% (41/51) apresentaram pelo menos um
isolado resistente. Morcegos hematodfagos (D. rotundus) foram o Gnico habito
alimentar, no presente trabalho, a obter diferenca estatistica (P=0,0026) em seus
isolados, os quais, todos (100%; 6/6) apresentaram resisténcia, a saber: cinco
Staphylococcus CoNs e uma E. coli. Benavides et al. (2022), observaram E. coli
produtoras de ESBL e multirresistentes, inluindo cefalosporinas de 42 geracéao e
fluorquinolonas, com origem de swabs retais da mesma espécie em questédo, D.

rotundus, todavia em baixa porcentagem (5%; 20/388).
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No que concerne o sitio de coleta, no presente estudo, 48,7% (55/113)
dos isolados resistentes foram de sitio oral, e 23,9% (27/113) de sitio retal,
proporcionalmente Sens-Junior (2018) teve distribuicdo mais préxima, 56% oral e
43,5% retal, do que a encontrada por Claudio et al. (2018), que obteve 60% oral e
40% retal. Das amostras de guano 100% (15/15) apresentaram pelo menos um
isolado resistente, e no percentual global, seus isolados representaram 27,4%
(31/113) do total. O guano obtido de colénia mista (insetivoro / piscivoro e / ou
insetivoro / nectarivoro) foi o Unico que obteve diferenca estatistica em seus isolados
(P=0,0026), onde 87,5% (21/24) dos isolados foram resistentes.

A porcentagem de AMR para bacilos Gram-negativos foi alta 56,7%
(76/134), comparada com os trabalhos realizados anteriormente no Brasil, Sens-
Janior et al. (2018), por exemplo, observaram percentual similar 52,9% (46/87) de
resisténcia em bactérias da ordem Enterobacterales de morcegos capturados em
area de fragmentacéo florestal, préxima de habitagdes humanas. Por outro lado,
Claudio et al. (2018) obteve um percentual de resisténcia em BGN potencialmente
patogénicos (12,3%; 10/81) inferior ao observado no presente trabalho. As altas
porcentagens de resisténcia encontradas no presente trabalho, podem ser
explicadas pelos fatores (ambiental x antrépico), ja que juntamente com Sens-Junior
et al. (2018), os quais obtiveram porcentagens semelhantes, ambos foram
realizados em areas peri-urbanas/urbanas, com maior atividade e influéncia
antropica, que o de Claudio et al. (2018), o qual foi realizado em area protegida de
conservacao do bioma Mata Atlantica, com isso sofrendo menos da agéo antrépica,
com interacéo reduzida entre humanos e animais.

Estudos focados em E. coli, especialmente produtoras de ESBLs, séo
importantes pois podem atuar como indicadores de pressdo seletiva de isolados
ambientais do TGI de animais selvagens (RADHOUANI et al., 2014; NOWAKIEWICZ
et al.,, 2020a). O percentual AMR dos isolados de E. coli no atual trabalho, foi de
66,7% (6/9), maior parte originada de guano, comparando com outros trabalhos que
testaram somente isolados de E. coli, foi inferior ao de Adesiyun; Stewart-Johnson;
Thompson (2009) em morcegos do novo mundo, que obteve 82% (40/49). Por outro
lado, o percentual foi superior em isolados de E. coli de morcegos do velho mundo,
Nowakiewicz et al. (2020a) e McDougall; Boardman; Power. (2021a), que obtiveram
48,7% (38/78) e 4% (13/318), respectivamente. Destes, somente o primeiro utilizou

conjuntamente mais de um tipo de amostra (swab retal e guano em pool).
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O relato de AMR para Aeromonas sp. de morcegos € inédito no Brasil.
Espécies do género ja foram isoladas, mas ndo haviam sido testadas quanto a
sensibilidade antimicrobiana (CLAUDIO et al., 2018). Este género de bactéria é
onipresente em ambientes aquaticos, e relatado na literatura como patégeno de
peixes. A resisténcia antimicrobiana j4 foi relatada em isolados de peixes
ornamentais, inclusive no Brasil (HOSSAIN; HEO, 2020). Em estudo recente
bactérias do género Aeromonas foram classificadas como patégenos oportunistas
para humanos, estando associado principalmente a doencas gastrintestinais
(GONCALVES PESSOA et al., 2019).

Ja a porcentagem AMR para cocos Gram-positivos (67,3%; 37/55) foi
ainda maior que a de BGN, e dos INS (85,45%; 47/55) também. Esses percentuais
ndo eram esperados dada a quantidade expressivamente maior de relatos da
resisténcia em isolados BGN provenientes de morcegos no Brasil e no mundo. No
presente estudo todos os Staphylococcus sp. apresentaram resisténcia (P<0,0001),
a pelo menos um antimicrobiano (ampicilina). Destes 94,6% (35/37) foram
Staphylococcus CoNs, estes, no geral, tem capacidade de adquirir resisténcia
antimicrobiana, detectados em ambientes nao hospitalares, como na pecuéaria, estas
bactérias podem ter um suposto papel como reservatérios de genes de resisténcia,
no entanto as infecgdes causadas por estas sdo menos comuns na medicina
veterinaria (HEILMANN; ZIEBUHR; BECKER, 2018). Trés outros trabalhos,
realizados com morcegos do velho mundo, foram pioneiros no reporte de resisténcia
em CGP. Na Eslovaquia (VANDZUROVA et al., 2013) em Staphylococcus
nepalensis isolados de guano, 0s quais apresentaram resisténcia a ampicilina,
tetraciclina, gentamicina e cloranfenicol. Staphylococcus sp. na Espanha (GARCIA
et al., 2020), resistentes a eritromicina e a estreptomicina, e em Bangladesh (UDDIN
et al., 2020) a ampicilina, estreptomicina, entre outros. Fora esses, um relato de
MRSA observou genes de resisténcia a antimicrobianos, como amoxicilina, originado
de morcegos frugivoros no Reino Unido (FOUNTAIN et al., 2022).

Quanto aos isolados de Enterococcus spp., ho presente estudo, 55,5%
(10/18) foram INS, sendo 3/10 a ciprofloxacina, e 7/10 a eritromicina, de swabs oral
ou retal, ndo houve isolado resistente, e nem INS originado de guano. Este resultado
foi semelhante ao de Costa et al. (2018), no percentual de AMR em Enterococcus
spp. com 43% (32/73) frente a eritromicina, porém em isolados de guano, e diferiu

dos percentuais de 8,2% (6/73) a ciprofloxacina, e 1,4% (1/73) a tetraciclina. Outros
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estudos com guano, de morcegos do velho mundo, observaram na Espanha
(NOWAKIEWICZ et al.,, 2020b) resisténcia em E. faecalis a tetraciclina,
estreptomicina e eritromicina, principalmente, e no Marrocos, em isolados de
Enterococcus spp. observaram 100% de resisténcia a oxacilina, e clindamicina
(SAKQUI et al., 2022), o qual n&o corrobora ao observado no atual estudo.

Os antimicrobianos pertencentes as classes das penicilinas,
cefalosporinas de 12 e 22 geracdes, e agentes combinados: penicilina + inibidor de [3-
lactamase, foram aos quais, os isolados BGN apresentaram mais resisténcia, o
mesmo aconteceu nos trabalhos que avaliaram resisténcia em morcegos no Brasil
(CLAUDIO et al., 2018; SENS-JUNIOR et al., 2018), onde as mesmas classes de
drogas foram as mais presentes. Para os CGP, as classes de penicilinas,
lincosamida e macrolideo, destacaram-se, a primeira em concordancia com Uddin et
al. (2020), a segunda com Sakoui et al. (2022), e a ultima, em concordancia com
Costa et al., (2018), Géarcia et al. (2020), e Nowakiewicz et al. (2020b). Destas
drogas, houve diferenca estatistica (P<0,0001) para ampilicina e cefalotina
(aminopenicilina e cefalosporina de 12 geracdo). Estes antimicrobianos sdo [3-
lactamicos, e tem mecanismo de acdo semelhante (bactericida), impedindo a sintese
da parede celular bacteriana (RADHOUANI et al., 2014).

As classes de drogas, as quais, os isolados de BGN e CGP apresentaram
mais resisténcia, no presente estudo, sdo classificadas com importancia critica ou
alta, respectivamente, para a saude humana e animal, segundo a OMS e a
Organizacdo Mundial da saude animal (OIE) (MCEWEN; COLLIGNON, 2018). Por
outro lado, foi observado um total de doze classes drogas a que os isolados foram
mais sensiveis, com diferenca estatistica (P<0,0001), a saber: fluorquinolona,
aminoglicosideos, agentes combinados B-lactamicos, carbapenémico,
cefalosporinas de 32 e 42 gerac0Oes, penicilina resistente a penicilinase, antagonistas
do &cido fdlico, tetraciclina, afenicol e glicopeptideo.

Os resultados deste presente trabalho, apresentam achados de
resisténcia ambiental, e podem ser relacionados as duas formas principais de
resisténcia (adquirida e horizontal), visto que, na primeira, bactérias naturalmente
sensiveis podem desenvolver resisténcia com exposicao direta aos antimicrobianos,
gerando mutacbes em genes celulares (cromossomos), e na horizontal a

transferéncia ocorre por elementos moveis (como plasmideos), onde a exposi¢ao
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direta ndo é necesséria. Em ambas genes de resisténcia sdo compartilhados entre
as cepas bacterianas (GIEDRAITIENE et al., 2011; RADHOUANI et al., 2014).

A abordagem da Saude uUnica € essencial para a compreensdo dos
achados do presente trabalho, tendo em vista que a maior parte das classes de
antimicrobianos existentes € utilizada em humanos e animais (MCEWEN;
COLLIGNON, 2018). Iniciativas como o Plano de Acdo Nacional de Prevencao e
Controle da Resisténcia aos antimicrobianos no ambito da Agropecuaria (PAN-BR
AGRO), 2018-2022, sao Iimportantes politicas publicas contra a resisténcia
antimicrobiana no setor agropecuario (MAPA, 2018). Na medida que, por exemplo,
antimicrobianos como tetraciclinas e estreptomicinas, sdo usados em sistemas de
producdo agricola e agropecuaria como profilaxia contra infeccdes bacterianas
(MCEWEN; COLLIGNON, 2018).

Considerando que esses animais silvestres nunca foram tratados com
antimicrobianos, questiona-se a origem da elevada resisténcia a antimicrobianos
observada no presente estudo. A presenca crescente de morcegos em areas peri-
urbanas e urbanas, como zonas metropolitanas de grandes cidades, as quais estao
mais suscetiveis aos impactos associados as a¢fes antropicas, como, poluicéo,
desmatamento, falta de saneamento, causando pressdo seletiva em bactérias
patogénicas e comensais, através de estressores, como 0 uso indiscriminado de
antibioticos de largo espectro, metais pesados e biocidas, presentes nos ambientes
e proximidades (dgua, alimento, esgoto, dejetos animais), ondem 0S morcegos
abrigavam-se (RADHOUANI et al., 2014; BENGTSSON-PALME; KRISTIANSSON;
LARSSON, 2018; AGUIAR; PEREIRA, 2019). Nesse contexto, 0s morcegos podem
estar atuando na manutencéo e disseminacdo de bactérias resistentes, que foram

predominantes neste estudo.
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8 CONCLUSAO

O presente estudo apresenta dados inéditos sobre a caracterizacdo da
diversidade bacteriana, da microbiota oral, retal e de guano de quirépteros da
Regido Metropolitana de Fortaleza, estado do Ceara, onde foi possivel isolar e
identificar bactérias de todos os sitios. Essa microbiota €é composta
predominantemente por bacilos Gram-negativos, do Filo Proteobacteria, em
especifico, da ordem Enterobactelares. Seguida por cocos Gram-positivos do Filo
Firmicutes. Altos percentuais de resisténcia a antimicrobianos foram observados, 0s
quais foram mais elevados para Cocos Gram-positivos, do que para Bacilos Gram-
negativos, o que nao era esperado, uma vez que na literatura h4 um destaque a
resisténcia antimicrobiana em bacilos Gram-negativos.

Podemos supor que os altos percentuais de resisténcia antimicrobiana
encontrados podem ter grande influéncia das ac¢bBes antrOpicas no ambiente,
causando pressdao seletiva nas bactérias, como, uso indiscriminado de
antimicrobianos, poluentes, e saneamento precario, que afetam a eco-epidemiologia
dos morcegos, tornando-os reservatorios de bactérias resistentes.

Mais pesquisas sob a perspectiva da Satde Unica s&o necessarias para
melhor compreender a dindmica de aquisicdo de resisténcia por bactérias
colonizantes de morcegos, bem como, promover a vigilancia de sensibilidade
antimicrobiana, a fim de contribuir na prevencédo da possivel disseminacdo destas

bactérias resistentes.
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